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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antifungica de los extractos de
Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis contra especies del género Candida aisladas
de pacientes con vulvovaginitis. De las 36 muestras tomadas, 12 resultaron positivas al
cultivo micologico (33,33%), cuyas pruebas bioquimicas lograron identificarlas como
Candida albicans (27,77%), Candida parapsilosis (2,78%) y Candida famata (2,78%).
Se obtuvieron extractos de Rosmarinus officinalisyMelissa officinalis utilizando etanol al
80,00%. Se determino la actividad antifingica de los extractos colocando discos de papel
impregnados con el respectivo extracto sobre placas de agar papa dextrosa (APD)
previamente diseminadas con la suspension de células levaduriformes. Posteriormente,
los halos de inhibicion fueron medidos. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se
llevo a cabo mezclando 100 pl de los extractos en placas con micropozos que contenian,
100 pl de caldo Sabouraud dextrosa y 50 ul de la suspension de células, correspondiendo
la concentracion al micropozo con la mayor dilucion que no mostrara crecimiento
fungico. De acuerdo a los resultados obtenidos de la actividad antifungica, ambos
extractos presentaron propiedades antifungicas sobre las especies del género Candida
aisladas; aunque el extracto de Melissa officinalis produjo halos de inhibicion de mayor
diametro. La CMI del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis se observo en su
mayoria en la dilucion 1:2,5 para las cepas de Candida albicans (DB-Ca 01, DB-Ca 02,
DB-Ca 03, DB-Ca 05, DB-Ca 06, DB-Ca 07, DB-Ca 08, DB-Ca 09, DB-Ca 10) y para
Candida famata(DB-Cf 01), correspondiendo esto a una concentracion de 89,65 mg/ml.
La cepa de Candida albicans (DB-Ca 04) y Candida parapsilosis(DB-Cp 01) fueron
inhibidas por este extracto a concentraciones de 11,2 mg/ml y 44,82 mg/ml,
respectivamente. Sin embargo, el extracto acuoso de Melissa officinalis inhibi6 a 7 cepas
de Candida albicans y a Candida famata en una dilucion 1:5, cuya concentracion era de
44,00 mg/ml, mientras que a Candida parapsilosis(DB-Cp 01) y a las cepas de Candida
albicans (DB-Ca 01, DB-Ca 02 y DB-Ca 03), las inhibi6 en la dilucion 1:2,5 siendo la
concentracion de 88,00 mg/ml. De acuerdo a estos resultados se puede concluir que
ambos extractos poseen propiedades antifingicas contra diversas especies del género
Candida aisladas de pacientes con vulvovaginitis.



INTRODUCCION

Las infecciones vaginales pueden presentarse en cualquier etapa de la vida de la mujer
debidoa multiples factores, entre los que se pueden enumerar: malos hébitos higiénicos,
alimentacion inadecuada, uso de ropa sintética, climas céalidos y himedos, uso de duchas
vaginales, cambios hormonales, tratamientos con antibidticos de amplio espectro,
tratamientos inmunosupresores y anticonceptivos hormonales, que pueden alterar la flora
normal de la vagina, la cual esta constituida por Staphylococcus epidermidis, S. aureus
en pequeiias proporciones, Lactobacillus acydophylus y especies del género Candida
(Hunter y Raymond, 1992; Pirotta et al., 2003).

Una de las infecciones que se presenta cominmente en la mujer es la vulvovaginitis dada
por inflamacién de la region genital femenina como vulva, vagina y cuello uterino, con
frecuencia de transmision sexual y caracterizada por dolor vulvovaginal, prurito y ardor,
los agentes infecciosos que se presentan con mayor frecuencia son: Tricomonas y en alto
grado especies del género Candida. Cuando las infecciones vaginales son producidas por
especies del género Candida se denominan candidosis, siendo Candida albicans el
agente etioldgico de mayor importancia; sin embargo, se han descrito otras especies
patdgenas causantes de esta afeccion, entre ellas C. glabrata, C. krusei, C. kefyr, C.
guilliermondii, C. parapsilosis y C. tropicalis (Fernandez y Lombardia, 2002; Arenas,
2003; Sheary y Dayan,2005).

En ausencia de los factores mencionados anteriormente, las observaciones clinicas
muestran que la candidosis vulvovaginal ocurre predominantemente durante la fase lutea
del ciclo menstrual, cuando los niveles de estrogenos y progesterona son altos. Por el
contrario, en nifias pre-menstruales, mujeres posmenopdausicas y las que no estan
recibiendo reemplazo hormonal rara vez se presenta esta infeccion (Sobel, 1988;

Kalo-klein y Witkin, 1989).

Los casos de candidosis vulvovaginal han aumentado notablemente con una incidencia



cercana al 25,00%, ocupando el segundo lugar entre las infecciones vaginales, superado
por la vaginosis bacteriana. La candidosis vulvovaginal (CVV) constituye un problema
de salud de importancia indiscutible en todo el mundo. Se estima que el 75,00% de las
mujeres adultas han tenido al menos un episodio de CVV durante su vida y en varias
ocasiones se pudo haber convertido en una candidosis vulvovaginal recurrente,
(ocurrencia de tres o cuatro episodios de CVV en un periodo de 12 meses con ausencia
de algunos factores predisponentes) (Sobel, 1993; Mardh et al., 2002; Corsello et al.,
2003; Sobel, 2007; Souza et al., 2009).

C. albicans es un hongo dimorfico presente en los organismos de sangre caliente,
incluyendo el hombre. Pertenece a la familia Saccharomycetaceae; su estado anamorfo
(asexual) pertenece a la subdivision Deuteromycotina y su estado teleomorfo (sexual) es
Ascomycotina. Dicho organismo coloniza las superficies mucosas de la cavidad oral,
vaginal y el tracto digestivo y es causante de una gran variedad de infecciones
dependiendo de la naturaleza del organismo hospedero. El proceso de infeccion
comienza con la adherencia del organismo comensal a las células de la mucosa o
queratinocitos, que interactian en la relacion de la pared fingica constituida por
polisacaridos con un receptor en la célula epitelial (Casas, 1994; Molero, 1998; Arenas,

2003; Nyirjesy, 2008).

Aunque la invasion inicial depende de los mecanismos inmunes del hospedero, C.
albicans posee caracteristicas intrinsecas que promueven su habilidad para causar
enfermedad, entre los factores de virulencia se incluyen: la produccién de adhesinas
como mananos, manoproteinas y quitina presentes en la pared celular (que permiten la
union de la célula fingica a los receptores del hospedero), de enzimas proteoliticas,
especialmente proteasas y fosfolipasas (las cuales facilitan la penetracion y degeneracion
de la queratina y el coldgeno; favoreciendo asi, la diseminacién por los tejidos del
hospedero); la transformacion morfoldgica de la fase levaduriforme a la fase filamentosa,
lo que también facilita la penetracion y permite evadir el sistema de defensa, dado que, la

hifa libera mayor cantidad de fosfolipasas siendo mas resistente a la fagocitosis; y por



ultimo, los efectos inmunomoduladores de determinantes fungicos que contribuyen a
disminuir la actividad de las defensas del hospedero (Arenas, 2003; Ausina y Moreno,

2005).

Estos factores de virulencia, estan controlados por diferentes genes que se expresan en un
nimero determinado y momento concreto, los cuales determinan el fenotipo y virulencia
de cada aislamiento; dentro de estos genes se encuentran el gen de la hexosaminidasa
(HEX1), genes de proteinas asparticas (SAP1, SAP2, SAP3, SAP4) y un gen que
confiere capacidad de producir tubos germinales y aumentar la adhesion (Ausina y

Moreno, 2005).

Candida parapsilosis es un hongo que se ha convertido en una causa significativa de
sepsis y de infecciones de tejido en pacientes inmunodeprimidos. A diferencia de
Candida albicans y Candida tropicalis, Candida parapsilosis no es un patdgeno humano
obligado, comunmente esaislado de otras fuentes como animales domésticos, insectos o
suelo; es también un comensal humano normal y es uno de los hongos con mas
frecuencia aislados de las manos y las membranas mucosas de las personas sanas (Khun

et al., 2004).

La incidencia de infecciones por Candida parapsilosis ha aumentado considerablemente.
Estase destaca como la segunda o tercera causa mas comin de especies de levaduras
aisladas de hemocultivos en Europa, América del Norte, Asia y Sur de Estados Unidos.
Aunque se considera menos virulenta que Candida albicans, Candida parapsilosis es la
especie de Candida con el mayor aumento de incidencia desde 1990. Se ha convertido
en una especie patogena de gran importancia, productora de infecciones nosocomiales,
causando una amplia variedad de manifestaciones clinicas que incluyen fungemia,
endocarditis, artritis séptica, endoftalmitis, peritonitis, pancreatitis y meningitis (Pfaller
et al., 2001; Almirante et al., 2006; Colombo et al., 2006; Messer et al., 2006; Trofa et
al., 2008).



En los tultimos veinte afios se ha observado que alrededor de otras diez especies del
género Candida han incrementado su importancia desde el punto de vista clinico, como
agentes causales de candidosis; entre estas se tiene: C. tropicalis, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. famata, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata, C. lusitaniae, C. pelliculosa,
entre otras. Estas levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y
habitando como comensales en muchos mamiferos y aves. La frecuencia de casos de

candidosis reportados por estas levaduras esta entre 1 al 30,00% (Mendoza, 2005).

Candidafamataes una especierelacionada conCandida albicans. Generalmente, afecta la
piel, y se ha encontrado en las heridas abiertas; asi como también, en placas de psoriasis,
vias urinarias, parte inferior de las ufas, las retinas de los o0jos y mucosa vaginal. A
diferencia de C. parapsilosis, esta especie presenta resistencia a la anfotericina B, pero

puede ser tratada con fluconazol (Rippon, 1988).

Los antimicéticos son sustancias que tienen la capacidad de evitar el crecimiento de
algunos tipos de hongos. De las cinco clases de antimicoticos sistémicos que actualmente
existen, los azoles son los mas utilizados para tratar las infecciones vaginales producidas
por especies del género Candida, estos incluyen los imidazoles (ketoconazol, miconazol)
y los triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol), los cuales actiian sobre el
ergosterol, principal esterol de la membrana celular de los hongos. Los azoles inhiben la
enzima lanosterol desmetilasa, con la consiguiente deficiencia de esterol y acumulacion
de sus intermediarios que afectan la estructura de la membrana celular y alteran la
funcion de diversas enzimas de membrana. Estos son fungistaticos y poseen un amplio

espectro de actividad (Fortan, 1998; Cowen et al., 2002).

Existen especies que han creado resistencia a los antimicoticos sistémicos. C. glabrata y
C. tropicalis han reportado resistencia importante a la mayoria de los imidazoles; C.
krusei, C. tropicalis y C. albicans han desarrollado resistencia a fluconazol; siendo C.
krusei la que presenta resistencia innata a este antimicotico (Nyirjesy, 1994; Powderly,

1994; Arenas, 2003).


http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo

La resistencia a los azoles se encuentra asociada con la sobreexpresion de la enzima
ERG11 y mutaciones de otras enzimas que actian en la sintesis del ergosterol, con
eliminacion activa de la droga por sobreexpresion de las bombas de flujo y disminucion

de la permeabilidad de membrana por alteraciones en los esteroles (Cowen et al., 2002).

Esta resistencia presentada por los hongos, ha conducido a que se utilicen plantas
medicinales para inhibir el crecimiento de los mismos. Las plantas han sido utilizadas
con fines terapéuticos desde tiempo inmemorial, en ellas se biosintetizan gran cantidad
de sustancias quimicas y se les considera como la fuente de compuestos quimicos mas
importante que existe. Las plantas presentan dentro de su proceso de sintesis dos rutas
metabolicas, una donde sintetizan los metabolitos primarios necesarios para el desarrollo
de la propia planta como proteinas, lipidos, carbohidratos y algunos micronutrientes. En
la segunda ruta se sintetizan los metabolitos secundarios, los cuales protegen a la planta
de plagas, enfermedades e inclusive de la invasion de otras plantas y por otro lado, para

atraer insectos y aves (polinizantes) (Matsumura et al., 2000; Arguayo, 2002).

Estas cualidades de proteccion y atraccion, se ven reflejadas en propiedades antisépticas,
antiinflamatorias, antidepresivas, afrodisiacas, entre otras; dentro de estos metabolitos
secundarios son comunes aquellos que presentan actividad biologica, tales como,
esteroides, fenoles, flavonoides, glucdsidos, quinonas, alcaloides, aldehidos, alcoholes,
entre otros (Arguayo, 2002; Soliman y Badeaa, 2002; Martinez et al., 2003; Magro et al.,
2000).

La actividad bioldgica de los extractos naturales pueden deberse al sinergismo entre sus
diversos componentes ya que, por separado, poseen menos actividad que cuando se
encuentran juntos, su mecanismo de accidon no se conoce en profundidad, pero se puede
seflalar que su actividad microbiostatica o microbicida estd asociada a compuestos
lipofilicos que pasan a través de la pared celular y la membrana citoplasmatica,
desordenando las diferentes capas de polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos. En

bacterias, la permeabilizaciéon de la membrana estd asociada con pérdida de iones y



reduccion del potencial de membrana, colapsando la bomba de protones y reduciendo la
cantidadde adenosintrifosfato (ATP), también puede coagular el citoplasma (Souza et al.,

2005; Krishnamurthy y Shashikala, 2006).

En células eucariotas, como los hongos, los extractos de plantas pueden provocar
despolarizaciéon de las membranas mitocondriales por disminucién del potencial de
membrana afectando el ciclo i6nico del calcio y otros canales idnicos; ademads, reduce el
gradiente de pH afectando (como en las bacterias) la bomba de protones y la cantidad de
ATP. El cambio de la fluidez de la membrana produce la permeabilidad anormal de
radicales, citocromo C, iones de calcio y proteinas como resultado de estrés oxidativo y
fallas bioenergéticas. La permeabilizacion fuera y dentro de la membrana de la

mitocondria puede causar la muerte por apoptosis y necrosis (Bakkali et al., 2008).

La familia de las labiadas pertenece al grupo taxondémico dentro del orden de las
tubifloras. Se trata de plantas herbaceas o arbustivas, casi siempre aromaticas y con tallos
cuadrangulares, con hojas normalmente simples y opuestas. El area de dispersion de la
familia comprende practicamente, la totalidad del planeta tierra y a ésta pertenecen tres
mil doscientas especies aproximadamente, dentro de las cuales se encuentran Rosmarinus

officinalis y Melissa officinalis (Curioni y Arizio, 2006).

Rosmarinus officinalis (Romero) es una planta de pequefio porte, muy ramificada, de
hojas perennes, que puede alcanzar hasta 1 m de altura. Posee hojas verde oscuro, de
pequefio tamafio y muy abundantes. Las flores son pequenas, de color violeta claro o
azul vivo de 5 mm de largo. Los metabolitos que presenta le confieren importancia
medicinal, por ello se ha considerado como estimulante y antiespasmddica, asi como
facilitadora de la secrecion biliar. También, se le atribuyen propiedades analgésicas,
antirreumadticas, diuréticas, expectorantes, antiepilépticas, antiinflamatorias, antivirales,
antimicrobianas y antifiingicas, siendo estas ultimas, de gran importancia en la inhibicién

del crecimiento bacteriano y fungico (Takaki et al., 2008).



Se han identificado propiedades antibacterianas frente a bacterias Gram positivas y
hongos patogenos, incluyendo Aspergillus, dichas propiedades han sido relacionadas con
los componentes polifenolicos. Los dacidos carndsicos y rosmarinicos serian los
principales componentes bioactivos. Sin embargo, otros estudios sefialan el borneol,
alcanfor y verbenona como los componentes con mayor actividad antimicrobiana

(Santoyo et al., 2005; Moreno et al., 2006; Fu et al., 2007).

Melissa officinalis (Toronjil) es una planta aromatica que mide entre 60-90 cm de altura,
con tallos ramificados desde la base, hojas grandes, pecioladas y con margenes dentados,
de color verde claro brillante, sus flores son color blanco o rosado. Al igual que
Rosmarinus officinalis, presenta metabolitos secundarios con importantes usos
medicinales. Su principal componente activo es un aceite esencial compuesto por
distintos aldehidos y alcoholes como citral, citronella, geraniol y linalol, a los cuales se
les atribuyen propiedades tranquilizantes, digestivas, antiespasmodicas, entre otras

(Cardona, 1997; Sitte et al., 2004).

Los aceites esenciales de muchas plantas aromaticas poseen efectos antimicrobianos.
Estos aceites se extraen de plantas que por lo general, se encuentran localizadas en
climas templados o calidos de paises tropicales, son obtenidos a partir de material vegetal
como flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutos, raices, madera o corteza. Ademas
juegan un rol importante en la proteccion de las plantas como sustancias antibacterianas,
antivirales, antifungicas, insecticidas y también contra herbivoros por reducir su apetito
para tales plantas. Dichos aceites son muy complejos y estan constituidos por mezclas de
varios componentes como: terpenos, aldehidos, alcoholes, fenoles, ésteres aciclicos, entre

otros (Salgueiro et al., 2003; Burt, 2004; Celis, 2007; Bakkali et al., 2008).

Considerando el gran nimero de compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales, lo mas probable es que su actividad antimicrobiana no se debe a un
mecanismo especifico, sino que actuan en varias partes de las células. Se han propuesto

posibles mecanismos de acciéon mediante el cual puede ser reducido el crecimiento del



micelio o totalmente inhibido. Por una parte, se le atribuye esta funcidon a los compuestos
fenolicos, en donde la anfipaticidad de estos compuestos puede explicar sus interacciones
con biomembranas y, por lo tanto, la actividad antimicrobiana (Burt, 2004; Bakkali et al.,

2008; Hadizadeh et al., 2009).

De igual forma, los terpenos alteran la permeabilidad celular, rompiendo el embalaje de
lipidos provocando cambios en la funcion y propiedades de la membrana; los flavonoides
forman complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con la pared de la célula
microbiana. Ademas de estos, los alcaloides producen su efecto al interactuar con la
pared celular y el ADN del microorganismo. También es cominmente aceptado que los
efectos toxicos de los componentes de los aceites esenciales y extractos son responsables
de la actividad antimicrobiana, debido que alteran la funcionalidad estructural de la
membrana celular (Bard et al., 1988; Sikkema et al., 1995; Domingo y Lopez, 2003;
Burt, 2004).

La composicion quimica de los aceites esenciales pueden variar dentro de cada especie
por un variedad de razones, incluyendo la presencia de quimiotipos, el momento de la

cosecha y el uso de diferentes métodos de extraccion (Mercier et al., 2009).

Debido al aumento en la resistencia de los hongos a los antimicoticos, se busca la
utilizacion de extractos naturales como alternativas terapéuticas. Es por ello, que el
objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antifungica de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis contra especies del género Candida aisladas de pacientes
con vulvovaginitis, con el proposito de proporcionar alternativas naturales en el

tratamiento de esta enfermedad.



METODOLOGIA

Obtencion de las muestras

Se tomaron muestras de secreciones vaginales de pacientes con vulvovaginitis que
asistieron aconsulta de ginecologia del Hospital Clinico “San Vicente de Paul” en

Cumana, estado Sucre, durante el mes de febrero de 2011.

Las muestras fueron tomadas por el personal médicode la siguiente manera: se coloco un
espéculo en la vagina, para visualizar el canal vaginal y cuello uterino; después se tomo
la muestra con dos hisopos estériles del fondo del saco vaginal. Cada uno de los hisopos,
se introdujo en un tubo de ensayo que contenia 2 ml de solucién salina fisioldgica estéril.
Inmediatamente las muestras fueron transportadas al laboratorio de Investigaciones

Microbiolédgicas del Departamento de Bioanalisis, donde fueron procesadas.

Procesamiento de las muestras

El examen directo se realizd entre lamina y laminilla observando, en el microscopio
optico, una suspension de la muestra en solucion salina fisiologica. En esta preparacion

se busco la presencia de blastoconidios y/o seudomicelio (Arenas, 2003).

Las muestras se sembraron por agotamiento en superficie en placas de Petri con agar
Sabouraud dextrosa (ASD) y adicionado de cloranfenicol (Himedia Laboratories
Limited, India) para evitar el crecimiento bacteriano. Posteriormente, se incubaron a
temperatura de 37°C durante un periodo de 24 h en incubadora (marca Felisa, México).
Una vez transcurrido este tiempo, se procedid a realizar el aislamiento de las levaduras,
tomando con una asa bacterioldgica una colonia aislada la cual, se sembrdé nuevamente
por agotamiento en superficie en otra placa de Petri con ASD. Seguidamente, se

incubaron a temperatura de 37°C durante un periodo de 24 h. Luego, se tom6 una nueva



colonia aislada y se sembro en tubos con ASD y se incubaron a temperatura de 37°C
durante 24 h. Culminado este periodo de incubacion, se describieron las caracteristicas
macroscopicas de las colonias levaduriformes en crecimiento, tales como: aspecto, borde,
superficie, consistencia, reverso y pigmento; finalmente, se identificaron las
caracteristicas microscopicas como blastosporas, hifas y seudohifas, por tincion con

solucion de lugol (Arenas, 2003).

Formacion de clamidoconidios

Las colonias levaduriformes fueron cultivadas en agar harina de maiz (Himedia
Laboratories Limited, India) e incubadas a temperatura ambiente durante 48 h; este
medio de cultivo se utilizé para estimular la formacion de clamidoconidios, lo que ayudo
a distinguir la especie Candida albicans de las demas especies del género Candida
(Casal y Linares, 1981).

Filamentacion en suero

Para la observacion de tubos germinativos se inoculd una pequefia porcion de la colonia
desconocida en 0,5 ml de suero humano fresco, incubandose a 37°C en incubadora
(marca Felisa, México) durante 2 h. Después de este tiempo, se tomo una gota de la
suspension entre ldmina y laminilla, se observé en el microscopio con objetivo de 10X y

40X la presencia o ausencia de tubos germinativos que caracterizan a Candida albicans.

Finalmente, a las levaduras aisladas se le aplico la prueba de auxonograma, la cual se
fundamenta en la capacidad que tienen las levaduras para utilizar o asimilar los diferentes
carbohidratos, a fin de identificar las diferentes especies del género Candida. Esta prueba
se realizé utilizando la galeria API 20C AUX (bioMérieux), ésta se compone de 20
micropozos con sustratos deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion
mas un control. Los micropozos se inocularon con un medio minimo semisélido y las

levaduras se reprodujeron si eran capaces de utilizar el sustrato correspondiente. Esta
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galeria permite identificar un total de 34 especies diferentes. La lectura de estas
reacciones se realizd por comparacion con un control de crecimiento y la identificacion
se obtuvo, a partir de un codigo numérico, mediante un catalogo analitico proporcionado

por la casa comercial.

Obtencion de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis

Plantas

Los extractos naturales se obtuvieron de las plantas Rosmarinus officinalis (Romero) y
Melissa officinalis (Toronjil), las cuales fueron adquiridas frescas en el mercado
municipal de la ciudad de Cumand, estado Sucre. Se empled tnicamente hojas y tallos,
que se secaron en una estufa (marca Felisa, México) a 45°C durante un periodo de 5 dias
o hasta que estuvieran completamente secos, lo que se comprob6 determinando el peso

seco de las mismas, mediante el uso de una balanza una vez macerados las hojas y tallos.

Figura 1. Plantas utilizadas para la obtencion de los extractos. A: Romero; B: Toronjil.

Extraccion etanolica

Se realizO extraccion etanolica, siguiendo el método de Bluma et al. (2008). Se

mezclaron 3 g de polvo de la planta con 20 ml de etanol al 80,00%, esta mezcla se dejo
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en reposo durante 48 h a temperatura ambiente y en oscuridad. El extracto obtenido se
filtré con papel de filtro Whatman # 1 y éste a su vez se agregd en una placa de Petri de
vidrio, que fue previamente pesada; posteriormente, la placa de Petri que contenia el
extracto se guardd en oscuridad hasta que se evaporara completamente el etanol. Se
determiné el peso seco del extracto restando el peso de la placa con el extracto y el peso
de la placa sin el extracto. Finalmente, el extracto obtenido se resuspendidé con agua
destilada estéril en una proporcion 1:3 y fue depositado en viales que se guardaron en

refrigeracion.

Suspensién de células

Se tom6 un pequefio indculo de las colonias aisladas y se suspendiéo en 9 ml de solucion
salina fisiologica estéril (SSFE). Se compar¢ la turbidez con el tubo N° 2 de la escala de

Mc Farland, que corresponde a una concentracion de 10° — 107 células/ml.

Actividad antifungica

La actividad antifungica del extracto obtenido se determin6 de acuerdo al método de
Souza et al. (2005). En placas de Petri que contenian agar Sabouraud dextrosa (ASD) fue
diseminado uniformemente 100 ul de la suspension de células con asa de Digralski.
Posteriormente, se impregnaron discos de papel de filtro Whatman # 1 estériles de 6 mm
de didmetro con 50 pl de los extractos y se situaron en el medio de las placas de Petri con
ASD inoculadas con la suspension de células. Se cont6 con un tratamiento control
constituido por discos impregnados con el respectivo solvente que se utilizd, en este caso
etanol. Las placas se colocaron en una incubadora (Marca Felisa, México) por 72 h a
37°C y fueron examinadas cada 24 h. Los halos de inhibicion se midieron usando una

regla graduada y se expresaron en milimetros.
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Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria se determin6 siguiendo la metodologia descrita por
Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008) con ligeras modificaciones. Para ello
se hicieron diluciones seriadas a partir de la mezcla de 100 pl del extracto en micropozos
de una placa,que contenian 100 pul de caldo Sabouraud dextrosa y 50 pul de la suspension
de células. Los micropozos se incubaron a 28°C durante 48 h. La concentraciéon minima
inhibitoria correspondid al micropozo con la mayor diluciéon que no mostr6 crecimiento

fangico.

Analisis estadistico

La comparacion de la actividad antifiingica y la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto de Rosmarinus officinalis con la del extracto de Melissa officinalis se
realizd mediante el andlisis estadistico t-Student con un nivel de significancia de p

< 0,05 usando el programa estadistico Statgraphics en su tltima version (Wayne, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las 36 muestras tomadas de pacientes que presentaban sintomas de vulvovaginitis,
doce (12) resultaron positivas al cultivo micologico, lo que correspondi6 al 33,33% de la
totalidad de las muestras, observandose colonias levaduriformes de color blanquecino o
beige, cremosas, de bordes irregulares o enteros, ligeramente elevadas, cuyas pruebas
bioquimicas lograron identificarlas como Candida albicans, Candida parapsilosis y
Candida famata (Tabla 1).

Tabla 1. Especies del género Candida aisladas de pacientes con vulvovaginitis.

Especies Numero de casos Porcentaje (%)
Candida albicans 10 83,33

Candida parapsilosis 1 8,33

Candida famata 1 8,33

Candida albicans fue la especie que se aisld con mas frecuencia (83,33%) en las
pacientes con sintomatologia de vulvovaginitis. Resultados similares a los obtenidos por
Amblar et al. (1998), quienes estudiaron 475 exudados vaginales, encontrando que
Candida albicans era el agente causal del 79,40% de los casos; asi mismo, Panizo
(2002),en su trabajo sobre el aislamiento de levaduras en muestras clinicas encontrd que
el 77,60% de los casos correspondio a Candida albicans. Este hecho puede explicarse
porque Candida albicans presenta caracter dimorfico y una alta capacidad patogena, lo
que permite una rapida colonizacion de la mucosa vaginal (Andaluz et al., 1998; Molero

etal., 1998 y Ferrer, 2000).

Existen otras especies involucradas en este proceso infeccioso que se aislan con relativa
frecuencia, como Candida glabrata y Candida guillermondii, aunque también se han
encontrado implicadas, pero en menor proporcion, a otras levaduras como Candida
tropicalis, Candida kefyr, Candida krusei, Candida parapsilosis y Candida famata
(Reife, 1996).
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En las figuras 2, 3 y 4 se observan imagenes fotograficas del cultivo micoldgico, examen
directo, formacion de clamidoconidios y tubo germinativo. En la figura 2, se pueden
apreciar las colonias levaduriformes que indican el crecimiento de Candida albicans en
agar Sabouraud dextrosa adicionado con cloranfenicol. Asi mismo, en la figura 3, se
puede observar la formacion de blastoconidios en el examen directo, y en la figura 4, se
puede apreciar la formacion de tubo germinativo en suero humano y clamidoconidios en
agar harina de maiz; siendo estas dos ultimas, pruebas especificas para la identificacion

de Candida albicans.

Figura 2. Cultivo micolégico de muestra tomada de paciente con sintomatologia de
vulvovaginitis.

Figura 3. Examen directo de muestra tomada de paciente con sintomatologia de
vulvovaginitis.

15



Figura 4.Formacion de clamidoconidios y tubos germinativos por Candida albicans. A:
clamidoconidios. B: Tubos germinativos.

Asi mismo, en la figura 5, se muestra una imagen fotografica de la galeria API 20C AUX
con la cual fueron identificadas las cepas, en donde se puede apreciar la asimilacion de

los carbohidratos por una de las cepas de Candida albicans.

Figura 5. Galeria API 20C AUX para la identificacion de levaduras. Asimilacion de
carbohidratos por Candida albicans.

Las plantas medicinales y sus formas derivadas (extractos, jarabes, entre otros), han sido
la base de la terapia médica desde hace siglos; éstas aportan una gran cantidad de
compuestos quimicos con caracter antimicrobiano, algunos de los cuales muestran una
actividad in vitro; es decir, que sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas se
atribuyen a varios componentes quimicos aislados de sus extractos crudos (Domingo y

Lopez, 2003; Pereira et al., 2009).
En este estudio se pudo notar que ambos extractos tienen propiedades antifingicas sobre

las especies de Candida aisladas; sin embargo, se puede observar que el extracto de

Melissa officinalis produjo halos de inhibicion de mayor diametro sobre las cepas
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DB-Ca 04, DB-Ca 07, DB-Ca 08, DB-Ca 10 y DB-Cf 01, las cuales fueron
estadisticamente significativas (Tabla 2). Estos resultados son similares a los obtenidos
por Yigit et al. (2008), quienes demostraron que el extracto metandlico de Mentha
piperita presenta actividad anticandidial frente a C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata,
observandose la mayor actividad antifungica sobre C. albicans con halos de inhibicion de
12,30 mm. El efecto moderado de este extracto sobre C. tropicalis y C. glabrata se
observd por la formaciéon de halos de inhibicion de 6,80 mm y 8,80 mm,
respectivamente. Al mismo tiempo observaron que el extracto metandlico de Mentha
longifolia también demostré tener actividad antifiingica sobre C. albicans con zonas de
inhibicion de 10,20 mm. Sin embargo, Mentha longifolia ademas de C. albicans,
presento actividad moderada frente C. tropicalis dando una zona de inhibicion de 7,50

mm.

Por otra parte, Hassawi y Kharma (2006), observaron que el extracto de Plantago
lanceolata inhibio6 el crecimiento de C. albicans produciendo zonas de inhibicion de 9,75
mm. Asi mismo, Braga et al. (2007) han sugerido que el extracto metandlico de esta
misma planta muestra actividad antifungica frente a C. albicans y Cryptococcus

neoformans con zonas de inhibicion de 20 mm y 4 mm, respectivamente.

Al comparar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de Rosmarinus
officinalis contra las especies del género Candida aisladas se observd que esta fue de
1:2,5 para diez de las doce cepas aisladas, mostrando una mayor CMI para la cepa
DB-Ca 04 (1:20) seguida de DB-Cp 01 (1:5), correspondiendo esto a concentraciones de
11,2 mg/ml y 44,82 mg/ml, respectivamente (Tabla 3). Sin embargo, la CMI del extracto
de Melissa officinalis fue de 1:5 para ocho de las cepas aisladas, siendo la concentracion
de 44,00 mg/ml y de 1:2,5 para el resto de ellas, correspondiendo esto a una
concentracion de 88,00 mg/ml (Tabla 4). Yigit et al. (2008) al experimentar con los
extractos metanolicos de Mentha piperita y Mentha longifolia sobre Candida albicans
obtuvieron una CMI de 1,25 mg/ml y 2,50 mg/ml. Hassawi y Kharma (2006) obtuvieron

una CMI de 200 mg/ml con el extracto de Plantago lanceolata sobre C. albicans.
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Tabla 2. Halos de inhibicion producidos por el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
(Romero) y Melissa officinalis (Toronjil) contra Candida albicans, Candida parapsilosis
y Candida famata, aisladas de pacientes con vulvovaginitis.

Extractos

(Halos de inhibicion en mm)
Microorganismos Rosmarinus officinalis Melissa officinalis P
Candida albicans
DB- Ca 01 12,0 19,0 0,1098
DB- Ca 02 18,6 30,0 0,0735
DB- Ca 03 11,3 15,0 0,0651
DB- Ca 04 8,3 31,6 0,0038"
DB- Ca 05 26,0 20,0 0,0808
DB- Ca 06 30,6 18,6 0,0546
DB- Ca 07 10,3 18,6 0,0438"
DB- Ca 08 9,3 15,0 0,0223"
DB- Ca 09 24,3 20,3 0,4240
DB- Ca 10 9,0 19,0 0,0036"
Candida parapsilosis
DB- Cp 01 21,3 20,6 0,8561
Candida famata
DB- Cf 01 18,3 24,3 0,0158"

Diferencias estadisticamente significativas (*) entre los halos de inhibicién producidos por los extractos de
Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis en las cepas de Candida estudiadas; segin el método t-Student

(p< 0,05). P=P valor.

En las figuras 6, 7, 8, 9, 10 y 11 se observan imagenes fotograficas de los halos de
inhibicién producidos por el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis sobre las especies del género Candida aisladas de pacientes con

vulvovaginitis.
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Figura 6. Actividad antifungica del extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) contra
Candida albicans. A: Control; B: Candida albicans.

Figura 7. Actividad antifungica del extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) contra
Candida parapsilosis. A: Control; B: Candida parapsilosis.

Figura 8. Actividad antifiingica del extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) contra
Candida famata. A: Control; B: Candida famata.
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Figura 9. Actividad antifingica del extracto de Melissa officinalis (Toronjil) contra
Candida albicans.A: Control; B: Candida albicans.

Figura 10. Actividad antifungica del extracto de Melissa officinalis (Toronjil) contra
Candida parapsilosis. A: Control; B: Candida parapsilosis.

Figura 11. Actividad antifungica del extracto de Melissa officinalis (Toronjil) contra
Candida famata. A: Control; B: Candida famata.
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Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis (Romero) frente a Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida famata,
aisladas de pacientes con vulvovaginitis.

Concentracion Minima Inhibitoria
Diluciones / Concentracién (mg/ml)

Extracto Microorganismos 1:2,5 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80

89,65 44,82 224 11,2 56 28

Candida albicans
DB - Ca 01
DB —-Ca 02
DB - Ca 03
DB - Ca 04
DB - Ca 05
DB - Ca 06
Rosmarinus DB - Ca 07
officinalis DB — Ca 08
DB - Ca 09
DB -Ca 10

+ + + + o+ + o+ o+ +
1
1
1
1

Candida parapsilosis

DB - Cp 01 + 1 - - - -
Candida famata

DB - Cf01 + - - - - -

(+)= no crecimiento, (-)= crecimiento

Es muy importante sefialar que la cepa DB-Ca 04 resulto ser mas sensible al extracto de
Rosmarinus officinalis, ya que fue inhibida a una concentracion de 11,2 mg/ml (dilucion
1:20), en comparacion con el extracto de Melissa officinalis que inhibi6 su crecimiento a

una concentracion de 44,00 mg/ml (dilucion 1:5).

Asi mismo, el extracto de Melissa officinalis inhibio el crecimiento de la mayoria de las

cepas de Candida albicans en menor concentracion (44,00 mg/ml); en comparacion con

21



el extracto de Rosmarinus officinalis que las inhibi a una concentracion de 89,65 mg/ml,

aunque a la cepa DB-Ca 04 la inhibi6 a una concentracion de 11,2 mg/ml.

Se debe resaltar la diferencia presentada por los extractos sobre las cepas DB-Cp 01 y
BD-Cf 01, donde el extracto de Rosmarinus officinalis inhibid el crecimiento de estas
cepas en las diluciones 1:5 y 1:2,5 lo que corresponde esto a concentraciones de 44,82
mg/ml y 89,65 mg/ml, respectivamente. De manera contraria actud sobre estas cepas el
extracto de Melissa officinalis, quien inhibi6 a la cepa DB-Cp 01 en la dilucién 1:2,5 y a
la cepa DB-Cf 01 en la dilucién 1:5, correspondiendo esto a concentraciones de 88,00

mg/ml y 44,00 mg/ml, respectivamente.

Estudios fitoquimicos realizados con Melissa officinalis han demostrado sus numerosos
componentes: compuestos polifendlicos (acido rosmarinico, acido cafeico), citronelal,
geranial, citral, flavonoides (luteolina), a pineno, B pineno, carvacrol y taninos (Carnat et

al., 1998; Bahtiyarca y Cosge, 2006; Guginski et al., 2009; De Martino et al., 2009).

El efecto antifungico presentado por el extracto de Melissa officinalis probablemente se
debe a la sinergia entre sus componentes, los cuales se combinan para actuar sobre la
membrana celular, alterando su permeabilidad, rompiendo la bicapa de lipidos
favoreciendo asi la entrada a la célula de sus componentes, causando de esta manera la
muerte celular (Bard et al., 1988; Sikkema et al., 1995). El 90,00% de este extracto lo
constituyen los terpenos, especificamente los monoterpenos, los cuales juegan un papel
importante en la funcién metabodlica de las plantas y resultan menos perjudiciales que los
fungicidas quimicos. Esto confirma lo sefialado por Dorman y Deans (2000) y
Longbottom et al. (2004) cuando sostienen que los alcoholes terpénicos pueden actuar
como desnaturalizantes de proteinas o agentes deshidratantes, pero son mas activos
cuando la membrana celular ha incrementado su permeabilidad, lo que indica que su

objetivo principal puede ser dentro de la célula.

Omidbeygi et al. (2007) sefiala que los componentes de los aceites esenciales y extractos

atraviesan la membrana celular, interactuando con las enzimas y proteinas de la
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membrana, produciendo asi un flujo de protones hacia el espacio extracelular que induce
cambios en las células y finalmente su muerte. Asi mismo, Andrews et al. (1980); Bard
et al. (1988); Sikkema et al. (1995) sefialaron que los alcoholes terpénicos como el a
pineno y el B pineno destruyen la integridad celular, inhibe la respiracion generando
efectos adversos sobre la mitocondria, asi como también inhibe el transporte de iones y

aumenta la permeabilidad de la membrana.

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de Melissa
officinalis (Toronjil) frente a Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida famata,
aisladas de pacientes con vulvovaginitis.

Concentracion Minima Inhibitoria
Diluciones / concentraciones (mg/ml)

Extracto Microorganismos 1:2,5 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80

88 44 22 11 55 275

Candida albicans

DB -Ca 01 + - - - - -
DB -Ca 02 + - - - - -
DB - Ca 03 + - - - - -
DB — Ca 04 + + - - - -
DB - Ca 05 + + - - - -
DB - Ca 06 + + - - - -
Melissa officinalis  pB — Ca 07 + - - - - -
DB —Ca 08 + + - - - -
DB - Ca 09 + + - - - -
DB-Cal0 + + - - - -
Candida parapsilosis
DB - Cp 01 + ; - - ; -
Candida famata
DB - Cf 01 + + - - - -

(+)= no crecimiento, (-)= crecimiento
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Rosmarinus officinalis es una planta de importante uso medicinal; sus principales
componentes son: p-cimenol, linalool, timol, a pineno, B pineno, eucalipto, &cidos
fenolicos (rosmarinico, carnosico, cafeico), carnosol, acido ursdlico, luteolina(Ozcan y

Chalchat, 2008).

La actividad antifingica del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis posiblemente se
debe a la presencia del anillo cimenol y de &cidos organicos dentro de sus componentes,
quienes actuan de manera sincronizada para causar la muerte celular. En este caso, el
anillo cimenol rompe la pared celular y facilita la penetracion de los acidos que
desorganizan la estructura interna ocasionando la muerte celular. Ademas de esto,
también contienen en menor concentracion a pineno y 3 pineno, que como en el caso de
Melissa officinalis producen la desintegracion de la membrana celular (Ozcan y

Chalchat, 2008; Borrell et al., 2009).

Estudios realizados por Bozin et al. (2007) encontraron que el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis presenta una importante actividad antibacteriana contra cepas de
Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis y Shigella sonnei, ademas
de poseer una notable actividad antifingica contra C. albicans. Castano et al. (2010)
realizaron un estudio para probar la actividad bactericida del extracto etanolico y el
aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis sobre bacterias de interés alimentario,
obteniendo que el extracto etan6lico mostrd actividad antimicrobiana contra las bacterias

Gram negativas: Shigella sonnei y Salmonella typhimurium.

De igual forma, Cox et al. (2000) demostraron que el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis resulto ser activo contra las bacterias Gram positivas (Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas (Proteus
vulgaris, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli). También mostr6 una marcada

actividad antifungica contra C. albicans.

Los fenoles son inhibidores del crecimiento microbiano, dependiendo de su estructura
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quimica, razén por la cual los aceites esenciales con alto contenido de fenoles presentan
elevada actividad antimicrobiana. La actividad citotoxica de los aceites esenciales se
debe principalmente a la presencia de fenoles, aldehidos y alcoholes, mientras que las
actividades antibacterianas y antifungicas se deben a ciertos terpenoides y compuestos

fenolicos (Burt, 2004; Celis, 2007; Bakkali et al., 2008).

Los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis demostraron actividad
antifingica sobre las especies del género Candida aisladas, por lo cual pudieran ser
utilizados en el futuro como alternativa terapéutica para el tratamiento de las infecciones

producidas por estas especies.
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CONCLUSIONES

Candida albicans fue la especie que predominé entre las especies de Candida aisladas de

pacientes con sintomas de vulvovaginitis.

La actividad antifingica de los extractos acuosos de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis sobre las especies del género Candida aisladas fue demostrada con este

estudio.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de Rosmarinus officinalis se
observo a una concentracion de 89,65 mg/ml, para 9 cepas de Candida albicans y para
Candida famata; y en una concentracion de 11,2 mg/ml para la cepa DB-Ca 04. Ademas,
present6 actividad inhibitoria sobre Candida parapsilosis a una concentracion de 44,82
mg/ml. Asi mismo, el extracto acuoso de Melissa officinalis demostr6 efecto inhibitorio
sobre 7 cepas de Candida albicans y sobre Candida famata a una concentracion de 44,00
mg/ml, asi como sobre 3 cepas de Candida albicans y sobre Candida parapsilosis a una

concentracion de 88,00 mg/ml.

El extracto de Melissa officinalis presentd6 mayor efecto sobre las especies del género

Candida aisladas, en comparacion con el extracto de Rosmarinus officinalis
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RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antifingica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis contra otras especies productoras de micosis.

Evaluar la actividad antifingica de otros extractos naturales sobre las especies de
Candida.
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ANEXOS
ANEXO 1

CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacién de la Dra. Sara Centeno, profesora de la Universidad de Oriente,
Nucleo de Sucre, se estd realizando el trabajo de grado intitulado ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE Rosmarinus officinalis (Romero) y Melissa
officinalis (Toronjil) CONTRA ESPECIES DEL GENERO Candida AISLADAS DE
PACIENTES CON VULVOVAGINITIS.

Yo:
C.l:

Nacionalidad:

Estado civil:

Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que medie coaccioén ni
violencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, propdsito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio médico declaro mediante la

presente:

1.- Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigacion, de todos los aspectos relacionados con el trabajo de grado intitulado:
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis CONTRA ESPECIES DEL GENERO Candida AISLADAS DE PACIENTES
CON VULVOVAGINITIS.

2.- Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es: evaluar la

actividad antifungica de extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis contra
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especies del género Candida aisladas de pacientes con vulvovaginitis que asistan a una
consulta ginecologica del Hospital Clinico “San Vicente de Paul” durante el mes de

Febrero del 2011. Cumana, estado Sucre.

3.- Conocer bien el protocolo experimental expuesto por el investigador en el cual se
establece que mi participacion en el trabajo consiste en: donar de manera voluntaria la
muestra de acuerdo al tipo de infeccidon, la cual serd obtenida por el personal

especializado y autorizado.

4.- Que la muestra que acepto donar serd utilizada Unica y exclusivamente para estudio

micolégico.

5.- Que el equipo de personas que realizan esta investigacion coordinada por la Dra. Sara
Centeno me han garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como a
cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que tenga acceso por concepto de

mi participacion en el trabajo antes mencionado.

6.- Que bajo ningin concepto podré restringir el uso para fines académicos de los

resultados obtenidos en el presente estudio.

7.- Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos e inconveniente alguno para

mi salud o la de mi representado.

8.- Que cualquier pregunta que tenga en relacién a este estudio me serd respondida
oportunamente por parte del equipo antes mencionado, con quienes me puedo comunicar

por los teléfonos: (0416) 8381520 con la Br. Greisy Marquez.
9.- Que bajo ninglin concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio de

tipo econdémico producto de los hallazgos que pueda producirse en el referido trabajo de

investigacion.
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ANEXO 2

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclarado mis interrogantes con respecto a este

formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion en este estudio es totalmente

voluntaria, acuerdo:

1.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al equipo de

investigadores a realizar el referido estudio en la muestra de secrecion vaginal, que

acepto donar para los fines indicados anteriormente.

2.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacion en cualquier momento

sin que ello me conlleve algln tipo de consecuencia negativa para mi persona.

Firma del voluntario

Nombre y Apellido

C.IL:

Lugar y fecha

Firma del testigo

Nombre y Apellido

C.I:

Lugar y fecha

Firma del testigo

Nombre y Apellido

C.l:

Lugar y fecha
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ANEXO 3

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado al voluntario la naturaleza del protocolo mencionado, certifico
mediante el presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la
participacion en este estudio. Ninglin problema de indole médico, de idioma o de
instruccion ha impedido al sujeto tener una clara comprension de su compromiso con

este estudio.
Por el trabajo de grado ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE

Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis CONTRA ESPECIES DEL GENERO
Candida AISLADAS DE PACIENTES CON VULVOVAGINITIS.

Responsable de la investigacion.

Br. Greisy C. Marquez R.

Dra. Sara Centeno

Lugar y fecha:
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Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 1/6

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE Rosmarinus officinalis (ROMERO) y
Titul Melissa officinalis (TORONJIL) CONTRA ESPECIES DEL GENERO
o Candida, AISLADAS DE PACIENTES CON VULVOVAGINITIS
(Modalidad: Tesis de Grado)
Subtitulo
Autor(es)

Apellidos y Nombres

Codigo CVLAC / e-mail

Marquez Ruiz Greisy Carolina

CVLAC 18.582.570
e-mail greisy-lachina@hotmail.com
e-mail

Palabras o frases claves:

Vulvovaginitis, Candidosis, Rosmarinus officinalis, Melissa officinalis.




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 2/6

Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subérea
Ciencias Bioanalisis

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antifiingica de los extractos de
Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis contra especies del género Candida aisladas
de pacientes con vulvovaginitis. De las 36 muestras tomadas, 12 resultaron positivas al
cultivo micologico (33,33%), cuyas pruebas bioquimicas lograron identificarlas como
Candida albicans (27,77%), Candida parapsilosis (2,78%) y Candida famata (2,78%).
Se obtuvieron extractos de Rosmarinus officinalisyMelissa officinalis utilizando etanol al
80,00%. Se determino la actividad antifungica de los extractos colocando discos de papel
impregnados con el respectivo extracto sobre placas de agar papa dextrosa (APD)
previamente diseminadas con la suspension de células levaduriformes. Posteriormente,
los halos de inhibicion fueron medidos. La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se
llevd a cabo mezclando 100 pl de los extractos en placas con micropozos que contenian,
100 pl de caldo Sabouraud dextrosa y 50 ul de la suspension de células, correspondiendo
la concentracion al micropozo con la mayor dilucion que no mostrara crecimiento
fungico. De acuerdo a los resultados obtenidos de la actividad antifungica, ambos
extractos presentaron propiedades antiflingicas sobre las especies del género Candida
aisladas; aunque el extracto de Melissa officinalis produjo halos de inhibiciéon de mayor
diametro. La CMI del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis se observo en su
mayoria en la dilucion 1:2,5 para las cepas de Candida albicans (DB-Ca 01, DB-Ca 02,
DB-Ca 03, DB-Ca 05, DB-Ca 06, DB-Ca 07, DB-Ca 08, DB-Ca 09, DB-Ca 10) y para
Candida famata(DB-Cf 01), correspondiendo esto a una concentracion de 89,65 mg/ml.
La cepa de Candida albicans (DB-Ca 04) y Candida parapsilosis(DB-Cp 01) fueron
inhibidas por este extracto a concentraciones de 11,2 mg/ml y 44,82 mg/ml,
respectivamente. Sin embargo, el extracto acuoso de Melissa officinalis inhibi6 a 7 cepas
de Candida albicans y a Candida famata en una dilucion 1:5, cuya concentracion era de
44,00 mg/ml, mientras que a Candida parapsilosis(DB-Cp 01) y a las cepas de Candida
albicans (DB-Ca 01, DB-Ca 02 y DB-Ca 03), las inhibi6 en la dilucion 1:2,5 siendo la
concentracion de 88,00 mg/ml. De acuerdo a estos resultados se puede concluir que
ambos extractos poseen propiedades antifingicas contra diversas especies del género
Candida aisladas de pacientes con vulvovaginitis.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUNOAS
Cumand, (4 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, bscﬂas28y29dejuln
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Letdo el oficio SIBI - 139/2009defecfm09-072009 suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNIVERSCRRuRERMEYE

SISTEMA DE B\Buzﬁcg
RECIBIDO POR

[4

gé’a
tFCHn@M—“O“

a usted a los fines cwwiguientes.

c.C: imwwm ra Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador Genemal de
Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccién de Presupuesto,

Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacisn, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del II Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Consejo de Nicleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

%

Autor (a)

LG

Dra. Sara Centéno
Asesor ()

POR LA COMISION DE T AJO DE GRADO
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