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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antimicética de la mezcla de los aceites esenciales
de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum vulgare L (Orégano) frente
Candida albicans ATCC 10231.

Metodologia: Presenta un enfoque cuantitativo, de disefio experimental y tipo
prospectivo y transversal, la poblacidén de estudio fue Melissa officinalis L. (toronijil)
y Origanum vulgare L. (orégano) obtenidas en el departamento de Cajamarca, a
partir de las hojas de estas se obtuvo el aceite esencial mediante la técnica de
arrastre con vapor de agua, el efecto antimicético se determiné mediante el método

de difusién en pozo en placas con Candida albicans.

Resultados: Los halos de inhibicion sobre Candida albicans fueron de
17,94+0,35mm; 20,64 +0,44mm y 23,37 +0,28mm; para el aceite de Origanun
vulgare L. al 50%, 75% y 100% respectivamente; el aceite de Melissa officinalis L.
obtuvo halos de inhibicion de 38,29+0,36mm; 43,33+0,47mm y 59,67+0,26mm para
las concentraciones del 50%, 75% y 100% respectivamente, el efecto sinérgico
entre ambos aceites evidencid halos de inhibicion de 19,89+0,37mm,;
34,93+0,34mm y 40,47+0,37mm.

Conclusiones: Los aceites esenciales de hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil) y
Origanum vulgare L. (Orégano) presentan actividad antimicotica, pero la mezcla de

estos no presenta actividad sinérgica frente Candida albicans ATCC 10231.

Palabras Claves: Melissa officinalis L., Origanum vulgare L. Candida albicans,

aceite esencial, antimicotico.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antifungal activity of the mixture of essential oils from the
leaves of Melissa officinalis L. (Less Balm) and Origanum vulgare L (Oregano)
against Candida albicans ATCC 10231.

Methodology: Presents a quantitative approach, experimental design and
prospective and cross-sectional type, the study population was Melissa officinalis L.
(lemon balm) and Origanum vulgare L. (oregano) obtained in the department of
Cajamarca, from the leaves of these the essential oil was obtained by the water
vapor dragging technique, the antifungal effect was determined by the well diffusion

method in plates with Candida albicans.

Results: The inhibition halos on Candida albicans were 17.94+0.35mm; 20.64
+0.44mm and 23.37 +0.28mm; for Origanun vulgare L. oil at 50%, 75% and 100%
respectively; Melissa officinalis L. oil obtained inhibition halos of 38.29+0.36mm,;
43.33+0.47mm and 59.67+0.26mm for concentrations of 50%, 75% and 100%
respectively, the synergistic effect between both oils showed inhibition halos of
19.89+0.37mm; 34.93+0.34mm and 40.47+0.37mm.

Conclusions: The mixture of essential oils from Melissa officinalis L. (Less Balm)
and Origanum vulgare L. (Oregano) leaves do not present synergistic antifungal
activity against Candida albicans ATCC 10231

Keywords: Melissa officinalis L., Origanum vulgare L. Candida albicans, essential

oil, antifungal.
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. INTRODUCCION

La candidiasis es una micosis de distribucion mundial que forma la cuarta parte de
las infecciones superficiales, siendo Candida albicans la que mas afecta al ser
humano. Estas levaduras se adhieren facilmente al epitelio cuando hay deficiencia
en la inmunidad celular y se genera una fagocitosis inadecuada. Permitiéndole
ingresar a las capas superficiales del estrato corneo donde se descaman las células,

generalmente en la porcion viva de la epidermis’.

Cada afio a nivel mundial se valora que mas de 300 millones de la poblacion
humana de todos los grupos etarios padecen de una infeccion micética grave?.
Debido a la alta recurrencia de estas infecciones por consecuencia de Candida spp.
es primordial hacer un diagnodstico temprano para el inicio de una terapia oportuna,
ya que tal microorganismo genera resistencia a medicamentos de uso convencional

en la terapia para combatir la candidiasis?®.

En Peru, se realizé un estudio en una poblacién con VIH/SIDA, el cual tuvo una cifra
aproximada donde 581 174 de pacientes tuvieron episodios de infecciones por
hongos, donde 1557 personas pertenecieron a candidemia y 1621 casos a
aspergilosis invasiva. Estos tipos de infecciones se les conoce como oportunistas y
se dan en su mayoria en centros hospitalarios, siendo el género Candida el que

ocupa el 80% como patogeno principal causante de dichas infecciones*.

Las plantas medicinales conforman una clasificacion de metabolitos secundarios
con una composicion variada (compuestos bioactivos), razén por la cual algunos
autores los sefialan como una fuente para la elaboracién de nuevos farmacos
antimicrobianos®. Los aceites esenciales, representan un tema de interés cientifico
en la actualidad, con estudios minuciosos que indican que varios de estos
compuestos aislados disponen de una variedad de actividades. Siendo asi que
reciben mucha atenciéon por sus propiedades antimicrobianas contra diversos tipos

de bacterias y hongos®.



Podemos definir como agente antimicotico aquella sustancia con capacidad para
provocar una disfuncién en la estructura interna de un hongo, que imposibilita su
crecimiento, cambiando su variabilidad o funciones de sobrevivencia, esto se puede
dar de manera directa o indirecta, favoreciendo a los sistemas de defensa del

huésped’.

Los aceites extraidos de plantas estan conformados por elementos aromaticos de
forma natural que emana una fragancia agradable de sus flores, hojas y otras partes
de las plantas. En general, constituyen del 0,1 al 1% del peso seco de la planta. A
nivel farmacologico, poseen caracteristicas muy variadas debido a la variabilidad
quimica de sus compuestos. Algunos estudios han informado que los aceites
presentan efectividad al ser expuestos a hongos (Candida albicans) responsables

de micosis en el hombre8.
Antecedentes internacionales

Abdel W., et al. (2019), en su articulo tuvo como objetivo principal evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto Melissa officinalis L. sobre microorganismos
patdbgenos humanos y oportunistas como Candida albicans. Después de haber
realizado los procedimientos se llegd a concluir que el extracto de toronjil mostro
actividad antimicrobiana al ser expuesto con Candida albicans, Candida krusei,
Candida glabrata con un CMI de 0,30 - 345,10 wug/ml; asi mismo,
contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa con CMI que oscilaron
entre 1,65 y 191,40 pg/ml, esto debido a la presencia de metabolitos
antimicrobianos, siendo lo mas importante el metilcommate A, el acido palmitico y

el fitol®.

Moreno P., et al. (2018), realizaron el estudio cuyo objetivo consistié en determinar
la inhibicion del crecimiento de E. Coli, Aerobios Mesofilos Totales y Mohos a través
de la formulacion y aplicacion de un gel antibacterial elaborado a base de aceite
esencial de orégano y proteina de suero de leche aislada. En los resultados se

mostrd que el gel antibacteriano en una concentracion del 16.66% de aceite de



orégano inhibe totalmente el crecimiento de mohos y levaduras y en una

concentracion del 26.53% de aceite de 6rgano inhibe E. coli y mesdfilos totales™.

Oniga L., et al. (2018), en su investigacion cuyo objetivo de estudio fue ejecutar una
marcha fitoquimica del Origanum vulgare L. y hacer una resefia de sus
componentes fendlicos principales. Para la marcha fitoquimica se utilizo el equipo
HPLC-MS vy la susceptibilidad antimicrobiana se determiné por la metodologia de
Kirby-Bauer, a través de un extracto con las hojas del orégano. La marcha
fitoquimica registré en grandes cantidades compuestos como acido rosmarinico y
acido clorogénico, flavonoides y con respecto al efecto antimicrobiano Salmonella

enteritidis y Aspergillus niger fueron sensibles al extracto de orégano’".
Antecedentes nacionales

Pérez. P., et al. (2020), realizaron una investigacion con el objetivo de determinar la
actividad antimicoética del aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) frente
a los microorganismos de Candida albicans y Trichophyton rubrum. Los resultados
obtenidos mostraron que el aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.
(Orégano) en concentraciones del 25%, 50% y 100% formaron como promedio
halos de 8.86, 10.24 y 15.82mm frente Candida albicans ATCC 1023212

Colpa M., (2017), en su trabajo de investigacion el cual obtuvo como objetivo
determinar el efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare L. y Mentha
piperita comparado con la nistatina frente a cepas de Candida albicans. En los
resultados se obtuvo que el aceite esencial de Origanum vulgare L. a la
concentracion del 100% dentro de las 24 horas formé un halo entre 22.30mm el que

extendid su tamafio a 45.73mm a las 48 horas'3.

Villavicencio J., et al. (2017), en su estudio realizado cuyo objetivo fue evaluar el
efecto antimicético in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare L., sobre cepas
de Candida albicans ATCC 1023, en el cual determinaron su efecto antimicético
haciendo uso del método difusion en disco. Obtuvieron como resultado gran

efectividad de todos los aceites esenciales en una concentracion mayor al 12.5% 4.



La resistencia de Candida sp. especialmente Candida albicans representa un reto
terapéutico que deja un menor numero de posibilidades para el tratamiento de estas

infecciones que se caracterizan, a su vez, por una alta morbimortalidad 4.

El aumento de las infecciones oportunistas, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos y debido al uso indiscriminado de los antimicoticos
usualmente utilizados, ha generado el interés en investigaciones dirigidas a los
agentes fitoterapéuticos por las minimas reacciones farmacolégicas que presenta,
teniendo incluso mayor potencial farmacolégico que los productos de origen

sintético'4.

Por tal motivo, ademas de considerar como gran problema mundial la resistencia a
los antimicoticos, que viene en aumento en todo el mundo a niveles peligrosos;
apareciendo y propagandose nuevos mecanismos de resistencia que ponen en
peligro la efectividad para tratar las enfermedades infecciosas comunes,
haciéndose mas dificiles y hasta imposible de tratar a medida que los antibioticos
van perdiendo eficacia®*. El presente trabajo de investigacion pretende demostrar
la efectividad antimicética de la mezcla de los aceites esenciales de Origanum
vulgare L.y Melissa officinalis L. con la finalidad de aportar de manera cientifica en
el area de la fitomedicina debido a que el aceite esencial de dichas plantas como
una alternativa atractiva en el tratamiento contra infecciones emergentes como la

micosis causada especialmente por Candida albicans.

Asi mismo se realizara un aporte a la comunidad ofreciendo informacién cientifica
sobre las bondades del aceite esencial el cual significa una alternativa econémica y
de facil acceso para la poblacion que no cuenta con suficientes recursos

econdmicos para acceder a un determinado tratamiento médico.

El objetivo general fue evaluar la actividad antimicética de la mezcla de los aceites
esenciales de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum vulgare L
(Orégano) frente Candida albicans ATCC 10231.



La hipotesis general declara que la mezcla de los aceites esenciales de hojas de
Melissa officinalis L. (Toronijil) y Origanum vulgare L. (Orégano) presentan actividad
antimicotica frente Candida albicans ATCC 10231.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Enfoque y diseio de la investigacion

El presente trabajo esta clasificado como un enfoque de tipo cuantitativo
porque las variables en estudio reflejaran datos cuantificables que seran
analizados estadisticamente.

Asi mismo, presenta un disefio experimental, en el sentido que el
investigador manipulé deliberadamente las variables en estudio para
determinar la relacion de causa — efecto.

El tipo de estudio es prospectivo porque los investigadores observaran
directamente el evento en investigacion. Y transversal porque se
estudiara la relacion de las dos variables en un solo momento en el

tiempo.

2.2 Poblaciéon muestra y muestreo

Poblacion: La poblacion estuvo constituida por 10 kg de Melissa
officinalis L. (toronijil) y 10kg Origanum vulgare L. (orégano) recolectada
del CPM Huambocancha distrito de Cajamarca, provincia de Cajamarca,
departamento de Cajamarca. Dicha poblacion se considera finita.
Muestra: La muestra estuvo conformada por 5 Kg, de hojas de Melissa
officinalis L. (toronjil) y 5 kg de Origanum vulgare L. (orégano) de las
cuales se obtuvo los aceites esenciales.

Muestreo: La recoleccion de la muestra se realiz6 mediante un muestreo

no probabilistico el cual se realizé por conveniencia.

Criterios de Inclusion: Las hojas seleccionadas deben ser recolectadas
directamente de la planta, no contener signos de estar en mal estado o
contaminadas, deben ser frescas, por lo tanto, deben ser recolectadas

directamente de la planta.



Criterios de exclusion: No corresponden a la muestra de estudios
aquellas muestras que no correspondan a la especie en estudio, sean
adquiridas en mercados o hayan sido recolectadas en lugares diferentes
a la zona de estudio.

Con respecto al tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

2.3 Variables de investigacion

Las variables de investigacidn seran los aceites esenciales de Melissa
officinalis L. (toronjil) y Origanum vulgare L. (orégano) como variables
independientes y la actividad antimicética contra Candida albicans como
variable dependiente. Segun la naturaleza del estudio las variables son
cuantitativas con escala de medicién de razon.

Definicién conceptual: mezcla de sustancias aromaticas producidas
por muchas plantas’®.

Definicidn operacional: Se obtuvo aceite esencial mediante la técnica
de destilacion por arrastre de vapor de las hojas de las especies
vegetales de Melissa officinalis. L. (toronjil) Origanum vulgare L.
(orégano)'”.

Definicion conceptual: Compuesto con capacidad de frenar el

crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso actuar matandolos'®.

Definicidn operacional: los halos de inhibicion formados al exponer los
aceites esenciales con cepas de Candida albicans seran medidos segun

el diametro formado?”.

2.4 Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

La técnica empleada para la obtencion de los aceites esenciales fue la
destilacién por arrastre con vapor.

La técnica a emplear para el analisis microbiologico fue la de Difusion en
pozo de agar con posterior medida del halo de inhibicion formado

alrededor del pozo.



En cuanto al instrumento que se empled para la recoleccion de datos fue

el vernier digital y tabla de registro de datos.

2.5 Plan metodoldgico para la recoleccion de datos

Recoleccion de la muestra vegetal

Las muestras vegetales fueron recolectadas del CPM Huambocancha
distrito de Cajamarca, provincia de Cajamarca, departamento de
Cajamarca, las cuales fueron seleccionadas segun los criterios de
inclusion y exclusion descritos en la metodologia, se recolectaron 5
kilogramos de ambas plantas aplicando los criterios de inclusién y

exclusion para su seleccion y recoleccion™.

Una vez recolectadas las plantas se procedié a lavar las hojas con
abundante agua, luego se desinfectaron con lejia al 0.5% colocando en
una tina por 10 minutos para posteriormente nuevamente lavarlas con

abundante agua’.

Se colocaron las muestras sobre una mesa, extendidas y frente a una
corriente de aire directa para facilitar el secado de las muestras por 24
horas, luego de transcurrido este tiempo se colocaron en una estufa por
8 horas para su secado completo, luego del procedimiento se retiraron

los tallos de las hojas y se procedio a triturar manualmente las hojas™.
Preparacion del aceite de orégano y toronijil

Se instalé el equipo de destilacién con arrastre por vapor asegurando las
lineas de agua del refrigerante y se colocaron 500 gr. de las hojas secas
y trituradas por cada vez hasta completar los 5 kg de hojas. Se encendio
el equipo y observd el momento en que la temperatura llegue a 100°C,
desde ese momento se contaron 5 horas y se cambio la muestra para
iniciar nuevamente el proceso. Se recolectd el destilado a la salida del

refrigerante en una pera de bromo. Una vez observada la formacién de 2



capas, se decanté el aceite para posteriormente mediante diluciones con

dimetilsulfoxido (DMS) preparar las concentraciones del 50% y 75%"7.
Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue adquirida a través de un
laboratorio de microbiologia con su certificado de analisis de la cepa
correspondiente. Para la reactivacion de la cepa se procedié de acuerdo
a la guia establecida por el proveedor de la cepa, segun ficha técnica, en
tal sentido, la cepa estuvo durante 1 hora a temperatura ambiente y
posteriormente se apertura el sachet que contenia el liofilizado, luego se
reconstituye esté con agua estéril y realizaron sembrados con asa
bacteriologica en agar Sabouraud, se llevo a incubacion a 37°C por 24
horas, luego se tomaron con un hisopo dos a 3 colonias y se diluyeron
en 10 ml de agua destilada y prepararon diluciones seriadas hasta llegar
a la escala de 0.5 de Mc Farland la cual se considerd el in6culo de

trabajo®.

Evaluacién de la actividad antimicoética:

e Se tomd con un hisopo la suspension del inéculo de trabajo, se dejé
escurrir por las paredes del tubo y luego se realizaron siembras en
las placas con agar Miuller Hinton.

e Se realizé un pocito por cada placa donde se colocd 30uL de las
diferentes concentraciones al 50%, 75% y 100%, tanto para Melissa
officinalis. L. (toronjil) y Origanum vulgare L. (orégano).

e En otras placas se realiz6 un pocito en las placas y colocé 15 uL del
aceite de Melissa officinalis. L. (toronjil) mas 15 uL del aceite de
Origanum wvulgare L. (orégano), del mismo modo, a las

concentraciones de trabajo respectivamente.



e Posteriormente fueron incubadas por un periodo de tiempo de 24
horas a 37°C, y luego de este tiempo se observaron la formacion de
halos de inhibicion.

e Se procedid a medir el tamafo del halo de inhibicion formado y

registrar en la ficha de recoleccién de datos.

2.6 Procesamiento del analisis estadistico

El analisis estadistico de la presente investigaciéon buscé analizar los
datos para obtener mediante pruebas de normalidad e inferenciales la
aceptacion o rechazo de la hipotesis alterna, en ese sentido se realizo la

prueba de Anova y Tukey con un alfa de 0,05.

2.7 Aspectos éticos

Se tomo en consideracion las normas de Bioseguridad en laboratorios de
ensayo; asi mismo, durante el desarrollo de la tesis se tuvo extremo
cuidado en no contaminar el medio ambiente, no causar dafio a los
participantes; en ese sentido, se cumplieron con lo establecido en las
guias de manuales de bioseguridad y de manejo de residuo sélido, asi
mismo, se mantuvo el principio de veracidad y transparencia en los
resultados obtenidos no favoreciendo de ninguna manera a alguna
empresa o institucién, por vinculos o nexos que puedan afectar el correcto

desarrollo trabajo de investigacion®.
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lll. RESULTADOS

Tabla 1. Andlisis estadistico de los grupos experimentales

Diametro del halo de inhibicién

Media

Desviacién
estandar

Error
estandar

95% Intervalo de
confianza para la

media
Limite
Superior

Limite
Inferior

Minimo

Maximo

Origanum
vulgare L.
50%

15

17,94

0,35

17,75

18,14

17,25

18,48

Origanum
vulgare L.
75%

15

20,46

0,44

20,22

20,70

19,88

21,05

Origanum
vulgare L.
100%

15

23,37

0,28

23,22

23,53

22,97

23,99

Melissa
officinalis
L. 50%

15

38,29

0,36

0,09

38,09

38,49

37,75

38,86

Melissa
officinalis
L. 75%

15

43,33

0,47

0,12

43,07

43,59

42,63

44,12

Melissa
officinalis
L. 100%

15

59,67

0,26

0,07

59,52

59,81

59,36

60,15

Orégano
+ Toronijil
(50%)

15

19,89

0,37

0,09

19,69

20,09

19,32

20,63

Orégano
+ Toronijil
(75%)

15

34,93

0,34

0,09

34,75

35,12

34,41

35,59

Orégano
+ Toronijil
(100%)

15

40,47

0,37

0,10

40,27

40,68

39,84

41,27

La tabla 1 muestra el analisis estadistico descriptivo de los datos recolectados para

cada grupo de trabajo con respecto a la media (M) que nos muestra el promedio de

las mediciones de los halos de inhibicion para cada grupo de trabajo, la desviacion

(DS) y error estandar (ES) que muestran el grado de variacion o precision en la

recoleccion o medicion de los datos obtenidos; asi como también los limites de

confianza sobre los cuales varian los datos con un nivel de confianza del 95%. Los

valores promedio de los halos de inhibicion obtenidos con sus respectivas

desviaciones estandar por parte los grupos de tratamientos sobre Candida albicans
fueron de 17,94+0,35mm; 20,64 +0,44mm y 23,37 +0,28mm para el aceite de

11



Origanun vulgare L. al 50%, 75% y 100% respectivamente; el aceite de Melissa
officinalis L. obtuvo halos de inhibicion de 38,29+0,36mm; 43,33+0,47mm vy
59,67+0,26mm para las concentraciones del 50%, 75% y 100% respectivamente; el
efecto sinérgico entre ambos aceites evidencid halos de inhibicion de
19,89+0,37mm; 34,93+0,34mm y 40,47+0,37mm.

Figura 1. Actividad antimicaética in vitro de los aceites de Origanun vulgare L., Melissa
officinalis L. y su efecto sinérgico frente a Candida albicans

70.00

59.67
60.00

50.00
43 28 40.47
40.00 3829 34.93

30.00 23.37

20.46

20.00 17.94

19.89
10.00

ORIGANUM ORIGANUM ORIGANUM MELISSA MELISSA MELISSA OREGANO + OREGANO + OREGANO +
VULGARE L. VULGARE L. VULGARE L. OFFICINALIS OFFICINALIS OFFICINALIS TORONIJIL TORONJIL TORONJIL
50% 75% 100% L. 50% L. 75% L. 100% (50%) (75%) (100%)

MEDIA DE DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION

GRUPOS DE TRABAJO

Interpretacion:

En la figura 1, se muestra el comportamiento del efecto antifungico de los grupos de
tratamiento y su efecto sinérgico frente a Candida albicans. Se observa halos de
inhibicién de 17.94mm, 20.46mm y 23.37mm para las concentraciones de 50%, 75%
y 100% del aceite de Origanun vulgare L.; halos de inhibicion de 38.29mm, 43.33mm
y 59.67mm para las concentraciones de 50%, 75% y 100% del aceite de Melissa
officinalis L.; y halos de inhibicion de 19.89mm, 34.93mm y 40.47mm para la mezcla
de los aceites esenciales de Origanun vulgare L. y Melissa officinalis L. Asi mismo,
se observa mayor efecto antimicético en el aceite de Melissa officinalis L.; por otro

lado, no se evidencia un efecto sinérgico frente a Candida albicans al combinar

12



estos dos aceites, encontrandose halos de inhibicidn menor que los encontrados

con el aceite de Melissa officinalis L. pero superior a los encontrados por parte del

aceite de Origanun vulgare L. a diferentes concentraciones.

Tabla 2. Prueba de distribucion normal para cada grupo de tratamientos

Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Estadi Estadi
Grupos de trabajo stico df Sig. stico df Sig.
Origanum vulgare L. 0,116 15 ,200" 0,962 15 0,731
50%
Diametro
del halo de Origanum vulgare L. 0,190 15 0,152 0,888 15 0,062
inhibicion 75%
(mm) Origanum vulgare L. 0,193 15 0,138 0,914 15 0,157
100%
Melissa officinalis L. 0,140 15 ,200° 0,932 15 0,293
50%
Melissa officinalis L. 0,108 15 ,200° 0,955 15 0,604
75%
Melissa officinalis L. 0,187 15 0,164 0,895 15 0,081
100%
Orégano + Toronijil 0,104 15 ,200° 0,974 15 0,916
(50%)
Orégano + Toronijil 0,127 15 ,200° 0,958 15 0,654
(75%)
Orégano + Toronijil 0,239 15 0,021 0,929 15 0,261

(100%)

*. Este es un limite inferior del verdadero significado.

a. Correccion de la significancia de Lilliefors
Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 2 se realizd el analisis estadistico para la determinacion del

comportamiento normal de los grupos de datos mediante dos pruebas, la prueba de

Kolmogorov Smirnov y la prueba de Shapiro Wilk, en ambas pruebas se pudo

determinar niveles de significancia superiores al nivel alfa de 0.05 establecido en el

estudio, por lo tanto, se confirma que todos los grupos de datos representan una

distribucion normal o comportamiento Gaussiano.
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Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico

d
f
de Levene 1 df2 p-valor
8
8
8

Basado en la media 1,452 126 0,182
. Basado en la mediana 1,282 126 0,259

Diametro del

Basado en la mediana con 1,282 116,2 0,260
halo de

ajuste de df 51
inhibicion

Basado en la media 1,447 8 126 0,183

recortada

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 3, del mismo modo se realizé un analisis estadistico mediante el software
SPSS versidn 26 para confirmar la distribucion homogénea de las varianzas de cada
grupo mediante la prueba de Levene, luego del analisis se obtuvo valores de
significancia superior al valor alfa=0.05; por lo tanto, se confirma que los grupos de

datos analizados presentan distribucion homogénea de sus varianzas.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:

H1: La mezcla de los aceites esenciales de hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil)
y Origanum vulgare L. (Orégano) presentan actividad antimicética frente Candida
albicans ATCC 10231

Ho: La mezcla de los aceites esenciales de hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil)
y Origanum vulgare L. (Orégano) no presentan actividad antimicética sinérgica
frente Candida albicans ATCC 10231.

Decision: Por lo tanto, se rechaza la hipotesis H1y se acepta la Ho que confirma la
mezcla de los aceites esenciales de hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) y
Origanum vulgare L. (Orégano) no presentan actividad antimicética sinérgica frente
Céndida albicans ATCC 10231.
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Tabla 4. Andlisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de Media al

cuadrados df cuadrado F p-valor.
Entre grupos 23306,269 8 2913,284 21812,528 0,000
Dentro de los 16,829 126 0,134
grupos
Total 23323,097 134

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 4, se muestra la comparacién de los grupos de datos en funcién de su

media mediante la prueba estadistica paramétrica de ANOVA, esta prueba permite

evidenciar si existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de

cada grupo de datos analizados, luego del analisis se observa un p-valor superior

al nivel de significancia del estudio (0.05); por lo tanto, se confirma que existe al

menos un grupo estadisticamente diferente entre los grupos de los datos

analizados.
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Tabla 5. Analisis por subgrupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro del halo de inhibicién (mm)
Tukey HSD?

Grupos de Subset for alpha = 0.05

trabajo N 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Origanum 15 17,94

vulgare L. 50%

Orégano+ 15 19,89

Toronijil (50%)

Origanum 15 20,46

vulgare L. 75%

Origanum 15 23,37

vulgare L.

100%

Orégano + 15 34,93

Toronijil (75%)

Melissa 15 38,29
officinalis L.

50%

Orégano + 15 40,47
Toronijil (100%)

Melissa 15 43,33
officinalis L.

75%

Melissa 15 59,67

officinalis L.
100%
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 5, muestra el analisis complementario al analisis de la prueba de ANOVA,

dicho analisis se realizé mediante la prueba de TUKEY que nos permite determinar

de manera grafica mediante el analisis de las medias de los grupos si estas se

corresponden o son significativamente diferentes, el analisis de los datos nos

muestra que todos los grupos de los datos presentan valores promedio diferentes

entre estos, o lo que es decir que la actividad antimicética de cada grupo de

tratamientos es estadisticamente diferente, presentando el menor efecto el aceite

de Origanum vulgare L. al 50% y el mayor efecto el aceite de Melissa officinalis

al 100% con un nivel de confianza del 95%.

L.
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Tabla 6. Sensibilidad antifungica segun la escala de Duraffourd

Sensibilidad . Muy Altamente
. Sensible . .
Tratamiento nula 8-14 mm sensible sensible
<8 mm 15-20 mm >20 mm
Origanum vulgare L. 50% 17,94
Orégano + Toronjil (50%) 19,89
Origanum vulgare L. 75% 20,46
Origanum vulgare L. 100% 23,37
Orégano + Toronjil (75%) 34,93
Melissa officinalis L. 50% 38,29
Orégano + Toronijil 40,47
(100%)
Melissa officinalis L. 75% 43,33
Melissa officinalis L. 100% 59,67

En la tabla 6, muestra el analisis comparativo de la sensibilidad de Candida albicans
a los aceites y su mezcla mediante la clasificacion de la escala de Duraffourd, donde
se observa que Candida albicans es muy sensible al aceite de Origanum vulgare L.
al 50% y a la mezcla de los aceites de orégano y toronjil al 50%; y es altamente

sensible a los demas aceites analizados.
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IV.

DISCUSION

4.1 Discusion

Los aceites esenciales de Melissa officinalis L. (toronijil) y Origanum vulgare
L. (orégano) han sido estudiados en la presente investigacion para
determinar su actividad antimicotica in vitro contra Candida albicans ATCC
10231, ya que existen varios estudios que han demostrado sus propiedades
antimicrobianas, los resultados obtenidos en la investigacion se discuten a

continuacion.

Luego de extraer los aceites esenciales mediante la técnica de destilacion
por arrastre de vapor, se determind la actividad antimicética del aceite
esencial de Origanum vulgare L. Mediante el método de difusion en pozo
frente a Candida albicans ATCC 10231, se obtuvieron los valores de los halos
de inhibicion para el aceite de Origanum vulgare L. 17,94+0,35mm; 20,64
+0,44mmy 23,37 +0,28mm para las concentraciones de trabajo de 50%, 75%
y 100% respectivamente, dichos valores fueron obtenidos mediante el
analisis estadistico mediante el uso del software estadistico SPSS version 26

con un valor de significancia alfa del 0.05.

Un estudio similar fue el de Requejo F., et al. (2021)%°, empleando aceite
esencial de Origanum vulgare L. y resina de Copaifera paupera L. sobre
Candida albicans ATCC 10231 obtuvieron como resultado que el aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare L. a concentraciones de 50%,
75% y 100% formaron como promedio halos de 25 mm + 0.40, 31,2 mm +
0.32y 33,2 mm + 0.31 demostrando que el aceite tiene un efecto antimicético
sobre Candida albicans, resultado similar a nuestro estudio al comparar los
halos de inhibicion obtenidos de 17,94+0,35mm; 20,64 +0,44mm y 23,37
+0,28mm para el aceite de Origanun vulgare L. al 50%, 75% y 100%

respectivamente.
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Del mismo modo Pérez. P., et al. (2020)'2, evaluaron la actividad antimicética
in vitro del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano)
frente a Candida albicans y Trichophyton rubrum encontraron que el aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare L. a concentraciones del 25, 50 y
100% formaron como promedio halos de 8.86, 10.24 y 15.82mm frente a
Candida albicans ATCC 10232, comparando dichos resultados con los de
nuestro estudio, se puede evidenciar que nuestros resultados segun los
halos inhibicion muestran mejor actividad antimicética mostrando halos de
17,94+0,35mm; 20,64 +0,44mmy 23,37 +0,28mm para el aceite de Origanun
vulgare L. al 50%, 75% y 100% respectivamente.

Por su parte Colpa M., (2017)'3, determind el efecto inhibidor del aceite
esencial de Origanum vulgare L. y Mentha piperita en comparacion a la
nistatina frente a cepas de Candida albicans demostrando efecto inhibitorio
con halos de inhibicion para el aceite de Origanum vulgare L. al 100% halos
de 22.30mm.

De manera similar los resultados encontrados en este estudio se corroboran
con los obtenidos para el aceite de Origanum vulgare L. al 100% donde se
obtuvo halos de inhibicién de 23,37 +0,28mm.

Por otro lado, Oniga L., et al. (2018)"!, determinaron mediante una marcha
fitoquimica del extracto de hojas de Origanum vulgare L. grandes cantidades
compuestos como acido rosmarinico y acido clorogénico, flavonoides; asi
mismo, se observo la presencia de efecto antimicrobiano contra Salmonella
enteritidis y Aspergillus niger, el analisis estadistico consistido en un estudio
comparativo del tamafo de los halos de inhibicion y valores de desviacion

estandar.

Los metabolitos secundarios que presenta Origanum vulgare L. como acido
rosmarinico y acido clorogénico le confieren propiedades tanto antimicéticas
como antibacterianas, corroborando los resultados obtenidos en nuestro
estudio contra Candida albicans ATCC 10231.
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Por otro lado, la determinacion de la actividad antimicética del aceite esencial
de Melissa officinalis L. a diferentes concentraciones de 50%, 75% y 100%
obtuvo halos de inhibicion de 38,29+0,36 mm; 43,33+0,47 mm vy
59,67+0,26mm respectivamente contra Candida albicans ATCC 10231,
clasificando como altamente sensible este microorganismo al aceite esencial

de Melissa officinalis L, segun la escala de Duraffourd.

En un estudio similar Chapoiian R, et al. (2021)?', evaluaron el efecto
antimicotico del aceite y extracto etandlico de Melissa officinalis L. frente a
Candida albicans ATCC 10231, donde encontraron como resultado que el
toronijil en forma de extracto etandlico frente a Candida albicans mostré halos
de inhibicion promedio de 11,87 + 0,31mm al 50% y de 14,73 + 0,41 mm al
100%, por otro lado, el aceite de Melissa officinalis L. evidencio halo de
inhibicion de 47,59 + 0,32mm al 50% y de 52,42 + 0,26mm al 100%, de
manera similar los resultados encontrados en dicho estudio se corroboran
con los obtenidos para el aceite esencial de Melissa officinalis L. al 50% vy
100% donde se obtuvo halos de 43,33+0,47 mm y 59,67+0,26 mm

respectivamente.

Por su lado Yerren M, et al. (2021)?2, determinaron el efecto antibacteriano
de los aceites esenciales de Melissa officinalis L. y Origanum vulgare L. frente
a Escherichia coli L. reflejaron que el aceite esencial de Melissa officinalis L
sobre Escherichia coli obtuvo halos promedio de 10,36 + 0,30mm al 50% y
de 12,05 + 0,31 mm al 100%; asi mismo, el aceite esencial de Origanum
vulgare L. al 50% y 100% obtuvieron halos de inhibicion de 11,68 + 0,29 mm
y 15,28 + 0,36mm respectivamente; el control negativo (DMS) obtuvo halo
de inhibicién de 6,17 + 0,20mm y el control positivo (ciprofloxacino) obtuvo
halo de inhibicion de 30,35 + 0,32 mm demostrando mediante la técnica de
difusion en pozo que los aceites de toronjil y orégano presentan efecto

antibacteriano sobre Escherichia coli .

Los resultados encontrados en nuestro estudio demuestran la actividad

antimicotica del aceite esencial de Melissa officinalis L. al 50%, 75% y 100%
20



obtuvo halos de inhibicion de 38,29+0,36mm; 43,33+0,47 mm vy
59,67+0,26mm respectivamente contra Candida albicans ATCC 10231.

Ademas de determinar el efecto de cada aceite esencial a diferentes
concentraciones se evaluo su efecto sinérgico a las concentraciones de
trabajo encontrando que el aceite esencial de Melissa officinalis L. presenta
mayor actividad antimicética que el aceite esencial de Origanum vulgare L.,
sin embargo, no se pudo demostrar el efecto sinérgico de estos aceites
debido a que demostraron perder efectividad juntos debido a que tal vez
actuan sobre el mismo mecanismo de accion sobre los receptores y hay

accion competitiva entre estas sustancias sobre los receptores?3.
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4.2 Conclusiones

- La mezcla de los aceites esenciales de Melissa officinalis L. (toronijil) y
Origanum vulgare L (Orégano) presentaron actividad antimicética
frente Candida albicans ATCC 10231.

- Se determind la actividad antimicotica del aceite esencial de Melissa
officinalis L. (toronjil) al 50%, 75% y 100% frente Candida albicans
ATCC 10231 mediante la formacién de halos de inhibicion de
38,29+0,36 mm; 43,33+0,47 mm y 59,67+0,26 mm respectivamente.

- Se determiné la actividad antimicética del aceite esencial de Origanum
vulgare L (Orégano) al 50%, 75%, y 100% frente Candida albicans
ATCC 10231 mediante la formacién de halos de inhibicion de
17,94+0,35mm; 20,64 +0,44mm y 23,37 +0,28mm respectivamente.

- No se logré demostrar el efecto antimicético sinérgico de los aceites
esenciales de Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum vulgare L.
(Orégano) al 50%, 75% y 100% frente a Candida albicans ATCC
10231.

22



4.3 Recomendaciones

Determinar los principios activos de las plantas estudiadas que brindan

el efecto antimicoético mediante técnicas analiticas.

Realizar estudios de estas plantas en formulaciones farmacéuticas y

evaluar su efecto y aplicacion.

Promover el uso de las plantas medicinales en el tratamiento

complementario de infecciones micéticas.

Promover el estudio in vitro sobre plantas medicinales con efecto

antimicotico y antibacteriano.
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ANEXOS

Anexo A. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Melissa officinalis

N° de Origanum vulgare | Melissa officinalis L. (Toronijil)
Repeticione L. (Orégano) L. (Toronijil) Origanum vulgare
s L. (Orégano)

50% | 75% | 100% | 50% | 75% | 100% | 50% | 75% | 100%
1 18,0 | 20,5| 23,41 | 38,3 | 43,1| 59,61 | 19,8 | 34,9 | 40,38

7 9 2 2 8 8

2 17,5 20,4 38,2 | 434 20,6 | 35,0
3 5| 23,26 4 4 | 60,15 3 7 | 40,38

3 17,21 21,0 37,7 | 44,0 19,3 | 34,5
5 5| 23,03 9 3| 59,53 2 4 | 41,27

4 176 | 199 38,6 | 43,2 19,7 | 34,6
7 7| 23,23 8 6 | 59,36 6 6 | 40,26

5 18,4 | 19,9 38,8 | 43,5 20,2 | 35,5
3 3| 23,85 6 8 | 59,94 2 91| 39,84

6 18,4 | 20,8 38,4 | 42,6 194 | 344
7 1| 22,98 4 3| 59,72 7 1| 40,53

7 18,0 | 21,0 37,9 | 43,5 19,8 | 34,5
5 11 23,99 2 5| 59,44 9 2 | 40,51

8 17,8 | 20,5 38,6 | 431 19,5 | 35,1
3 3| 22,97 4 2| 59,40 3 5| 41,07
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9 17,9 19,8 38,6 | 42,6 20,4 | 34,6

5 8 | 23,37 0 6| 59,39 1 2| 40,15
10 18,4 | 20,9 38,5 | 43,9 19,9 | 34,7

8 4| 23,41 9 6 | 60,06 4 6| 40,12
11 17,6 | 20,0 37,9 | 43,5 20,1 | 35,2

0 9| 23,43 8 3| 59,57 1 8 | 40,42
12 17,8 | 20,8 38,3 | 44,1 19,5 | 35,1

6 7| 23,37 5 2| 59,75 4 4| 40,25
13 17,8 | 20,7 38,3 | 43,2 19,9 | 34,9

4 5| 23,50 7 4| 59,53 5 1| 40,52
14 18,1 19,9 37,7 | 42,8 19,6 | 35,1

6 4| 23,47 5 4| 59,54 3 3| 40,94
15 17,9 | 20,1 37,8 | 42,9 20,1 | 35,2

4 1] 23,33 3 2| 60,03 1 1| 40,45
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Anexo B. Matriz de consistencia

Actividad antimicética in vitro de la mezcla de aceites esenciales de Melissa officinalis L. (Toronijil) y

Origanum vulgare L. (Orégano) frente a Candida albicans ATCC 10231.

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipétesis General

¢ Presentara actividad antimicotica la mezcla
de los aceites esenciales de hojas de
Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum
vulgare L.
albicans ATCC 102317

(Orégano) frente Candida

Evaluar la actividad antimicotica de la mezcla
de los aceites esenciales de las hojas de
Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum
vulgare L (Orégano) frente Candida albicans
ATCC 10231.

La mezcla de los aceites esenciales de las
hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) y
Origanum wvulgare L (Orégano) presentan
actividad antimicética frente Candida albicans

ATCC 10231.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Poseera actividad antimicética el aceite
esencial de Melissa officinalis L. (Toronijil) al
50%, 75% y 100% frente Candida albicans
ATCC 10231.7

Determinar la actividad antimicética del
aceite esencial de Melissa officinalis L.
(toronijil) al 50%, 75% y 100% frente Candida

albicans ATCC 10231.

El aceite esencial de Melissa officinalis L.
50%, 75% y 100%
actividad antimicotica frente Candida albicans
ATCC 10231.

(toronjil) al presenta
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¢ Presentara actividad antimicética el aceite
esencial de Origanum vulgare L (Orégano) al
50%, 75% y 100% frente Candida albicans
ATCC 102317

Evaluar la actividad antimicética del aceite
esencial de Origanum vulgare L (Orégano) al
50%, 75%, y 100% frente Candida albicans
ATCC 10231.

El aceite esencial de Origanum vulgare L
(Orégano) al 50%, 75% y 100% presenta
actividad antimicoética frente a Candida albicans
ATCC 10231.

¢ Cual sera el efecto antimicético sinérgico
de la mezcla de los aceites esenciales de
Melissa officinalis L. (Toronjil) y Origanum
vulgare L (Orégano) al 50%, 75% y 100%
frente a Candida albicans ATCC 102317

Demostrar el efecto antimicético sinérgico
de los aceites esenciales de Melissa
officinalis L. (Toronijil) y Origanum vulgare L
(Orégano) al 50%, 75% y 100% frente a
Candida albicans ATCC 10231.

Existe efecto sinérgico antimicético entre los
aceites esenciales de Melissa officinalis L.
(toronjil) 'y Origanum vulgare (orégano) al 50%,
75% y 100% frente a Candida albicans ATCC
10231.
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION
DIMENSIONE | INDICADORE | ESCALA DE N° DE
VARIABLES CONCII_EPTUA OPER?_CIONA S S MEDICION TEMS VALOR
Se obtendra
Aceite aceite esencial
esencial de Mezcla de mediante la
) ) e 100
Melissa sustancias técnica de
OffICIna/IS"L. aromat!cas destilacion por Concentracion 75 Ordinal 3 %
L. (Toronjil) y | producidas por | arrastre de es
Origanum muchas vapor de las
. 50
vulgare L. plantas hojas de las
(Orégano) especies
vegetales
Se mediran los <8
Capacidad de | halos de =omm
. evitar el inhibicion Nula
Actividad crecimiento de | formado al 8mm a 14mm i
antimicética algunos tipos exponer los Diametro del Sensible
frente a de hongos o aceites halo de 15mm a Ordinal 4 Medio
Candida . . inhibicion
: incluso de esenciales con Mu
albicans 20 y
provocar su cepas de mm sensible
muerte Candida
albicans >a 20mm
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Anexo D. Descripcion taxonémica de la especie vegetal

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botanico
Caflie Matalio Sanchez 251- Jesds Maria
hamiltonbehranZyahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologo colegiado. cerifica que la planta conocida como “TOROMJIL

proporcionada por fos Bachilleres, Lizseth Beatriz Olano Pizango v Fanny

Yovanny Tejada Aguilar, Tesiztaz de la Universidad “Maria Auxiliadora®™, ha sido

estudiada cientiicamente y determinada como Melisza officinalis L. v de acuerdo

al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Divigion: Magnoliophyta
Claze: Magnoliopsida

Subclase:  Asteridas

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Melizsza

Especie: Melissa officinalis L.

Se expide la presente cerificacion a solicitud de los

estime conveniente.

interesados para los fines gue

Lima, 16 diciembre 2021

— e
_:.-.a'i--"ft:"_-_':-'-"'
Blgo. Hamilton Basltran
viln [y Belrem Sowiape
f AR - Bddmlen -
[ e ]
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Hamilton W. Beltran 5.
Conzultor Botanico
Calflz Matzlio Sanchez 251- lesds Mara
hamiltonbshran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, cerifica que 1a planta conocida como *OREGANO"
proporcionada por los Bachilleres, Lisseth Beatriz Olano Pizango y Fanny
Yovanny Tejada Aguilar, Tesistas de la Universidad *Maria Auxiliadora®, ha sido

estudiada cientificamente y determinada como Origanum vilgare L. v de acuerdo

al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, s ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Astaridas
Crden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Genero: Origanun
Especie: Criganum vulgare L.
Se expide la presente cedificacion a solicitud de los interesados para los fines gue

estime conveniente.

Lima, 16 diciembre 2021

o
Bigo. Hamilton Belran
<dbm Milines Beltron Sowiape
Fambinpa - Hddeice -

F ™ ITre
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Anexo E. Certificado de analisis de la especie microbiolégica

@ Microbiologics®

Cenfoals of Anayvss: Lyophiined Mooorganism Speciication and Parfamanis Upon Roleass

Spacifications Erpiration Dabs: 20221 2378 Role s
Microorganism Mame: Candida aticans Indormaticn:
Catadog Numbor: 0443 Dumslity Emlw&mnm O sy
Lt Musmbar: 443 1005™ Roloaso Date: 20201118
Fafgrancg Mumbar: STCO® 50231™
Purihy: Pure
Pazsape from Rafsronca: 3
P ramianica
Eacroscopic Faatumns: Medium:
Small fomodwm, whits, oirmudar. corees. dull oofones Firiria
Eicroscopic Featunes: Midhod:
Gram posithen, oenidal, buoading weasl oblls. Grmrm Siaim (1]

I Bysanm: MALDE-TOF (8] Ooner Foanires' Chakenges: Resuls
| %) Gizrm Tuba Test posive

|11 Chlamydospone procuciion: posiive

( J.-Lq.,_m s _,)_f -

Amanca FLEHEnE
Oialiny Condal Manager
AUTHORIZED ER3INATURE

St avached D Symiam fesus ol

Tacmme The e SgEje| o D8 O el iR Py O RS s e s ey SED 008 OTErERY B PEUERGTE PV mrme ThE U rurmhee SEmapal m o
oo N P arire b b e

How for Vs hiba viaed parai SETATH ORI IR 1hE errvunnmann of she cord. combired snith The) Boor i50 e g,
mﬂnmu.hmhm paib e bl ll:l:l::all:'-ihl“nﬂhﬂl. 2o p o —

L. Miwler m e sncioess prosdect e o raneicon, marsied unE and herardoasieryg inforrreslizn
Imfl wid owl prodiacis o ireeahis do & Tecogebad cufiurs colsction

SFFEENYIH METVECA L FEOTAT A
(B EILEE]

1 T ") Ton &7 CC Locomed Tereaiys Cmsem. the A TCC Doomesd D swavs wad oet ;] Bed1 00 cowby oris s irsdeamrs o BTCC
- EE"":_'_“::'! ' Rrdcioges, e = icmnesd = ms Hess tademari o ol produci deeed o ATCCE s

ARt {1 T amy s arevmiei o SOAET | TS S005

= 2012 Microbickogers, e, Al Righis Resenasd. 200 Cooper Assnue Morth Saim Soud, MN 55300 Fage 11 DOC. 288
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -%H
Meaning of Score Values

‘Range Interpretation
20 - 3000
BB Low-comicence wdemifoeano
Loiy - |65
Meaning ulﬂunuimnnlﬂnhquﬂm {A - C)
Category Interpretation

conslstency: The best matcln is o ldgh-confidence ilentification. The second-best match s (1) n
iAd hagh-confudence wentificntson in wWihich the speces 5 ideimical to the b marcl (2] o low-confidence
identification m winch e species or genns 15 1dentical i the best maich, or (3) 8 pon=identfication

Low consistemcy: The requrements for high consistency are not med. The best peich is a high- or leav- -
{B] confidence wentification The second-best matels bs (13 high- oo low-confidence identificanon in
whinely the genws o identical o e best natch oo |21 0 non-wplentification

{C} Mo consistency: The requirements b Bigh or low consisiepcy nne ol nee

Sample Rame: Candida allw-mns
Sample Desmipbon: (g
Sample 10: 4431008

Sample Creation Date/Time: . 3019008081 14-66:08 306 ADS
fpplisd MSP Lbrargies) BOAL . Mycobacleria Library (bead method), Fiamentous Fungi Library, Listeria

Samplo Mamo I?-::h Organism |best match)
A ]u—-;
() dd X 00E Candida albicars
Comments:
m'a
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Anexo F. Evidencias del trabajo de campo

Figura: 2. Seleccion de las especies vegetales de Melissa officinalis L.

(toronjil) y Origanum vulgare L. (orégano)
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Figura: 3. Instalacion del equipo de destilacion de arrastre por vapor

Figura: 4. Obtencion de los aceites esenciales
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Figura: 5. Activacién de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Figura: 6. Preparacioén del inéculo: diluciéon de la carga micética
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Figura: 7. Inéculo de Candida albicans ATCC 10231 a 1.5 x 108 UFC

Figura: 8. Sembrado en placa
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Figura: 9. Aplicacion de los aceites esenciales
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Figura: 10. Incubacion de cultivos de Candida albicans ATCC 10231

Figura: 11. Actividad antimicotica y halos de inhibicion
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