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RESUMEN

La creciente resistencia a antimicrobianos ha propiciado la busqueda y el
desarrollo de nuevas alternativas naturales contra las infecciones de origen
fungico que puedan afectar primeramente a pacientes inmunosuprimidos, por lo
gue el presente estudio, tuvo como objetivo, evaluar la actividad antifingica de
Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum contra géneros de hongos
filamentosos aislados en el area de oncologia del Servicio Autbnomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcalgd”, Cumana, estado Sucre. Se tomaron
70 muestras ambientales, las cuales fueron sembradas a profundidad en placas
con PDA para su posterior aislamiento e identificacion. Se prepararon
suspensiones de conidios de los microorganismos aislados, se obtuvieron
extractos de romero y clavo de olor para los ensayos, y a partir de éstos, se
determind: la actividad antifungica por el método de difusion en agar,
concentracion minima inhibitoria (CMI), y por ultimo la actividad antifungica por
volatilizacion de los componentes. La especie fungica mayormente aislada fue
Aspergillus niger, seguido de Aspergillus flavus y por dltimo Rhizopus oryzae,
con un porcentaje de aislamiento de 21,43%, 7,14% y 2,86%, respectivamente.
Los resultados obtenidos de la actividad antifungica de los extractos de romero
y clavo de olor se establecieron al observar cualquier halo de inhibicion en el
crecimiento fungico, donde A. niger obtuvo un halo de inhibicion promedio de
9,60 mm y 28,00 mm, respectivamente. En el caso de A. flavus, presentd un
halo de inhibicion de 11,00 mm para romero y 22,60 mm para clavo, por su
parte R. oryzae presento inhibicion solo con clavo de olor. La CMI del extracto
de romero fue de 173 mg/ml y de 184 mg/ml para clavo. Al evaluar la actividad
antifangica por volatilizaciéon de los componentes de los extractos, solo se
presencié sensibilidad de los hongos hacia el extracto de clavo. Se concluyd,
gue las especies aisladas presentan sensibilidad a estos aceites, pero se pudo
determinar que el extracto de clavo presenta mayor actividad antifangica sobre
ambos géneros.



INTRODUCCION

Los hongos son un grupo de microorganismos que pueden encontrarse en la
naturaleza de forma abundante y ampliamente distribuidos; participando en la
descomposicion de la materia organica, jugando un papel de gran importancia
en los ciclos biolégicos, y como patdgenos de interés en animales, plantas y
humanos. Estos microorganismos pueden presentar dos tipos de morfologias:
multicelular o filamentosa y unicelular o levaduriforme; sin embargo, existen
casos de un reducido nimero de hongos, pero de gran importancia clinica, que

tienen la capacidad de presentar dimorfismo (Arenas, 1993).

Los hongos presentan un gran valor econdmico y un importante aporte
cientifico. Se pueden encontrar en el medio de forma saprofitica o como
parasitos facultativos u obligados (Arenas, 1993), son organismos
heterotréficos, es decir, que no cuentan con la capacidad de utilizar el diéxido
de carbono como Unica fuente de energia, por lo que absorben sus nutrientes

para poder sobrevivir (Cortés-Sanchez y Mosqueda-Olivares, 2013).

El uso de nuevas tecnologias, terapias, trasplantes, y la realizacién de
procedimientos quimioterapéuticos ha generado un enorme avance en las tasas
de supervivencia de pacientes; sin embargo, ha habido un incremento de las
infecciones intrahospitalarias, haciéndose éstas cada vez mas frecuentes en el

area (Samonis y Bafaloukos, 1992; Rivas et al., 2006).

Se ha determinado que los pacientes recluidos en los servicios de oncologia,
trasplantes y cirugia, corresponden a las tasas mas altas de incidencia de
infecciones fungicas adquiridas en los centros de salud, por ser pacientes
inmunocomprometidos que pueden presentar neutropenia prolongada, con
recuento de neutréfilos inferior a 0,5 x10° cel/l por mas de 7 dias, por lo que
estos pacientes, presentan susceptibilidad elevada a dichas infecciones,

facilitando asi, que microorganismos como los hongos, los cuales se consideran



de baja virulencia, tengan la capacidad de causar un cuadro clinico en el
paciente, el cual se caracteriza por ser grave, de dificil diagndstico y tratamiento
y de rapido progreso (Anaissie, 1992; Fridkin y Jarvis, 1996; Zupanic-Krmek y
Nemet, 2004).

En estudios realizados, se ha demostrado que las infecciones intrahospitalarias
de origen fungico en los humanos, han adquirido importancia, debido a la
elevada tasa de morbimortalidad. Estas infecciones son ocasionadas,
principalmente, por hongos que pertenecen a los géneros de Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Mucor y otros, y en el caso de los hongos
levaduriformes, predominan Candida, Rhodotorula y Geotrichum (Centeno y
Machado, 2004; Perlroth et al., 2007).

Dentro de los distintos géneros de hongos filamentosos mayormente aislados
como agente causal de infecciones fungicas, se encuentra el género
Aspergillus, subdivision Deuteromycotina. Es un hongo saprofitico, ubicuo,
cuyas colonias son de rapido crecimiento y variadas tonalidades, que van desde
blanquecinas hasta verdosas, siendo causante de aspergilosis invasiva.
Aspergillus fumigatus es la especie principal (85,00% de los casos), seguido
de A. flavus (5,00-10,00%), A. terreus (2,00-3,00%) y A. niger (2,00-3,00%)
(Samson et al., 2014; Lezcano et al., 2015; Suganthini, 2016).

El género Fusarium incluye mas de 100 especies y se encuentra presente en
zonas tropicales y subtropicales, a nivel de suelo y de plantas. En aquellos
pacientes que presentan inmunosupresion, van a causar infecciones sistémicas,
debido a su capacidad de crecer a 37°C, por lo que son considerados hongos
oportunistas (Lezcano et al., 2012; Tapia y Amaro, 2014).

En cuanto al género Cladosporium, este hongo es capaz de crecer en un amplio
rango de temperaturas (18-28°C y tan bajo como -6°C, aproximadamente). Se

considera un alérgeno importante, puesto que los conidios y fragmentos de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samson%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25492982

hifas son capaces de provocar asma y fiebre, asi como neumonia por
hipersensibilidad, por lo que se estima que, aproximadamente, el 10,00% de la

poblacién es sensible a este género fungico (Borrego, 2012).

Las plantas son una fuente invaluable de moléculas biolégicamente activas;
estudios realizados han demostrado que los aceites esenciales producidos por
algunas plantas y sus compuestos, tienen un efecto fungicida y que presentan
inocuidad al medio ambiente (Rivero et al., 1997; Davicino et al., 2007; Barrera
y Garcia, 2008; Coy y Acosta, 2013).

Entre 1987-2001, se llevaron a cabo investigaciones sobre las propiedades
antimicrobianas de los aceites esenciales, contra una variedad de hongos y
bacterias (Kalemba y Kunicka, 2003). Surgiendo asi, un gran interés en la
utilizacion de sustancias o compuestos naturales, los cuales se caracterizan por
poseer un fuerte olor, ser volatiles, complejos y naturales, constituidos,
principalmente, por terpenos, hidrocarburos lineales, derivados del benceno,
ésteres, alcoholes, &cidos grasos, fenoles, cetonas, aldehidos, glicésidos
(terpenos unidos quimicamente a azlcares), alcaloides, esteroides vy
compuestos heterociclicos. Los aceites esenciales son productos del
metabolismo secundario de las plantas aromaticas, y pueden extraerse a partir
de material vegetal como flores, hojas, tallo, ramas, semillas, frutos, raices,
madera o corteza. Su aplicacion es amplia, y va desde su utilizaciéon en
medicina popular, hasta la conservacion de ciertos alimentos (Davicino et al.,
2007; Bakkali et al., 2008; Rosas-Gallo y Lopez-Malo, 2011).

Aproximadamente, 1 400 plantas son fuente de compuestos antimicrobianos y
Su composicion es variable. Los aceites esenciales pueden contener alrededor
de 20 a 60 componentes a concentraciones muy diferentes, por lo que la
actividad antimicrobiana no es exclusiva de un solo componente. Sin embargo,
se ha reportado que los aceites esenciales pueden causar en las células

eucariotas, como los hongos, la despolarizacion de las membranas



mitocondriales por disminucion del potencial de membrana, afectando el ciclo
ionico del calcio, ademés de causar alteracion en la membrana citoplasmatica,
degradacion de pared celular, alteracion de las proteinas, filtracién de contenido
celular, coagulacion del citoplasma y disminucién de la fuerza motriz (Bakkali et
al., 2008; Rosas-Gallo y Lépez-Malo, 2011; Velasquez et al., 2014).

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) ha sido objeto de estudios
de actividad antioxidante, antibacteriana, insecticida y, en los dltimos afios, se
ha llegado a comercializar como producto antiparasitario (Derwich et al., 2011).
R. officinalis, es una planta frecuente en muchas partes del mundo; utilizada de
manera casera en la poblacién, debido a sus mdltiples propiedades
medicinales. El romero pertenece a la familia Lamiaceae, planta arbustiva con
tallos prisméticos, cuyas hojas finas, estrechas, agudas y pequefias contienen
aceites esenciales con diversos principios activos (Dentone y Morales, 2017).
Las hojas de esta planta se utilizan como aderezo y, también, se han usado en
la medicina popular por sus efectos antiespasmdédico, analgésico,
antirreumatico, diurético y expectorante (Takaki et al., 2008). Ademas, se ha
reportado que los aceites extraidos de esta planta han sido utilizados para

combatir varios patégenos fungicos de interés médico (Waller et al., 2016).

El clavo de olor (Syzygium aromaticum o Eugenia caryophyllata), es una
especie que pertenece a la familia Myrtaceae, caracterizada por habitar en
ambientes tropicales, principalmente. Es un arbol perenne, llegando a crecer
hasta una altura de 10 a 20 metros; sus hojas son lanceoladas e inflorescencias
racimosas (tirso). Inicialmente, el clavo presenta un color pélido, que
gradualmente cambia a verde, hasta que finalmente adquiere un color rojizo
brillante, caracteristico y suele cosecharse cuando alcanza una longitud de 1,5
a 2 cm (Valdés-Pérez et al., 2016). Debido a su popularidad, disponibilidad y
alto rendimiento, el aceite de clavo de olor ha sido considerado como un
compuesto medicinal, con efectos variados, que van desde antiséptico en el

area de odontologia, hasta diurético. Sus constituyentes son variables,


https://es.wikipedia.org/wiki/Lanceolada

predominando eugenol, acetato de eugenilo y cariofileno; sin embargo, dichos
compuestos pueden variar (Aguilar-Gonzalez y Lopez-Malo, 2013).

El estudio de la actividad antifingica de las plantas ha cobrado un importante
valor cientifico, debido al desarrollo de resistencia a los diferentes fungicidas,
comercialmente utilizados, al alto valor econémico y a los efectos a la salud
(Centeno y Carrera, 2013; Ayatollahi y Kazemi, 2015). Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente, el 25,00% de las muertes en
todo el mundo se deben a enfermedades causadas por microorganismos. De
este total, el 45,00% ocurre en paises en via de desarrollo, donde la resistencia
de los microorganismos a los farmacos es cada vez mayor (Tintino et al., 2015).
Por tal motivo, se pretende evaluar la actividad antifungica de los extractos de
Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum en hongos filamentosos aislados
en el area de oncologia del Servicio Autbnomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald” en Cumana, estado Sucre, puesto que al considerarse los
aceites esenciales mezclas naturales y complejas, disminuyen la probabilidad
de resistencia fungica, permitiendo desarrollar otras alternativas para el control,
disminucién o eliminacion de las enfermedades micoticas adquiridas en los

centros de salud.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La recoleccién se realizé una vez a la semana, cada 15 dias, por un mes y
medio, para un total de tres evaluaciones, antes y después de la limpieza diaria
del area, en horas con la mayor afluencia de pacientes (Sutton, 2010). Para la
consecucion de este estudio, se recolectaron 70 muestras ambientales, en el
area de oncologia del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcald”, ubicado en Cumang, estado Sucre, en zonas que presentaban
humedad, sugestivas de contaminacién por mohos, como lo fueron: la ventanilla
del aire acondicionado, el filtro de agua potable, lavamanos, ademas del
mobiliario de trabajo, los cuales estaban en mayor contacto con el personal y
paciente (escritorios, sillas, camillas, manillas de puerta, archiveros).

Obtencion de la muestra

Para la toma de muestras, se fraccioné cada area en partes, aproximadamente
iguales segun sus dimensiones. Se establecieron los puntos de muestreo,
segun Sutton (2010). Se aplico la técnica de frotacion, segun la metodologia
descrita por American Public Health Association (APHA, 2002), con hisopo de
algodén humedecido en una solucion diluyente de cloruro de sodio (NaCl al
0,90%) estéril. Con el hisopo inclinado en un angulo de 30°, se procedi6 a frotar
4 veces la superficie del area de muestreo (sillas, escritorios, aire
acondicionado, lavamanos, filtro de agua potable), cada una en direccion
opuesta a la anterior. De forma aséptica, se coloc6 el hisopo en un tubo que
contenia el diluyente y se enjuago, brevemente, en la solucion. Posteriormente,
se repitieron 3 veces mas los pasos descritos, utilizando un hisopo diferente.
Una vez que finalizé la ultima toma de muestra de la superficie, se colocé el
hisopo en el tubo con diluyente, quemando y descartando la parte del hisopo

gue estuvo en contacto con el operador.



Siembra

Para la siembra, primeramente, se homogeniz6, en un vortex, el tubo con el
diluyente al que, previamente, se le coloco el hisopo. Seguidamente, se tomo
con la pipeta estéril y de forma aséptica, 1 ml de la solucion contenida en el
tubo de diluyente y se coloc6 en una placa de Petri estéril. Posteriormente, se
cubrié la base de la placa de Petri con 15 ml del agar Sabouraud dextrosa
(ASD) antes fundido. Se homogenizé el inéculo con el medio, haciendo rotar la
placa sobre la mesa en sentido horario, anti horario, hacia arriba y hacia abajo.
Posteriormente, se dej6 solidificar el medio. Finalmente, se llevo a la estufa de
incubacion a 35-37°C por un periodo de 24 a 48 horas (Arenas, 2011)

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

Identificacién de los hongos aislados

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

Caracteristicas microscopicas
Se apreciaron las caracteristicas microscépicas de los hongos filamentosos
tales como: tipo de micelio, conidiéforos, esterigma, conidios (forma,
tabicamiento, color, paredes y agrupacion de dichos conidios), esporangiéforos,

esporangios, esporangiosporos, columelas, rizoides, mediante la técnica de



microcultivo de Ridell (1950), que consistié en colocar en el fondo de una placa
de Petri un trozo de papel absorbente y sobre éste, se coloc6é una varilla de
vidrio en forma de “U”. Se coloco sobre la varilla de vidrio una lamina
portaobjeto y una laminilla cubreobjeto, para su esterilizaciéon en el autoclave
durante 15 minutos, a una temperatura de 121°C a 15 libras de presion,

posteriormente, se secO en la estufa.

Se procedié a preparar una placa de Petri con el medio de cultivo PDA, el cual
contenia 5 mm de espesor; luego se cortdé con un bisturi estéril el medio de
cultivo en cuadros de 10 mm por 10 mm y se colocé en el centro de la lamina
portaobjeto. A continuacion, se inoculé con una aguja bacteriolégica la colonia
en estudio en los cuatros puntos de los bordes del agar y se colocd una
laminilla cubreobjeto sobre el medio inoculado. Se afiadi6é agua destilada estéril
en el papel absorbente, cuidando de no mojar el medio de cultivo y se
incubaron las placas de Petri durante 7 a 10 dias, a una temperatura de 28°C.
Una vez que se alcanzd el crecimiento flngico, se procedid a realizar la
coloracion, que consistid en retirar con una pinza la lamina cubreobjeto y se
colocé sobre una lamina portaobjeto que contenia una o dos gotas de azul de
lactofenol para, finalmente, ser observado en el microscopio con el objetivo de

bajo aumento (10X) y luego con el objetivo de mayor aumento (40X).

Material vegetal

Los extractos naturales se obtuvieron de las plantas de Rosmarinus officinalis
(romero) y Syzygium aromaticum (clavo de olor), las cuales fueron adquiridos
en el mercado municipal de la ciudad de Cumana, estado Sucre; éstas fueron
llevadas al herbario Isidro Ramén Bermudez Romero (IRBR) del Departamento
de Biologia de la Universidad de Oriente para su correcta identificacion. Para el
caso del romero se emplearon Unicamente las hojas y tallos de la planta, y para

el clavo de olor, los botones (flores que aun no abren), que fueron secados en



estufa (marca Felisa, México) a 45°C, hasta que estuvieron completamente
secos, lo que se comprobd determinando el peso seco de las mismas.

Figura 1. Plantas utilizadas para la obtencion de los extractos etandlicos de

Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum. A: Hojas y tallos frescos de
Rosmarinus officinalis. B: Botones de Syzygium aromaticum

Extraccion etandlica

Se trituraron por separado, en un mortero de cerdmica, las hojas y tallos secos
de romero y los botones secos del clavo de olor, para asi obtener un fino polvo,
con el cual se procedié a preparar los extractos, usando como solvente etanol al
80,00% (marca Riedel de Haen). Los extractos se obtuvieron siguiendo la
metodologia de Bluma et al. (2008). Se mezcld, por separado, 3 g de polvo de
las hojas y tallos secos de romero, y los botones secos de clavo de olor, con 20
ml de etanol al 80,00%, cada una de estas mezclas se dejaron en reposo
durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente, cada
extracto obtenido se filtr6 con papel de filtro Whatman N°1 y fue vertido en
placas de Petri, que fueron previamente pesadas; posteriormente, las placas
gue contenian los extractos fueron guardadas en oscuridad y a temperatura
ambiente hasta que se evapord completamente el etanol.

Se determing el peso seco de cada extracto, para lo cual se resto el peso de la
placa de Petri con el extracto, menos el peso de la placa de Petri sin el mismo.
Por ultimo, para la determinacion de la concentracion del extracto obtenido, se

tomd en cuenta el peso del extracto seco, resuspendido en 1 ml de agua
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destilada estéril y, se expreso la concentracion en mg/ml. Cada extracto fue
colocado en viales y guardado en refrigeracion. Cada vial se mezclo
profusamente al momento de usarlo. La concentracion del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis fue de 174 mg/ml y de Syzygium aromaticum 183 mg/ml.

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

29

“Antonio Patricio de Alcald”, Cumana, estado Sucre.

Suspensién de conidios

La suspensién de conidios se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por
Rasooli et al. (2008), con algunas modificaciones; para ello, los hongos
filamentosos aislados fueron cultivados cada uno en tubos de ensayo con agar
papa dextrosa (PDA) marca Dibico, a 28 + 2°C durante 10 dias. Posteriormente,
se preparo la suspension de conidios, para lo cual a cada tubo de ensayo se le
agregaron 10 ml de solucion salina estéril (SSF) y se agité vigorosamente, con
la finalidad de facilitar el desprendimiento de los conidios. La suspensidon que se
obtuvo en cada tubo se filtr6 por separado a través de una doble gasa estéril,
para asi eliminar otras estructuras fangicas y obtener solo conidios en la
suspension. Finalmente, utilizando una camara de Neubauer, se ajusto la

concentracion de conidios a 10° conidios/ml.

Evaluacion de la actividad antifungica por el método de difusién en agar

La actividad antifangica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Syzygium
aromaticum se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por De Souza et
al. (2005). Se utilizaron placas de Petri que contenian PDA; en éstas fueron
diseminados, uniformemente, 100 ul de la suspensién de conidios de cada cepa
por separado, utilizando un asa de Digralski. Seguidamente, se impregnaron,
por separado, discos de papel filtro estériles de seis milimetros (mm) de

diametro con los extractos y se colocaron en el medio de las placas de Petri con
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PDA, previamente inoculadas. Se conté con un control de crecimiento con
placas inoculadas con 100 pl de cada una de las suspensiones de conidios sin
los extractos. Las placas fueron incubadas por tres dias a una temperatura de
25 = 2°C y evaluadas cada 24 horas. La actividad antifiungica se establecio al
observar cualquier halo de inhibicién en el crecimiento fungico, y se determiné
comparandolo con las placas de control de crecimiento de cada una de las
cepas. Finalmente, fueron medidos con una regla, el diametro de los halos de

inhibicion. El procedimiento se realizo por triplicado.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008), con ligeras
modificaciones, para ello, a partir de la concentracion que se obtuvo de los
extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum, se
tomaron 100 ul de los mismos y se realizaron por separado, diluciones seriadas
(1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64). De estas diluciones, se tomaron 100 pl y se
colocaron en los micropozos de una placa que contenia 100 pl de caldo
Sabouraud dextrosa (CSD) y 50 ul de cada una de las suspensiones de
conidios. Se realizaron pozos controles que contenian solo la mezcla de caldo y
suspensiones de conidios y solo el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
y Syzygium aromaticum, por separado. Las placas se incubaron a 28°C durante
48 horas. Las lecturas se realizaron visualmente y se consideré la CMI como la

mayor concentracion que no mostrd crecimiento fangico.

Evaluacion de la actividad antifungica por volatilizacion de componentes
del extracto etanélico de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum.

La actividad antifungica por volatilizacion de los componentes de los extractos
etandlicos de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum, se determiné de
acuerdo a Ross et al. (2001). En placas de Petri que contenian agar PDA, se

diseminaron de manera uniforme, por separado, 100 pl de cada una de las
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suspensiones de conidios. Seguidamente, se impregnaron discos de papel de
filtro estériles Whatman N° 1 (Whatman, EEUU) con 10 pl de cada extracto y se
colocaron en la cara posterior de la tapa de las placas de Petri; las mismas
fueron selladas con cinta parafilm. Se conté con un control de crecimiento con
placas inoculadas con 100 pl de cada una de las suspensiones de conidios. Las
placas se incubaron durante un lapso de 3 a 5 dias a una temperatura de 28°C
y observadas cada 24 horas. La actividad antifingica se establecié al
observarse cualquier grado de inhibicion del crecimiento fingico y se determiné
comparandolo con las placas de control de crecimiento. El procedimiento se
realiz6 por triplicado.

Presentacion y analisis de datos

Los resultados obtenidos en la investigacion se analizaron mediante estadistica
descriptiva (Triola, 2009), y se presentaron mediante tablas y figuras, para
demostrar la actividad antifungica de los extractos de Rosmarinus Officinalis y
Syzygium aromaticum sobre las cepas.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los géneros fungicos aislados del area de oncologia del SAHUAPA, se
muestran en la tabla 1, donde, de un total de 70 muestras, solo 22 mostraron
crecimiento fungico, siendo Aspergillus niger, el hongo con mayor aislamiento,
seguido de Aspergillus flavus y finalmente Rhizopus oryzae, con un porcentaje
de 21,43%, 7,14% y 2,86%, respectivamente.

Tabla 1. Géneros fangicos aislados durante el mes de septiembre 2018 en el
area de oncologia del SAHUAPA, Cumand, estado Sucre.

Género n Porcentaje
Aspergillus niger 15 21,43%
Aspergillus flavus 5 7,14%
Rhizopus oryzae 2 2,86%
Total 22 31,43%

n: nimero de muestras

Centeno y Machado (2004), quienes evaluaron las areas criticas del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado
Sucre, determinaron la presencia de géneros como Aspergillus (46,80%),
Penicillium (19,19%) y Fusarium (11,06%), siendo la especie mayormente
aislada A. niger, con un 13,31% y 8,54% en el area de retén de nifios y la UCI,
respectivamente. Por su parte, lzzeddin et al. (2017), evaluaron el aire y
superficies de un quiréfano en un centro de salud publico, donde se
recolectaron un total de 46 muestras, en dos lugares especificos: junto a la
puerta del quiréfano y frente a la salida del aire acondicionado, es decir,
aquellos lugares donde hay presencia de corriente de aire, humedad y
temperatura favorable para el crecimiento de hongos ambientales. Las especies
mayormente aisladas fueron, A. niger con un 35,00% en el area del quir6fano y
en sus superficies, represento el 28,00%, seguido de A. terreus con un 28,00%,

coincidiendo esto, con los resultados de Centeno y Machado.
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Al evaluar los extractos de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum sobre
las diferentes especies aisladas en el area de oncologia del SAHUAPA, con el
meétodo de difusidén en agar, se observo que hubo inhibicion, por la aparicién de

halos alrededor de los discos impregnados con los extractos.

La tabla 2 muestra los halos promedios de inhibicion obtenidos por ambos
extractos, de concentraciones 174 mg/ml para romero y 183 mg/ml para clavo
de olor, donde se puede observar que A. flavus fue la especie con mayor
sensibilidad para el extracto de R. officinalis, con un halo promedio de 11,00
mm, mientras que S. aromaticum present6 mayor actividad contra A. niger con

un halo promedio de 28,00 mm.

Tabla 2. Actividad antifungica de los extractos etandlicos de Rosmarinus
officinalis y Syzygium aromaticum sobre las diferentes especies aisladas.
Halos promedio de

Extracto Especies
inhibicién (mm)
Aspergillus niger 9,60 mm
Rosmarinus officinalis Aspergillus flavus 11,00 mm
Rhizopus oryzae No hubo inhibicién
Aspergillus niger 28,00 mm
Syzygium aromaticum Aspergillus flavus 22,60 mm
Rhizopus oryzae 26,60 mm

mm: milimetro

En las figuras 2, 3 y 4, se ilustran los halos de inhibicion producidos por el
extracto crudo de Rosmarinus officinalis sobre A. niger, A. flavus y R. oryzae,
pudiéndose observar que el extracto crudo de R. officinalis actué como

antifingico sobre el crecimiento de A. niger y A. flavus, pero no sobre R. oryzae.
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Figura 2. Actividad antifungica del extracto de Rosmarinus officinalis sobre
Aspergillus niger. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. niger, B: PDA inoculado con A. niger disco impregnado con el
extracto de Rosmarinus officinalis.

Figura 3. Actividad antifungica del extracto de Rosmarinus officinalis sobre
Aspergillus flavus. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. flavus, B: PDA inoculado con A. flavus + disco impregnado con
el extracto de Rosmarinus officinalis.
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Figura 4. Actividad antifangica del extracto de Rosmarinus officinalis sobre
Rhizopus oryzae. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con R. oryzae, B: PDA inoculado con R. oryzae + disco impregnado
con el extracto de Rosmarinus officinalis.

En las figuras 5, 6 y 7, se ilustran los halos de inhibicion producidos por el
extracto crudo de Syzygium aromaticum sobre A. niger, A. flavus y R. oryzae,
pudiéndose observar que el extracto crudo de S. aromaticum actué como

antifingico sobre el crecimiento de todas las especies.

Figura 5. Actividad antifingica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Aspergillus niger. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. niger, B: PDA inoculado con A. niger disco impregnado con el
extracto de Syzygium aromaticum.
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A B

Figura 6. Actividad antifingica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Aspergillus flavus. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con A. flavus, B: PDA inoculado con A. flavus + disco impregnado
con el extracto de Syzygium aromaticum.

Figura 7. Actividad antifungica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Rhizopus oryzae. A: control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con R. oryzae, B: PDA inoculado con R. oryzae + disco impregnado
con el extracto de Syzygium aromaticum.
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Centeno et al. (2010), realizaron un estudio para demostrar la actividad
antifingica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris sobre
Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus, donde quedd demostrado que estos
extractos causan inhibicién de dichos hongos, con halos promedio de inhibicién
de 11,40 mm para A. flavus y 16,60 mm para A. ochraceus, con el extracto de
Thymus vulgaris, mientras que para el extracto de R. officinalis, los halos
promedios de inhibicion fueron de 14,60 mm para A. flavus y 16,20 mm para A.
ochraceus. Por su parte Seetha y Naidu (2010) inocularon con esporas los
frutos de grosella y tomates con cepas de los géneros Aspergillus, Mucor vy
Rhizopus para demostrar el efecto fungistatico de tres aceites esenciales: clavo
de olor, eucalipto y limon, siendo el aceite de clavo el que presentd mayor

efecto fungicida.

Martinez (2013), pudo demostrar el poder antifingico de los extractos de
romero, menta y salvia sobre A. niger, Penicillium digitatum y Penicillium
italicum, obteniendo un mejor efecto con romero, con halos promedios de
inhibicién de 12,00 mm para las tres especies y 8,00 mm para los extractos de
menta y salvia. Valdés-Pérez et al. (2016) evaluaron la actividad antifiingica del
aceite esencial de clavo de olor frente a A. niger, A. flavus y Penicillium
aurantiogriseum, donde estos hongos fueron inhibidos, presentando halos de
inhibicién de 24,00 mm; 23,00 mm y 21,00 mm, respectivamente. Por su parte,
Ocque (2018), al evaluar el efecto antifungico del clavo de olor sobre
Nigrospora sp., Fusarium sp. y Curvularia sp, obtuvo halos de inhibicion

promedio de 18,1 mm; 17,3 mm y 15,7 mm, respectivamente.

En las tablas 3 y 4, se describen los valores de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los extractos crudos de R. officinalis y S. aromaticum sobre
las diferentes especies aisladas. El extracto crudo de R. officinalis inhibio el
crecimiento de A. niger y A. flavus, con una CMI de 43,50 mg/ml; por su parte
Rhizopus oryzae no mostré sensibilidad a este extracto. Para el caso del

extracto de S. aromaticum, éste tuvo un mayor efecto sobre las especies
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aisladas, donde todas las anteriores presentaron una CMI de 5,71 mg/ml.

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria de los extractos etandlicos de
Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Rhizopus
oryzae.

Concentracion minima inhibitoria
Diluciones / Concentracion (mg/ml)
1.2 1:4 1.8 1:16 1:32 1:64
87,00 4350 21,75 10,87 5,43 2,71

Extracto Microorganismo

) Aspergillus niger - - + + + +
Rosmarinus P g g
L Aspergillus flavus - - + + + +
officinalis .
Rhizopus oryzae + + + + + +

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

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria de los extractos etandlicos de
Syzygium aromaticum sobre Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Rhizopus
oryzae.

Concentracion minima inhibitoria
Diluciones / Concentracion (mg/ml)

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

Extracto Microorganismo
91,50 45,75 22,87 11,43 571 2,85
Aspergillus niger - - - - - +
Syzygium P g g
. Aspergillus flavus - - - - - +
aromaticum ]
Rhizopus oryzae - - - - - +

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

En 2011, Rana et al., demostraron que el aceite esencial de clavo es altamente
antifangico, ya que caus6 la inhibicion de todas las especies de hongos
analizados, con CMI desde 9 pl/ml hasta 12 pl/ml. Por su parte, Castro y Lima
(2011), al ensayar el aceite esencial de romero en el género Candida,
determinaron que la CMI para el 81,00% de las cepas analizadas, fue de 5
mg/ml. Marquez (2012), logr0 demostrar con los extractos de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis, la actividad antifingica de los mismos, al evaluar
varias especies de Candida, resultando la mas sensible una cepa de Candida
albicans, con una CMI de 11,20 mg/ml para R. officinalis, mientras que M.

officinalis, inhibié la mayoria de las cepas a una concentracion de 44,00 mg/ml.
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En el caso de Baghloul et al. (2017), obtuvieron una CMI del aceite esencial de
romero del 0,50%, con ausencia total del crecimiento de 16 cepas de A. niger,

demostrando una vez mas, el poder fungicida de R. officinalis.

Dentone y Morales (2017), al demostrar in vitro la actividad antimicética del
aceite esencial de romero, obtenido por método de arrastre de vapor y con una
pureza del 100%, obtuvieron una CMI mayor a 5000 ppm, para inhibir el
crecimiento de Microsporum canis. Por su parte, Vizcarra (2017), obtuvo una
CMI de 31,598 mg/ml, al evaluar la actividad de S. aromaticum sobre Candida
albicans; usando la misma metodologia para la obtencién del aceite esencial,
Gianfrancesco (2018), determiné el efecto de Morinda citrifolia sobre A. flavus y
A. niger, obteniendo una CMI de 81,75 mg/ml para ambas especies de

Aspergillus.

La actividad antifangica de los componentes volatiles de R. officinalis y S.
aromaticum sobre las especies aisladas, se muestran en la tabla 5, donde se
aprecia que solo tuvieron efecto los componentes volatiles del extracto de S.
aromaticum, con un halo de 25,30 mm para A. niger, seguido de R. oryzae con
15,60 mm y finalmente A. flavus con 10,00 mm comprobandose nuevamente

gue A. niger presenta mayor sensibilidad a este extracto.

Tabla 5. Actividad antifungica de los componentes volatiles de los extractos
etandlicos de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum.
Halos promedio de

Extracto Especies
inhibicion (mm)
Aspergillus niger No hubo inhibicion
Rosmarinus officinalis Aspergillus flavus No hubo inhibicion
Rhizopus oryzae No hubo inhibicién
Aspergillus niger 25,30 mm
Syzygium aromaticum Aspergillus flavus 10,00 mm
Rhizopus oryzae 15,60 mm

mm: milimetros
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En las figuras 8, 9 y 10, se ilustran la ausencia de sensibilidad de A. niger, A.
flavus y R. oryzae a los componentes volatiles del extracto de Rosmarinus
officinalis, donde se puede notar que dichos componentes volatiles no actuaron

como sustancia antifungica sobre el crecimiento de estos hongos.

Figura 8: Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de
Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus niger. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con A. niger, B: PDA inoculado con A. niger +
disco impregnado con el extracto de Rosmarinus officinalis.

igura 9: Efecto Inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de
Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus flavus. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con A. flavus, B: PDA inoculado con A. flavus +
disco impregnado con el extracto de Rosmarinus officinalis.
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Figura 10: Efecto inhibitorio de los componentes volétiles del extracto de
Rosmarinus officinalis sobre Rhizopus oryzae. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con R. oryzae, B: PDA inoculado con R. oryzae
+ disco impregnado con el extracto de Rosmarinus officinalis.

En las figuras 11, 12 y 13, se observan los halos producidos por los
componentes volatiles del extracto de Syzygium aromaticum, donde se puede
notar que dichos componentes volatiles actuaron como sustancia antifUngica

sobre el crecimiento de A. niger, A. flavus y R. oryzae.

Figura 11: Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de
Syzygium aromaticum sobre Aspergillus niger. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con A. niger, B: PDA inoculado con A. niger +
disco impregnado con el extracto de Syzygium aromaticum.
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Figura 12: Efecto inhibitorio de los componentes volétiles del extracto de
Syzygium aromaticum sobre Aspergillus flavus. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con A. flavus, B: PDA inoculado con A. flavus +
disco impregnado con el extracto de Syzygium aromaticum.

Figura 13: Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de
Syzygium aromaticum sobre Rhizopus oryzae. A: control de crecimiento: Agar
papa dextrosa (PDA) inoculado con R. oryzae, B: PDA inoculado con R. oryzae
+ disco impregnado con el extracto de Syzygium aromaticum.

Tullio et al. (2007), trabajaron con los aceites de tomillo rojo, hinojo, clavo, pino,
salvia, balsamo de limon y lavanda contra cepas flungicas clinicas y
ambientales, donde resultdé que los vapores de los aceites de tomillo rojo y

clavo, son los que presentan el mas amplio espectro de actividad contra los 15
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hongos filamentosos evaluados, dentro de los cuales se encontraban
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, Penicillium lanosum

y Alternaria alternata.

En 2014, Stavropoulou et al., ensayaron el efecto del vapor del aceite de
Oreganum dictamnus contra el moho gris (Botrytis cinerea) in vitro y en
berenjena (Solanum melongena L.) y determinaron que, in vitro, el crecimiento
de las colonias fue inhibido, mientras que in vivo, el crecimiento de las lesiones
fungicas y la produccion de conidios, se redujo en los frutos tratados con dichos
aceites, es decir, la aplicacion de estos compuestos volatiles indujo resistencia

por parte de la fruta contra el patdgeno.

Martinez (2018), comprobd la actividad antifingica de los componentes volatiles
de romero y toronjil, obteniendo como resultado halos promedio de inhibicion de
5,30 mm y 7,30 mm, respectivamente, contra Aspergillus flavus. De la misma
manera, Ocque (2018), obtuvo halos de 14,7 mm, 14,3 mm y 11,5 mm, contra
Nigrospora sp., Curvularia sp. y Fusarium sp., respectivamente, al evaluar los

componentes volatiles de Syzygium aromaticum.

La actividad antifingica de los aceites esenciales, generalmente no se atribuye
a un solo componente, esto debido a que dichos aceites estan constituidos por
un gran nimero de compuestos quimicos (Rosas-Gallo y Lépez-Malo, 2011).
Sin embargo, el efecto de este tipo de compuestos va a depender de ciertas
condiciones, como son: baja temperatura, pH y bajos niveles de oxigeno;
asimismo, la accién de los aceites esenciales de algunas plantas puede influir
en varias fases del desarrollo fungico, pudiendo afectar desde la esporulacion,
la formacién de estructuras de penetracién y hasta el desarrollo del micelio
(Montes et al., 2000; Velasquez et al., 2014).

La funcién antimicrobiana de los aceites esenciales depende de la estructura
qguimica de sus componentes. La accion antifingica, es debida a la accion de

ésteres, cetonas, aldehidos, alcoholes alifaticos, fenoles, terpenos, entre otros;
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los cuales son capaces de atravesar la membrana celular, rica en ergosterol
(esterol principal de las membranas celulares fungicas) e inducir la salida de
protones de la célula fangica, causando asi, modificacion de la misma y
posteriormente su muerte (Lépez-Malo et al, 2005; Omidbeygi et al, 2007;
Bakkali et al., 2008).

El efecto antifungico de Rosmarinus officinalis posiblemente esté relacionado
con los monoterpenos: 1,8-Cineol, alcanfor y a-pineno, compuestos principales
del aceite esencial de esta planta. Estos componentes, son capaces de causar
el incremento de la permeabilidad de la membrana celular, de esta manera
contribuyen a la entrada de otros constituyentes del aceite que se encuentran
en menor concentracion, pero que coadyuvan significativamente, causando un
efecto sinérgico (Touafek et al, 2004; Romeu et al, 2007; Baghloul et al, 2017).
La composicion quimica de un aceite esencial, depende de ciertos factores
como, el érgano y edad de la planta, la forma de crecimiento de la planta; es
decir, si ésta fue cultivada, o desarrollada de forma silvestre, la condicion
ambiental (temperatura, pH, humedad, y otros), la temporada de recoleccion,
procedimiento de deshidratacién y las condiciones de almacenamiento, bajo la
cual, la planta recolectada, se mantiene hasta la extraccibn de su aceite
(Bakkali et al., 2008; Arbi et al., 2014; De Groot y Schmidt, 2016).

En este estudio se pudo observar, que de las dos especies de plantas
estudiadas (romero y clavo de olor), al evaluarse la actividad antifangica por
difusion en agar, el aceite esencial de romero, no presentd efecto antifungico
sobre Rhizopus oryzae, y en el caso de la accion de los componentes volatiles,
los hongos evaluados no presentaron sensibilidad, probablemente a que dicho
aceite estda compuesto principalmente por terpenos, especificamente
monoterpenos, los cuales son compuestos quimicos de baja masa molar y
altamente volatiles, que pudieron haberse perdido durante el proceso previo de

extraccion del aceite.
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La ausencia de sensibilidad, incluso pudo deberse a la actividad de terpenos
menos livianos, como por ejemplo, sesquiterpenos, los cuales poseen una
masa molar mayor, y presentan una menor volatilizacidn en comparacion con
los monoterpenos, por lo que podria suponerse que los componentes no fueron
lo suficientemente difusibles y volatiles, para causar la inhibicion de los hongos
estudiados. Otra probable causa de la falta de actividad de este aceite, podria
corresponder a la planta, es decir, que esta Ultima no poseia constituyentes lo
suficientemente efectivos contra el crecimiento de estos hongos, ya sea por

contacto directo o por volatilizacién de sus componentes (Avello et al., 2012).

Por su parte, el aceite esencial de Syzygium aromaticum, presentdé una
actividad antifungica significativa en todas las pruebas realizadas para evaluar
su poder como antifangico natural, para todas las especies de hongos
estudiadas. El aceite de clavo, contiene principalmente eugenol (83,60%),
acetato de eugenilo (11,60%) y cariofileno (4,20%) como componentes
mayoritarios (Costa et al., 2011). No obstante, Moura et al., (2012), consideran
que estos porcentajes pueden variar, y que ademas, existen muchos otros
componentes en este aceite esencial; sin embargo, el eugenol siempre

prevalece sobre los demas constituyentes.

La actividad antifungica del aceite esencial de Syzygium aromaticum,
comprende variadas especies de hongos y levaduras, dentro de las que se
incluyen: C. albicans, A. flavus, A. niger, Penicilllum sp., R. oryzae, R.
stolonifer, Curvularia sp., entre otros. El aceite esencial de clavo, asi como sus
componentes volatiles, presentan una considerable actividad antimicrobiana;
inclusive, estudios demuestran que tienen efectos antiparasitarios (Aguilar-
Gonzalez, y Lépez-Malo, 2013). El eugenol, siendo el componente volatil
principal del clavo, se ha demostrado que ademas de usarse como anestésico,
antimicrobiano y en la medicina tradicional, su efecto es mayor frente a hongos,
gue contra bacterias (Hammer et al., 1999, Park et al.,, 2007). El eugenol es

capaz de causar la expansion del reticulo endoplasmatico de las hijas, asi como
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también la destruccion parcial de las membranas mitocondriales internas y la
destruccion completa de la pared celular, por lo que se considera, que el efecto
de este compuesto quimico, es a nivel de la estructura fungica parietal,
causando por ultimo, la muerte de la célula (Park et al., 2007; Rana et al.,
2011).

La accién antifingica de ambos aceites esenciales, como se mencioné
anteriormente, estd dada por la composicion quimica de los mismos. Los
estudios realizados hasta el momento, asientan que los compuestos principales
de estos aceites, exhiben actividades antimicrobianas, debido a multiples
factores, como son: accion sobre hifas del micelio, causando entonces la salida
de los elementos del citoplasma, disminucion de la rigidez y de la integracion de
la pared celular de las hifas, provocando el colapso y la muerte del micelio;
también podria deberse a la despolarizacién de la membranas mitocondriales,
gue conlleva a una disminuciéon del potencial de membrana, y ademas, al
afectar el ciclo i6nico del calcio y de otros canales i6nicos, causan asi la
afeccion de la bomba de protones y la reserva de energia de la célula.
Asimismo, podria atribuirse su accién, a la capacidad de la formacién de
puentes de hidrogenos entre el grupo hidroxilo de los compuestos fendlicos del
aceite y los sitios activos de ciertas enzimas (Daferera et al., 2000; Ultee et al.,
2002; Sharma y Tripathi, 2006; Centeno y Carrera, 2013).

Con todo lo mencionado anteriormente, se determind que ambos extractos,
presentaron actividad antifungica; sin embargo, el mayor efecto se logré
observar en el aceite de clavo de olor, determinando entonces, que los
extractos pueden ser usados como antifingicos naturales, para el biocontrol o

eliminacion de hongos, sobre todo a nivel ambiental.



CONCLUSIONES
El género fungico principalmente aislado en el area de oncologia del Servicio
Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” fue Aspergillus

niger, seguido de Aspergillus flavus y Rhizopus oryzae.

El extracto de Rosmarinus officinalis mediante la prueba de difusién en agar
mostré actividad antifangica sobre las dos especies de Aspergillus, pero no

sobre Rhizopus oryzae.

Los hongos evaluados no presentaron sensibilidad a los componentes volatiles

del extracto de Rosmarinus officinalis.

El extracto de Syzygium aromaticum evidenci6 una marcada actividad

antifingica en todas las pruebas realizadas en los hongos evaluados.

La CMI del extracto de Syzygium aromaticum, inhibié el crecimiento fungico a
concentraciones menores, en comparaciéon con el extracto de Rosmarinus

officinalis.

El extracto de Syzygium aromaticum, resultdé ser mas eficaz en comparacion

con el extracto de Rosmarinus officinalis.



RECOMENDACIONES
Continuar realizando estudios, para comprobar la eficacia antifingica de los
extractos de Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum contra hongos

patégenos en animales y humanos.

Realizar métodos de obtencion de aceites esenciales diferentes a los aplicados
en este trabajo, para conocer la variabilidad del efecto antifungico.

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

Mmismaos.

Comprobar la actividad antifungica de otros extractos naturales, sobre este tipo
de hongos ambientales para asi constituya una forma rapida, efectiva, natural y

accesible para la eliminacion o control de los mismos.
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RESUMEN

La creciente resistencia a antimicrobianos ha propiciado la busqueda y el
desarrollo de nuevas alternativas naturales contra las infecciones de origen
fungico que puedan afectar primeramente a pacientes inmunosuprimidos, por lo
que el presente estudio, tuvo como objetivo, evaluar la actividad antifungica de
Rosmarinus officinalis y Syzygium aromaticum contra géneros de hongos
filamentosos aislados en el area de oncologia del Servicio Autbnomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre. Se tomaron
70 muestras ambientales, las cuales fueron sembradas a profundidad en placas
con PDA para su posterior aislamiento e identificacion. Se prepararon
suspensiones de conidios de los microorganismos aislados, se obtuvieron
extractos de romero y clavo de olor para los ensayos, y a partir de éstos, se
determiné: la actividad antifingica por el método de difusibn en agar,
concentracion minima inhibitoria (CMI), y por ultimo la actividad antifangica por
volatilizacion de los componentes. La especie flngica mayormente aislada fue
Aspergillus niger, seguido de Aspergillus flavus y por ultimo Rhizopus oryzae,
con un porcentaje de aislamiento de 21,43%, 7,14% y 2,86%, respectivamente.
Los resultados obtenidos de la actividad antifingica de los extractos de romero
y clavo de olor se establecieron al observar cualquier halo de inhibicién en el
crecimiento fungico, donde A. niger obtuvo un halo de inhibiciébn promedio de
9,60 mm y 28,00 mm, respectivamente. En el caso de A. flavus, presenté un
halo de inhibiciébn de 11,00 mm para romero y 22,60 mm para clavo, por su
parte R. oryzae present6 inhibicién solo con clavo de olor. La CMI del extracto
de romero fue de 173 mg/ml y de 184 mg/ml para clavo. Al evaluar la actividad
antifangica por volatilizacion de los componentes de los extractos, solo se
presencio sensibilidad de los hongos hacia el extracto de clavo. Se concluyd,
gue las especies aisladas presentan sensibilidad a estos aceites, pero se pudo
determinar que el extracto de clavo presenta mayor actividad antifingica sobre
ambos géneros.
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