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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo general determinar la actividad antifingica del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a Candida albicans in vitro, comparandola
con el efecto del fluconazol. Para ello, se evaluaron concentraciones del aceite esencial al 40%,
60%, 80% y 100%, utilizando como control positivo el fluconazol y como control negativo el
dimetilsulfoxido (DMSO). El aceite esencial fue obtenido mediante destilacion por arrastre de
vapor de agua a partir de muestras frescas de romero recolectadas en Arequipa, y se prepararon
las diluciones correspondientes con DMSO. La actividad antifungica se evalué mediante el mé-
todo de difusion en pozos sobre agar Sabouraud inoculado con cepas ATCC 10231 de Candida
albicans, incubadas a 37 °C durante 48 horas. Se midieron los diametros de los halos de inhibi-
cion para cada concentracion y controles, y se realizé andlisis estadistico mediante ANOVA y
prueba post hoc de Dunnett. Los resultados mostraron que el aceite esencial de romero presenta
actividad antifiingica significativa en todas las concentraciones evaluadas, con un efecto depen-
diente de la concentracion. Los diametros promedio de los halos de inhibicion aumentaron desde
9.08 mm (40%) hasta 15.5 mm (100%), superando en todos los casos al control negativo (5 mm),
que no present6 actividad inhibitoria. Por su parte, el fluconazol mostré la mayor eficacia, con
un halo promedio de 25.26 mm. El anélisis estadistico confirm¢ diferencias altamente significa-
tivas entre los grupos (p <0.0001). La prueba de Dunnett evidencié que todas las concentraciones
del aceite esencial superaron significativamente al control negativo, pero no alcanzaron la efica-
cia del fluconazol, aunque la brecha se redujo a medida que aumento la concentracion del aceite.
En conclusion, el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. es un agente antifingico efectivo
frente a Candida albicans in vitro, con actividad que depende de la concentracion, pero que no
supera la eficacia del fluconazol en las condiciones evaluadas. Estos hallazgos respaldan el po-
tencial del aceite esencial como alternativa complementaria en el manejo de infecciones por Can-
dida albicans, especialmente en contextos donde se prefiera o requiera el uso de terapias natura-

les.

Palabras claves: Actividad antifingica, aceite esencial, efectividad.
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ABSTRACT
The general objective of this study was to determine the antifungal activity of Rosmarinus offi-
cinalis L. (rosemary) essential oil against Candida albicans in vitro, comparing it to fluconazole.
Essential oil concentrations of 40%, 60%, 80%, and 100% were tested, with fluconazole as the
positive control and dimethyl sulfoxide (DMSO) as the negative control. The oil was extracted
via steam distillation from fresh rosemary samples collected in Arequipa, Peru, and diluted with
DMSO. Antifungal activity evaluation used the agar well diffusion method on Sabouraud agar
inoculated with Candida albicans ATCC 10231 strains, incubated at 37°C for 48 hours. Inhibi-
tion zone diameters were measured for each concentration and controls, followed by statistical
analysis (ANOVA and Dunnett’s post hoc test). Results revealed significant antifungal activity
across all tested concentrations, with a concentration-dependent effect. Average inhibition zones
increased from 9.08 mm (40%) to 15.5 mm (100%), surpassing the negative control (5 mm),
which showed no inhibitory activity. Fluconazole demonstrated the highest efficacy (25.26 mm
inhibition zone). Statistical analysis confirmed highly significant differences between groups (p
< 0.0001). The Dunnett test showed all essential oil concentrations significantly outperformed
the negative control but did not match fluconazole’s efficacy, though the gap narrowed at higher
oil concentrations. Conclusion: Rosmarinus officinalis L. essential oil is an effective antifungal
agent against Candida albicans in vitro, though less potent than fluconazole under the tested
conditions. These findings support its potential as a complementary alternative for managing

Candida albicans infections, particularly in contexts favoring natural therapies.

Key words: Antifungal activity, essential oil, effectiveness.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




» . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - gl ~CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INDICE

DEDICATORIA .....oeveerrrerecseessessessssessssssessessessssssessessessssssessssessasssessessassasssessessessassasssens 3
AGRADECIMIENTOS ....cvuevterrensnnssessessesssessessessessssssessessessasssessessessesssessessessasssessessassasssens 4
RESUMEN .......ocovesrenrenssessessssessssssessssessssssessessessassssssssessassssssssessassssssessessassssssessessassasssens 5
ABSTRACT ...eeeeeeeeressssessessessessesssssssssssssssssssessessessessessessessssssssssessessessssessessessessessassasassens 6
INTRODUCCION T — 1
1. HIPOTESIS 2
2. OBJETIVOS 2
2.1 OBJETIVO GENERAL ........co.oooiiiiiimeiieeeieeeseeeeeeeeeeeeeee s 2

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...........ooivmiioviieeeoeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 2

3. TABLA DE VARIABLES E INDICADORES .......cocee.estsusrnesressessessesssessessessessasssns 2
CAPITULO L. Baate . ccrerisermesscssessssssssssssssssassssssssarsansseoco SRR Beerecsecssscssossassessosses 3
MARCO TEORICO ....uoevereerrerresnssessessessesssssssessessessessessessessesssssssssessssessssessessassasssssssens 3
1. CANDIDIASIS Y CONida QIDICANS c.vevenveeresrersessessessessesssssssssssssssssssessessessessessessssasses 4
2. TRATAMIENTOS ANTIFUNGICOS CONVENCIONALES......cocevovvuervnuecsaessens 5
2.1. AMFOtEricina B..............c.oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeieniesireereseeeeeensrrreeeeeeeeenns 5

2.2. AZOIESIN U\ S S I o o N ... 6

2.3. ANTIFUNFICOS NATURALES ........coooooiiiiiiiioieeeeeeeeeeeeeeseseseans 6

2.4. MECANISMOS DE ACCION ANTIFUNGICA ...........cccccoovvmvnenan 6
24.1. ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO)........ 6

2.4.2. MECANISMO DEL FLUCONAZOL 7

2.4.3. COMPARACION CRITICA DE MECANISMOS .....coovvrereerernerenseneene 7

3.  Rosmarinus officinalis L. (ROMERQ).......uuuuieiueiiisiiissuriissnnicssnnicssnecssseessssnesssssesanns 8
3.1. HISTORIA ... 8

3.2 DESCRIPCION ........coooiiimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 8

3.3. COMPOSICION QUIMICA ..........coooomimeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 10

4. ACEITE ESENCIAL COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA.........ccevuerneee 10
5. ACTIVIDAD ANTIFUGICA DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO.......... 11
6. EQUIPO HIDROEXTRACTOR ...........cooooomiimiomeieeeoeeeeeeeeeeeeseeeeeeee e 11
7. FLORENTINO.....coovrerterrecrnessessssessssssessessessssssessessassssssessessessssssessessassasssessessassssssens 13
8. METODO KIRBY - BAUER 13

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE ol B
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
8.1. RELACION CON DMSO .......oooimiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeseee s 15
CAPITULO IL.uueeeeeereereeseeessssessessessessessessessssssssssessssssessessessessassssessessssessessessessesssssssesss 16
MATERIALES Y METODOS........ucoeteeeereressesssessssssessssessessssessssessesssssssssessessssessesssses 16
1. LUGAR DE EJECUCION .....cceeerrrererressessesssessessessessssssessessessasssessessessssssssessassassses 17
2. MATERIALES......ocovesvsrersressessssessssssessessessssssessessesssssssssessassassssssessassassasssessassassassss 17
2.1.  MATERIAL BIOLOGICO ......uoueeereerrerrsrnsssessessessesssessessessessssssessessssassasssesse 17
2.2, INSUMOS...ccuerrerrereersessessesssessessessssessssssessessessssssessssassassssssessessassssssssessasssessesse 17
2.3. REACTIVOS QUIMICOS 17
2.4. MATERIALES DE LABORATORIO .......cooveeererrrnssessesssssssssesssssasssesssessens 17
2.5. APARATOS Y EQUIPOS ..ccovuuiuniinsscssensssecssessesssssessssssessessessasssessessessassasssesse 18
2.6. OTROS..A........ 5. L oottt BB, ad.....oooeeccuncrnmercaessnssnsmsencasess 18
2.6.1. SOFTWARE .........coooimiimiiiieeeiee oo e 18
3. METODOS 18
3.1. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA PLANTA ROMERO
(Rosmarinus officinalis L.) A ...............nnaneene 18
3.2. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO (Rosmarinus
officinalis L.) 19
3.3. PREPARACION DE DILUCIONES DEL AEs DE Rosmarinus officinalis
L. (Romero) . ... 20
3.4. PREPARACION DEL CONTROL POSITIVO DEL ANTIFUNGICO:
FIUCONAZOL.....cuureeeeeeeeeeeeeerrcsssnnneeeeeeecsssssnnnseseeeecssssssssasssssssssssssssnssssssssssssssssnansassesssssssans 20
3.5. CALCUD @B --ovove ool gt 2 ..............convvnrevrirsrsrnnns 21
3.6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS, METODOS Y TECNICAS
MICROBIOLOGICAS ...uuveeerirerressecssessessessssssessessessessssssessssassssssessessassasssessessassasssesse 22
3.6.1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.............cccccceoevvnrnnn.. 22
3.6.2.  PREPARACION DE POZOS .......co.coooviieeoeereieeseeeeeeseeees e 23
3.6.3.  CEPAS ATCC 10231 DE Candida albicans ..........................c.............. 23
3.64. PREPARACION Y ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION
DEL INOCULO DE CEPA ATCC 10231 DE Candida albicans ........................ 23
3.6.5.  REALIZACION DE POZOS ........cc.cocovviiieeoeeeeeeieeeeeeeeeeeeseseneenan 23
3.6.6.  INOCULACION DE PLACAS ........cooooiimiieeeeeeeeeeeeeeeeees s 24
3.6.7. TRANSFERENCIA DE EXTRACTOS Y CONTROLES ............... 24
3.6.8. INCUBACION DE LAS PLACAS ......cocooimioieieeeeeeeeeeeeeee e 25
3.6.9.  ANALISIS ESTADISTICO........cccocooiviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE LR caToLicA
TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA
4. DIAGRAMA DE FLUJO DE ACTIVIDADES 25
CAPITULO III 26
RESULTADOS Y DISCUSION 27
1. MEDICION DE HALOS DE INHIBICION 27
2. INFORME DE LECTURA DE HALOS DE INHIBICION DEL AEs de
ROMERO — FLUCONAZOL ....ovuevecrecrrersessesssessessesssssssssessessessasssessessessassasssessessassasssesse 28
3. ANALISIS ESTADISTICO .....cevueereeresressessessesssssssssssssssssssssssessessessessessessssassesseses 29
CONCLUSIONES 34
RECOMENDACIONES 35
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cevuesisiuensnsecssessesssssssasssessessssassssssessessassasssesss 36
ANEXOS corvnreccec o 5 S L Ot intein. B, el .vonseccuscsensonsosessassessmmaneasass 41

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-»==x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Cuadro de variables € indicadOres. .......c..eeverieriiienieeeeeeeee e 2
Tabla 2. Cuadro de clasificacion taxonémica de Rosmarinus Officinalis L. ..........cccccoeoeneeee. 4
Tabla 3. Cuadro de comparacion critica de MECANISMOS ........eeeveerereeireerieeireeeieeriieereereeeeeeens 7
Tabla 4. Cuadro de caracteristicas morfologicas de Rosmarinus Officinalis (21).........coc....... 9
Tabla 5. Resultados de valores en milimetros. Elaboracion propia ..........c.ccceeeveevveenieennneennen. 28

Tabla 6. Resumen estadistico del analisis de varianza (ANOVA): componentes de varianza
ENIE Y dENLTO € GIUPOS .eerveriieiiieiiiieeitieeette e ettt e eiteeeeieeeesaee e aasessseeessseeessseeesseeesseessseesnseeenns 30
Tabla 7. Prueba de Dunnett (Comparaciones multiples entre tratamientos: diferencias de
medias, intervalos de confianza y valores de significancia ajustados)..........ccccceeveveercrveennnenn. 30
Tabla 8. Comparacion de la eficacia de fluconazol frente a diferentes concentraciones de
AEs y DMSO: andlisis de diferencias de promedios, intervalos de confianza y valores p

ajustados.... ....... NS 5NN S et . T .. ................cc..c... 32

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE "3&7%, UNIVERSIDAD
fxCATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Microscopia de luz de Candida albicans ............ccceeveuieeiiieeiiieeriieecee e 5
Figura 2. Vista frontal de la planta Rosmarinus Officinalis L...............cccccevvevoiiioicniienienennn. 9
Figura 3. Ejemplo de procedimiento de la prueba de sensibilidad antimicrobiana.................... 14

Figura 4. Diagrama de flujo de la recoleccion y preparacion de la muestra (Rosmarinus
officinalis L.) ElGBOTACION PFOPIA...........ooeeveeeeeeeeeeiiieeiiieeieeeeiteeesiteeesaeeesseeessaeesssseesssseesnsseennns 19

Figura 5. Diagrama de flujo de la preparacion para extraer el AEs de Rosmarinus officinalis L.

E1abOTacion PIrOPIA ......coceevuieueiriiriiie ittt ettt ettt et st sae et st sbe et sbeenbeentesaeenaeeneeenees 20
Figura 6. Diagrama de flujo de preparacion del medio de cultivo. Elaboracion propia ............ 23
Figura 7. Placa Petri rotulada con los 6 pozos. Elaboracion propia...........ccccceceeeeeveereeneneenee. 24
Figura 8. Diagrama de flujo ilustrado de inoculacion de placas. Elaboracion propia................ 24
Figura 9. Cronograma de actividades 2024. Elaboracion propia........c...ceeeceeeeveenienveneeneennne. 25
Figura 10. Placas Petri (25 unidades)........cocceeriiiiiiiniiaiienie ettt 27
Figura 11. Medicion de halos en placas Petri.........ccccecueriiiniiiiniiiniiiiiniiciccccceceeeen 27

Figura 12. Prueba de Dunnett (Comparacion grafica de las diferencias entre medios de grupos
experimentales del DMSO Y AES) ...cuuioiiiiiiieeeeeeeee et 31

Figura 13. Representacion grafica de las diferencias de promedios entre fluconazol y AEs en

diferentes concentraciones Yy DIMSO .....cc.coiiiiiiiiiiiiieiieeie ettt 32
Figura 14. Muestra fresca de Rosmarinus OffiCinalis ................ccccceevevveeneinenoiinieeninienenenen 41
Figura 15. Muestra seca de Rosmarinus Officinalis L. ..............ccccccoecemveinensenccnieeninieneeeennen 41
Figura 16. Retiro manual de hojas del tallo de Rosmarinus Officinalis L. ................cccoeeuen.... 42
Figura 17. Equipo de destilacion por arrastre de VapOT..........cccoceeveerienieniennienienieeieneeneeeeeaen 42

Figura 18. Llenado del equipo de destilacion por arrastre de vapor con la muestra Rosmarinus

OFFICIIALIS L. ..ottt ettt ettt et et e st e e e e s st e e abeessbeesbeessseensaesnseenseennseenses 43

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




(. UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE L% - f\~CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA
Figura 19. Instalacion del equipo de destilacion por arrastre de vapor...........ccceeeveenveneneennee. 43
Figura 20. Equipo de laboratorio ‘FIorentino’ ..........cc.ccoceveiieniiniinienieneeieneeieeeseesie e 44

Figura 21. AEs destilado. (a) AEs concentrado en el equipo Florentino. (b) Hidrolato del AEs

de Rosmarinus OffiCTNALLS L. ............ccccooiouiiiuieiiieiieeie ettt ettt 44
Figura 22. Frasco ambar con contenido de AES PUTO .......coeiiiiiiiiiiiiniiniieiceciccieeeeeee e 45
Figura 23. Residuo vegetal de Rosmarinus Officinalis destilado ...........cocoeveviiniiiiniincnnnnne. 45

Figura 24. Separacion de fases: Hidrolato y AEs de Rosmarinus Olfficinalis L. en pera de
decantacion.........fe..ceeee.. M. NG o o W I . e 46
Figura 25. (a) Fluconazol en NaCl 100mg/50ml. (b) DMSO ........ccccoviieiieiiiiieeiieieeieeeene 46
Figura 26. Preparacion de diluciones. (a) Fluconazol al 25%, 50% y 75%. (b) Extraccion del
AEs de Rosmarinus Officinalis L. al 40%, 60%, 80% Y 100%0......ccccevvervuerieniriiniinenienieenn 47
Figura 27. Candida albicans. (a) Cepas ATCC 10231 de Candida albicans. (b) Hisopo de
inoculacion .. edl A . ..........o0 SRR 00 SR T . ........................ 47
Figura 28. Envases (a) Agar Dextrosa Saboraud 500 mg (b) Formulacion............cccceeeeeennee. 48
Figura 29. Preparacion del medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud. (a) Pesado (b) Mezcla
CoN aZUA AESHIAAA .....oiiiiiiieiiece sttt et et e et e be e aeeenbeenees 48
Figura 30. Esterilizacion del medio de cultivo en autoclave. (a) Equipo de autoclave. (b) Matraz

con preparacion. (c) Preparacion esterilizada. (d) Llenado de placas Petri con medio de cultivo.

Figura 31. Placa Petri (a) Rotulacion y realizacion de pozos. (b) Inoculacion de placas Petri..49
Figura 32. Incubacion de las placas en estufa...........coceeieiiiiiiiinieiiieeee e 50
Figura 33. Constancia de autorizacion de acceso y uso de laboratorio N°5 de Microbiologia en

la Universidad Néstor Caceres Veldsquez en la ciudad de Juliaca. ........ccceevveevieiienciienieenenne, 51

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




] B UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales naci6é con el hombre, pasando la practica de generacion en
generacion, por lo que, en las Gltimas décadas fueron tomando mas importancia para uso de
investigaciones y estudios. Y a medida que aumenta la poblacion en una region o localidad,
es mas dificil el acceso a servicios de salud publica, por lo tanto, es necesario buscar alter-
nativas de atencion primaria para suplir dicho déficit, incluso para que aquellas personas que

solo siguen y confian en terapias con productos naturales accesibles.

Existen pocos estudios sobre infecciones fingicas en el Perti y medicamentos como el Flu-
conazol, que es uno de los pocos antimicoéticos utilizados para tratar la candidemia, con
frecuencia no producen el efecto deseado. Esto se debe a que las especies de Candida usual-
mente son resistentes sobre las infecciones por hongo, por lo que, es recomendad modificar

o ajustar la terapia. (1)

La candidiasis es una de las enfermedades oportunistas mas comunes que afecta a los hu-
manos, independientemente de la edad del paciente, por lo que, los principales reservorios

de C. albicans son las vias digestivas, respiratoria juntamente con las mucosas oral y vaginal.

2

El potencial de las plantas en la medicina motivo diferentes tipos de busquedas, como el
estudio e investigacion sobre los efectos antifingicos del romero (Rosmarinus Officinalis
L.), que es perteneciente a la familia Lamiaceae. Esta especie de planta es reconocida a nivel
internacional por su uso en la medicina natural gracias a propiedades digestivas y antiespas-
modicas, ademds como en la busqueda de reemplazo a farmacos alternativos para infeccio-

nes. (3)

En busqueda de alternativas innovadoras para el control de hongos, ha provocado un au-
mento del interés para estudio y desarrollo de soluciones mas sostenibles y naturales como
el uso de aceites esenciales (AEs) o incluso extractos vegetales (EV) (4). Estos son com-
puestos botanicos originados de las plantas que incluyen una variedad de sustancias bioac-

tivas. (5)

En concreto, los Aes, son compuestos lipofilicos que tienen la capacidad de penetrar las
membranas celulares y entrar al interior de las células, donde pueden funcionar de distintas

maneras para inhibir el crecimiento de patdgenos. (6)
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1. HIPOTESIS
Considerando que los componentes quimicos especificos del aceite esencial de Romero,
como el cineol, el a-pineno y el B-pineno, tienen propiedades antifungicas; es posible
que estos contribuyan a la efectividad del aceite esencial en la inhibicidn del crecimiento
de Candida albicans in vitro, y que sea alternativa como tratamiento innovador para

aquella poblacidon que busca terapias dentro de la medicina tradicional peruana.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antifungica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.

(Romero) frente a Candida Albicans in vitro comparado con Fluconazol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la actividad antifingica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
L. (Romero) al 40%, 60%, 80% y 100% sobre Candida Albicans in vitro.
2. Determinar la actividad antifungica del Fluconazol (Medicamento control posi-
tivo), sobre Candida Albicans in vitro.
3. Comparar la actividad antifingica entre el aceite esencial de Rosmarinus offici-

nalis L. (Romero) con Fluconazol sobre Candida Albicans in vitro.

3. TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Cuadro de variables e indicadores

Variable Indicadores Valor Final Tipo de variable
Independiente: Concentracion del 40%, 60%, 80% vy Cualitativa
Aceite esencial de aceite esencial 100%

Rosmarinus  offici-

nalis L. (Romero)

Dependiente: Halos de inhibicion Milimetros  (mm) Cuantitativa
Efecto antifingico

sobre Candida Albi-

cans

Control: Flucona- Halos de inhibiciéon = Milimetros (mm) Cuantitativa
zol
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CAPITULO I

MARCO TEORICO
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1. CANDIDIASISY Candida albicans

La Candida albicans, es un tipo de levadura que se encuentra de forma habitual como
un microorganismo comensal en el cuerpo humano. Los sintomas clinicos se mani-
fiestan de manera localizada o incluso sistémica, atentando en cualquier area del or-
ganismo incluyendo la piel, mucosas y 6rganos internos. (7) En el siglo XX d.C. se
determind la biologia de estas levaduras como también la clasificacion taxondmica.
(Tabla 1)

La candidiasis superficial suele manifestarse principalmente en la piel humana y las
mucosas orales como vaginales, sin embargo, cuando se propaga a nivel sanguineo,

cualquier o6rgano puede ser afectado. (8)

Tabla 2. Cuadro de clasificacion taxonomica de Rosmarinus Officinalis L.

Clasificacion taxonomica

Reino Fungi.
Filo Ascomycota.
Subfilo Saccharomycotina.
Clase Saccharomycetes.
Orden Saccharomycetales.
Familia Saccharomycetaceae.
Género Candida.
Especie C. albicans.
Nombre binomial Candida albicans.

Nota. Compilacion de datos aportados por Dadar et al., (2018)

Las especies pertenecientes al género Candida se manifiestan en células levadurifor-
mes ovaladas, con una pared delgada, con didmetro de 3 a 5 um (Figura 1). Este
género s un microorganismo poco exigente, creciente en medios de cultivo conven-
cionales como Sabouraud o extracto de malta, como también en medios para bacte-

rias como el agar chocolate y agar sangre. (8)
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Figura 1. Microscopia de luz de Candida albicans

Nota. Polke et al., 2015

La temperatura de crecimiento idonea para estas levaduras es aproximadamente de
37°C, aunque pueden crecer incluso a 25°C. La supervivencia es mas alta en areas
huimedas y célidas del organismo, y no muestra preferencia por factores climaticos,

condiciones socioecondmicas o ubicacion geografica. (9)

Los factores de riesgo clave que pueden contribuir al desarrollo de infecciones in-
cluyen el uso prolongado de antibioticos, los cuales podrian alterar la microbiota
protectora natural del cuerpo, asi como el uso de corticosteroides y dispositivos mé-
dicos invasivos como los catéteres. Ademas, ciertas condiciones de salud como la
diabetes mellitus, caracterizada por niveles elevados de glucosa en sangre, pueden
favorecer el crecimiento de microorganismos patogenos. Y a pesar de que Candida
albicans es responsable de aproximadamente el 70-80% de los casos de candidiasis,
especies emergentes como Candida glabrata y Candida auris muestran una resis-
tencia significativamente mayor a los antifingicos azolicos, lo que complica consi-

derablemente el tratamiento terapéutico. (10)

2. TRATAMIENTOS ANTIFUNGICOS CONVENCIONALES

2.1. Amfotericina B
Utilizado principalmente en infecciones fungicas invasivas graves, sin embargo,
pueden causar nefrotoxicidad. Existentes en forma de deoxicolato y formulacio-

nes lipidicas. (10)
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2.2. Azoles
Utilizado en tratamiento de infecciones por Candida y otras micosis sistémicas,
como el fluconazol que tiene ventaja al ser menos toxico que la anfotericina B,

también disponibles en forma oral. (10)

2.3. ANTIFUNFICOS NATURALES

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biol6gicamente acti-
vas.

Ellas producen diversos metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan
actividad antifungica. Entre los compuestos mas conocidos se encuentran: flavo-
noides, fenoles, glicosidos de fenoles, saponinas, etc. (11) Convirtiéndose en al-
ternativa para el desarrollo y la formulacion de nuevos farmacos antifingicos
con menores efectos secundarios, mayor espectro de accién y menor costo que
los disponibles en el mercado farmacéutico para el tratamiento de las infecciones

por hongos. (12)

2.4. MECANISMOS DE ACCION ANTIFUNGICA
2.4.1. ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus officinalis L. (ROMEROQO)

En el fenomeno de las alteraciones de la permeabilidad de la membrana, los
componentes lipofilicos del aceite (a-pineno y 1,8-cineol) interactiian con los
lipidos de la membrana celular de C. albicans, lo cual incrementa dicha permea-
bilidad, originando una liberacion de iones y metabolitos intracelulares, el des-
equilibrio osmético e incluso la muerte celular. (13)

En sintesis, la actividad antifingica del AEs de Rosmarinus officinalis L. se fun-
damenta en:

e Interaccion lipofilica altamente especializada con los lipidos constituyentes
de la membrana celular, lo cual conlleva a un incremento en su permeabili-
dad y por ende en la capacidad de intercambio de moléculas a través de esta.

e Laliberacion de iones y metabolitos intracelulares conlleva un desequilibrio
osmotico en el medio extracelular. Este proceso puede tener un impacto sig-
nificativo en la homeostasis celular y en la funcionalidad de diferentes sis-
temas biologicos.

e Modificacion significativa en la estructura y la morfologia de las células

fingicas.
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¢ Inhibicion efectiva de la adhesion bacteriana y la consiguiente formacion de
biopeliculas en superficies diversas.

e Desintegracion de la estructura de la pared celular y liberacion del valioso
contenido citoplasmatico.

¢ Inhibicion de la sintesis de ergosterol en las células fungicas y reduccion de

la producciéon de micotoxinas en el medio ambiente.

Estos efectos son principalmente atribuibles a los terpenos predominantes en el
aceite esencial, en particular a-pineno y 1,8-cineol. Sin embargo, la sinergia con

otros compuestos minoritarios también contribuye a su capacidad antimicro-

biana. (14) (15)

2.4.2. MECANISMO DEL FLUCONAZOL
El medicamento fluconazol actia mediante la inhibicion de una actividad de la
enzima lanosterol 14-a-desmetilasa, también conocida como Ergll, lo que re-
sulta en la interrupcion del proceso de transformacion de lanosterol en ergoste-
rol. Este mecanismo de accion es fundamental para combatir las infecciones fun-
gicas al interferir con la sintesis de componentes esenciales para la membrana
celular de los hongos, provocando una alteracion en la fluidez de dicha mem-

brana, como también en la funcionalidad de proteinas que estan asociadas. (14)
(15)

2.4.3. COMPARACION CRITICA DE MECANISMOS
Esta comparacion sistémica contiene y resalta estrategias complementarias:
mientras el fluconazol actua sobre rutas enzimaticas, el aceite afecta integridad

estructural y virulencia, ofreciendo bases para disefiar terapias combinadas. (13)

(16)

Tabla 3. Cuadro de comparacion critica de mecanismos

Parametro AEs de romero Fluconazol

Blanco molecular Membrana celular (ac- Ergll (accion enzima-
cion fisica) tica especifica)
Efecto primario  Fungicida por lisis celu- Fungistatico por estrés

lar metabdlico
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Concentracion Alta Baja
efectiva
Resistencia Multiples dianas redu- Frecuente por mutacio-
cen riesgo nes en ERGI11

3. Rosmarinus officinalis L. (ROMERO)
3.1. HISTORIA

Rosmarinus officinalis L., cominmente conocido como romero, destaca por su ri-
queza en principios activos, los cuales ejercen una influencia significativa sobre
diversos organos del cuerpo humano. Esta especie se encuentra habitualmente en
estado silvestre en areas rocosas, aunque su notable adaptabilidad y bajo requeri-
miento de cuidados permiten su facil reproduccion en otras regiones geograficas.
Esta versatilidad en el cultivo amplia su disponibilidad y potencial uso en diversas
aplicaciones terapéuticas. (13)

Antiguamente, el romero se esparcia en las habitaciones de personas enfermas
como un desinfectante aromatico, e incluso se empleaba para adornar relicarios de
los espiritus protectores del hogar.

Con respecto al simbolismo, desde tiempos remotos, el romero fue considerado una
planta con un profundo significado simboélico y cultural en diversas civilizaciones
a lo largo de la historia. Por ejemplo, en la antigua Grecia, se creia firmemente en
las propiedades misticas, los jovenes estudiantes solian adornar sus cabezas con
coronas de romero con la esperanza de potenciar su capacidad mnemotécnica antes
de enfrentarse a pruebas académicas. (18) Por lo que, los romanos siguieron inves-
tigando sobre su uso medicinal y utilizdndolo para rituales ofrendandolo a sus dio-

ses en sahumerios para purificar hogares.

3.2. DESCRIPCION
Rosmarinus officinalis L., o romero, es un arbusto lefioso que crece con un aspecto
espigado, alcanzando hasta 2 metros de altura. Sus tallos son lefiosos, cuadrangu-
lares en seccion transversal, y presentan ramificaciones. Y con el tiempo, los tallos
mads antiguos desarrollan un color rojizo distintivo. (14) La vida media del romero

oscila entre 5 y 15 afos (20)
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Tabla 4. Cuadro de caracteristicas morfoldgicas de Rosmarinus Officinalis (21)

Caracteristica Descripcion
Altura Hasta 2 metros
Tipo de hoja Lineares, opuestas, coridceas, margen

revoluto, haz verde oscuro, envés
blanco
Tallo Lefoso, cuadrangular, jovenes con bo-
rra, viejos rojizos y resquebrajados
Flor Corola bilabiada, azul, violeta, rosa o
blanca, caliz bilabiado, aromatica
Fruto Cuatro nuculas ovoides, castafo claro
Ecologia Suelos secos, soleados, bien drenados;

resistente a sequia

Figura 2. Vista frontal de la planta Rosmarinus Officinalis L.

— REINO: Plantae

— SUBREINO: tracheobionta
— DIVISION: Magnoliophyta
— CLASE: Magnoliopsida

— ORDEN: Lamiales

— FAMILIA: Lamiaceae

— SUBFAMILIA: Nepetoideae
—  GENERO: Rosmarinus
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— ESPECIE: Officinalis

3.3. COMPOSICION QUIMICA

Las hojas y los frutos contienen un aceite esencial, representando 1.9% del peso de
la planta desecada. Se han identificado en este aceite al menos veinte sustancias,
que representan el 99.93% del volumen total. Los principales componentes del
aceite son p-cimeno (44.02%), linalool (20.5%), gamma-terpineno (16.62%), timol
(1.81%), beta-pineno (3.61%), alfa-pineno (2.83%) y eucaliptol (2.64%). (15)

El aceite esencial contiene acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, rosmarinico, car-
nosico), de los que dependen en tltimo término las propiedades antioxidantes, di-
versas flavonas (derivados luteolinicos y del epigenol) y derivados diterpéni-
cos(carnosol, rosmanol, rosmadial, rosmaquinonas A y B, secohinokiol) &cidos tri-
terpénicos (4cido ursolico) y alcoholes triterpénicos (alfa y beta-amirina, betulo-
sido). (16)

La composicion quimica del romero es sumamente rica y diversa, sobresaliendo
por la presencia de un Aes compuesto por una variedad de monoterpenos y sesqui-
terpenos, asi como é4cidos fendlicos con una potente actividad antioxidante. Ade-
mas, contiene flavonoides con propiedades antiinflamatorias, diterpenos que po-
seen diversos efectos farmacoldgicos y triterpenos con propiedades citotoxicas y
hepatoprotectoras. Esta sofisticada combinacion de metabolitos secundarios es la
fundacion cientifica que respalda tanto sus aplicaciones tradicionales como las con-
temporaneas en los campos de la medicina, alimentacion e incluso cosmética. (24)

(25)

4. ACEITE ESENCIAL COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA

Uno de los progresos mas significativos en el campo de la farmacia fue la identifi-
cacion de antimicrobianos destinados para infecciones originadas por bacterias, hon-
g0s y protozoos, sin embargo, con el transcurso del tiempo, estos microrganismos,
se adaptaron metabolicamente. Y este tipo de resistencia experimento un incremento
preocupante restringiendo alternativas terapéuticas existentes. (17)

Los AEs constituyen son compuestos quimicos naturales producidos por las plantas
a través de procesos como la biosintesis, y son responsables de proporcionar el aroma
distintivo que caracteriza a los arboles, flores, frutos, especias y en especia hierbas

en este caso. (18) (19)
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El uso de los AEs no solo representa una oportunidad para el desarrollo de innova-
dores tratamientos médicos, destacando la crucial importancia para investigar y crear
mas terapias fundamentadas en los recursos naturales con el proposito de potenciar

la salud y bienestar integral de la poblacion.

5. ACTIVIDAD ANTIFUGICA DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

En ensayos in vivo e in vitro la actividad antifungica del AE de romero segun Takaki
et al., 2008, indica que el romero tiene un alto contenido de principios activos qui-
micos y bioquimicos, con fines terapéuticos, aromaticos e incluso gastronoémicos.
(20) La actividad antifingica del AE es atribuida a sus componentes, tales como el
1,8-cineol, a-pineno y a-terpineol, estos compuestos son reconocidos por su capaci-
dad para combatir hongos y microorganismos no deseados. (21)

El AEs de romero presenta una actividad antifungica muy significativa, pero puede
verse disminuida en comparacion con la de ciertos antifingicos tradicionales como
la nistatina o el fluconazol, los que son consideradas opciones terapéuticas mas po-
tentes y efectivas en el control de la infeccion, sin embargo, tiene potencial como
una alternativa natural y merece ser explorado con mayor profundidad. (22)

Su mecanismo de accion es a través de una actividad antioxidante por la captura de
radicales libres, inhibicion de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) y pro-
piedades antimicrobianas tanto en bacterias grampositivas como gramnegativas. (23)

24)
6. EQUIPO HIDROEXTRACTOR

El equipo experimental, consta de: generador de vapor, columna de extraccion, con-
densador y separador florentino. El condensador funciona en modo continuo, con
flujo del refrigerante a contracorriente. La presion del vapor generado es superior a
la atmosférica, pero el vapor efluente que extrae al aceite esencial estd a la presion
atmosférica. El calentamiento de la matriz vegetal es considerado uniforme, la de-
gradacion del aceite esencial serd eliminada porque el material no tiene ninglin con-
tacto ni es recalentado en la columna, se desprecia el reflujo interno del vapor con-
densado. El separador florentino, probeta graduada de 250 ml, no es parte de la
unidad de proceso, pero es un medio muy importante para medir el volumen del

producto a obtener y separar el aceite esencial del agua floral producida.
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El procedimiento de este equipo consiste en:

e Arranque del sistema extractor: La matriz vegetal, previamente tratada, es
pesada y cargada a la columna, donde forma un lecho fijo compacto. El ge-
nerador de vapor es alimentado con agua desionizada, el volumen de acuerdo
a su capacidad. A continuacion; encender el sistema de calentamiento, su-
pervisando que la temperatura y presion de vapor generado se encuentren
dentro del rango de operacion predeterminado.

e Procedimiento de extraccion: Una vez alcanzado un valor de presion sufi-
ciente para vencer la resistencia hidraulica del lecho, el vapor de agua es in-
yectado hacia el lecho compacto mediante un distribuidor interno, a través de
una valvula accionada manualmente. Conforme el vapor entra en contacto
con el lecho, la matriz vegetal se calienta y va liberando el aceite esencial
contenido, y éste a su vez, debido a su alta volatilidad se va evaporando. Al
ser soluble en el vapor circundante, es “arrastrado”, corriente arriba hacia el
tope de la columna de extraccion. La mezcla, vapor saturado y aceite esen-
cial, fluye hacia un condensador donde la mezcla es condensada y enfriada,
hasta la temperatura ambiental. A la salida del condensador, se obtiene una
emulsion liquida inestable, que es almacenada y separada en un decantador o
florentino. El proceso termina cuando el volumen de aceite esencial acumu-
lado en el decantador no varia con el tiempo.

o Etapa final: Una vez finalizada la etapa de agotamiento, la columna debe ser
descargada y proceder a pesar el contenido de la matriz vegetal agotada para
determinar la cantidad de agua adsorbida. A continuacidn; el aceite esencial
debe ser retirado del florentino y almacenado en un recipiente de vidrio de
color &mbar para ser almacenado en lugar apropiado. El vapor condensado
acompafante del aceite esencial y que también se obtiene en el florentino, es
llamado “agua floral”, y posee una pequena concentracion de los compuestos
solubles del aceite esencial, lo cual le otorga un ligero aroma, semejante al
aceite obtenido. Finalmente; el hidroextractor debe ser limpiado y cargado

nuevamente con matriz vegetal, para iniciar una nueva operacion.
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7. FLORENTINO

El florentino constituye un componente esencial en el proceso de destilacion por
arrastre de vapor para la extraccion de aceites esenciales, siendo ampliamente em-
pleado en Peru. Este dispositivo fue creado por un ingeniero peruano y ha sido adop-
tado en la industria nacional por su eficiencia y simplicidad en la separacion de fases.
Este equipo de laboratorio desempefia un papel de un separador de fases (también
conocido como decantador dinamico), facilitando una separacion eficaz del aceite
esencial y el hidrolato (agua floral) que se derivan de la condensacion de los vapores
resultantes de la destilacion de material vegetal. (37) (38)

Proceso:

e La combinacion de vapor de agua y aceite esencial es redirigida hacia el con-
densador, donde se enfria gradualmente y se condensa, dando lugar a la forma-
cion de una emulsion liquida altamente inestable.

e Debido a la marcada disparidad en la densidad y la completa incompatibilidad
entre el aceite esencial y el agua, el aceite esencial tiende a acumularse en una
capa separada (por lo general, flotando en la superficie del agua, aunque esta
disposicion puede variar en funcion de la densidad relativa del aceite).

e El florentino est4 disefiado con un ramal lateral que permite desplazar el agua
y favorecer la acumulacion del aceite esencial, facilitando su recoleccion sin
mezclarlo con el hidrolato.

e El hidrolato, que contiene pequefias cantidades de compuestos solubles del

aceite esencial, se recoge como subproducto y puede reciclarse o almacenarse.

8. METODO KIRBY - BAUER
El procedimiento de difusion en disco mas ampliamente utilizado, o también deno-
minado prueba de sensibilidad a los antimicrobianos mediante el método de Kirby —
Bauer, es especialmente apropiado para una evaluacion de la susceptibilidad de mi-
croorganismos de rapida proliferacion. Se fundamente en la disposicion de discos
saturados con diferentes tipos de antibioticos o antifiungicos en medios de cultivo de
agar previamente inoculados con la cepa bacteriana en estudio. Seguidamente des-
pués de un periodo de incubacion entre 16 a 18 horas, se procede a medir el didmetro
de la zona de inhibicion que rodea a cada disco. (29) Sin embargo, hay distintas
variables que afectan el resultado sobre el tamafio de la zona de inhibicion que puede

verse influenciado por multiples factores como: (35)
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e Concentracion especifica del antibidtico en el disco de agar.

e Sensibilidad intrinseca del microorganismo ante determinados agentes antimi-
crobianos.

e Coeficiente de difusion del antibiodtico en el agar que es un pardmetro fundamen-
tal para comprender la eficacia de la difusion de sustancias.

e Tiempo y temperatura de incubacion

e pHy composicion del medio de cultivo

e Espesor del agar

e Densidad del inoculo bacteriano

Este método no es apropiado para bacterias de crecimiento lento, como las anaero-
bias, o para microorganismos exigentes que requieran condiciones especiales sin rea-
lizar previamente las modificaciones necesarias. También, se utiliza en numerosos
laboratorios clinicos para guiar la seleccion adecuada de antibioticos en casos de
infecciones bacterianas, lo cual ayuda a promover un uso méas responsable y dismi-

nuir la aparicion de resistencia bacteriana. (36)
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Figura 3. Ejemplo de procedimiento de la prueba de sensibilidad antimicrobiana
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8.1. RELACION CON DMSO

El DMSO (dimetilsulfoxido) es empleado en el procedimiento de difusion en agar
de Kirby — Bauer gracias a su eficacia para disolver tanto sustancias como la pola-
ridad, lo que simplifica una elaboracion en los discos impregnados con extractos o
compuestos hidrofébicos. (30) (31)

En estudios de sensibilidad antimicrobiana el DMSO es utilizado como control ne-
gativo debido a que carece de cualquier tipo de actividad antimicrobiana intrinseca.
Permitiendo evaluar de manera precisa la efectividad de los agentes antimicrobia-
nos en estudio. Por lo que, esto brinda la oportunidad de evaluar si los resultados
observados pueden ser atribuidos al compuesto que estd sometido a prueba. (32)
(33)

En determinadas situaciones, puede resultar complementario el procedimiento con
metodologias cuantitativas adicionales, tales como una técnica de dilucién en caldo,
con el propoésito de obtener informacion mas detallada acerca de la concentracion

minima inhibitoria (MIC).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS
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1. LUGAR DE EJECUCION
La presente tesis se realiz6 en la Universidad Andina Néstor Céaceres Velasquez, en
los laboratorios del Campus de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, codigo postal

21104, ubicado en el distrito de Juliaca, Departamento de Puno — Peru.

2. MATERIALES

2.1. MATERIAL BIOLOGICO
e Cepas ATCC 10231 de Candida albicans, marca KWIK-STIKTM.
e Ampolla de liquido hidratante

e Isopo de inoculacion

2.2. INSUMOS

e Guantes
e Jeringas
e Papel

¢ Cinta masking

e Regla

e Mascarilla quirargica
e Gorro quirtrgico

e Tijera

e Papel periddico

e Envases (Recoleccion de Romero seco)

2.3. REACTIVOS QUIMICOS
e Agar Dextrosa Sabouraud
e Fluconazol
e Cloruro de sodio

e Aceite esencial de Romero

2.4. MATERIALES DE LABORATORIO
e Pocillos de porcelana
e Vaso de precipitado de 250 ml
e Bagueta de vidrio
e Agua destilada

e Placas Petri de vidrio estériles
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e Tubos de ensayo

e Gradilla

e Micropipeta

e Frasco color ambar
e Balanza analitica

e Mechero Bunsen

e Florentino

e Matraz

2.5. APARATOS Y EQUIPOS
e Hidroextractor de acero inoxidable.
o Estufa SELECTA H.W. Kessel S.A.
e Autoclave SELECTA H.W. Kessel S.A.

2.6. OTROS
2.6.1. SOFTWARE
e GraphPad Prism version 10.3.0.

3. METODOS
La obtencion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. se realiz6 mediante un
equipo de destilacion por arrastre de vapor de agua en el Laboratorio N°5 de Micro-

biologia de la Universidad Andina Néstor Céceres Veldsquez.

3.1. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA PLANTA ROMERO (Rosma-
rinus officinalis L.)
Las muestras botanicas de esta especie vegetal fueron recolectadas minuciosamente
en el distrito de Chiguata, ubicado en la provincia de Arequipa y departamento de
Arequipa, en el transcurso del mes de junio del afio 2024. (ver Anexos Fig.14) Des-
pués de llevar a cabo el proceso de recoleccion, se demostrd fundamental que la
planta se encontrara en un estado de frescura optimo y estuviera completamente libre
de cualquier signo evidente de enfermedad, como la presencia de tonalidades marro-
nes o amarillentas, e incluso la aparicion de pigmentaciones oscuras en las hojas.
Al finalizar el control, se lleg6 a recolectar 8 Kg de Romero. Seguidamente se realizo
un lavado a la muestra con agua a temperatura ambiente para eliminar residuos en-

contrados superficialmente.
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Durante el transcurso de los siguientes treinta dias, se procedio a dejar secar esta
considerable cantidad de romero sobre unas bolsas de pléstico en un lugar idoneo, a
temperatura ambiente, con el fin de prevenir la reaparicion de impurezas en el ro-
mero. (ver Anexos Fig.15)

En la Figura 4 se muestra el diagrama de flujo ilustrado para la recoleccion y prepa-

racion de la muestra

Recoleccion y preparacion de la
muestra

Recoleccion de la muestra |

| Lavar y retirar GE )<)‘ Secar por 30 dias a
[

residuos extraiios ry T° ambiente

K3
R

I

Retirar hojas de los tallos de la
muestra seca

Figura 4. Diagrama de flujo de la recoleccion y preparacion de la muestra (Ros-
marinus officinalis L.) Elaboracion propia

3.2. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO (Rosmarinus offici-
nalis L.)
Para llevar a cabo el proceso de extraccion de los AEs de romero, se procedi6 a quitar
de forma manual las hojas del tallo de la planta, dando como resultado un peso infe-
rior, que fue de 5 Kg. comparando con el peso inicial. Posteriormente se inserto esta
cantidad en el destilador. (ver Anexos Fig.18)
El inicio del sistema extractor se realizé cargando la matriz vegetal, previamente
acondicionada, en la columna de extraccion formando un lecho fijo y compacto. El
generador de vapor se abastece con agua desionizada, respetando la capacidad no-
minal. (7) (ver Anexos Fig.19)
El procedimiento de extraccion culmind exitosamente cuando se logrdé determinar
que el volumen del valioso aceite esencial acumulado en el equipo de laboratorio,
conocido como 'Florentino' (ver Anexos Fig. 20), se mantuvo constante a lo largo
del tiempo, alcanzando la cantidad precisa de 63 mililitros de AEs de romero. Poste-
riormente, fue cuidadosamente transferido a un frasco estéril de tonalidad ambar (ver

Anexos Fig. 22), con el objetivo de preservar sus propiedades intactas. Acto seguido,
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el recipiente fue debidamente etiquetado con informacion relevante y almacenado en
condiciones de refrigeracion controladas, a una temperatura Optima de entre 2 y 7
C°, con el proposito de garantizar su integridad y prevenir posibles alteraciones que
podrian ser provocadas por la exposicion a los dafiinos rayos ultravioleta.

En la Figura 5 se muestra el diagrama de flujo ilustrado de la extraccion del AEs de

Rosmarinus officinalis L.

E ion del AEs de R
officinalis

!

Muestra de romero seca sin residuos
extrafios (5 Kg.) J \
| Agregar muestra al equipo de
-

destilacion por arrastre de vapor
C do el AEs se i Separar fases en una pera de

(N —, Cum —_ ur
6 constante a lo largo del tiempo decantacion

l

Mantener el AEs a T° 6ptima Pasar a un envase color &mbar
de2aTtcC® y rotular

Figura S. Diagrama de flujo de la preparacion para extraer el AEs de Rosmarinus of-
ficinalis L. Elaboracion propia

3.3.PREPARACION DE DILUCIONES DEL AEs DE Rosmarinus officinalis L.
(Romero)
Una vez obtenido el extracto de AEs de Rosmarinus officinalis L. (Romero), se pro-
cedio a preparar las diluciones al 40%, 60% y 80% y 100% de concentracion. Como
disolvente organico altamente utilizado en la industria, se emple6 Dimetilsulfoxido

(DMSO). (ver Anexos Fig. 26)

3.4. PREPARACION DEL CONTROL POSITIVO DEL ANTIFUNGICO: Fluco-
nazol
Se empleo el antifungico Fluconazol en una concentracion de 100 mg/50ml como
control positivo. El farmaco fue diluido cuidadosamente en solucién de Cloruro de
Sodio, dado que esa era su presentacion comercial, para lo cual se realizaron calculos
para obtener una concentracion de 25ug/40ul. Fundamentando porque en el método

a utilizar Kirby Bauer Modificado tiene una capacidad de 40ul en cada pozo.
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3.5. CALCULOS

2pg— pl
X —40pul
X =80png

Calculo para determinar la cantidad de fluconazol y cloruro de sodio

€, =80 ug
V=X
C, = 25 pug (Fluconazol)
Vo, =40 ul
_ 25pg X 40 pl
'R 80ug
V; = 12,5 ul de Fluconazol
Para completar a 40ul

Vi = 27,5 ul de NaCl

Calculo para una cantidad de 50 placas Petri
- Fluconazol

12,5 x50 = 625 ul
- NaCl

27,5 x50 = 1375 ul

625 ul + 1375 ul = 2000 ul 6 2 ml

Concentraciones para cada placa de 40 ul (ver Anexos Fig. 26)
- 40%
40 ul — 100%
X —40%
X =16l
16 ul x 50 placas = 800 ul de AEs
800 ul AEs + 1200 ul DMSO = 2000 ul
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- 60%
40 ul — 100%
X —60%
X =24l
24 ul x 50 placas = 1200 pl de AEs
1200 pul AEs + 800 ul DMSO = 2000 ul
- 80%

40 ul — 100%
X —80%
X =32l
32 ul x 50 placas = 1600 ul de AEs
1600 ul AEs + 400 ul DMSO = 2000 ul

3.6. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS, METODOS Y TECNICAS MI-
CROBIOLOGICAS
La parte experimental se desarroll6 en 2 fases: A) Prueba piloto, desarrollando 3
repeticiones y B) Ejecucion de esta, en la que se realizod 50 repeticiones.
Con el proposito de determinar la actividad antiflingica del AEs de Rosmarinus
officinalis L. (Romero) frente a Candida albicans; empleando el método de difu-
sion en pozos de agar, siguiendo el método descrito por Kirby-Bauer y adaptado

para Romero.

3.6.1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Para el medio de cultivo microbioldgico, se utilizo el medio de Agar Dextrosa
Sabouraud, el cual consistié en una mezcla de 65 gr. de agar por cada litro de
agua, la cual fue esterilizada mediante autoclave a una T° de 121 C° durante un
periodo de 15 minutos, manteniendo el equipo cerrado. Seguidamente se proce-
dié a distribuir un volumen de 20 ml. en cada una de las 50 placas Petri, las
cuales presentaban un diametro de 150 mm. (ver Anexos Fig. 30)

En la Figura 6 se muestra el diagrama de flujo ilustrado de la preparacion del

medio de cultivo.
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Preparacién del medio de cultive ’

Utilizar el medio de Agar Dextrosa
Saboraud (65 gr/1L de agua destilada)

| Esterilizar a 121°C en equipo de

autoclave por 15 minutos o

Y w
ﬂil
—— Distribuir 20 ml per cada placa f\:g — Placas con didmetro de 150 mm
e

(=)

Figura 6. Diagrama de flujo de preparacion del medio de cultivo. Elaboracion
propia

3.6.2. PREPARACION DE POZOS
Se realizaron pozos de 5 mm con una pipeta, 6 por cada placa y se rotularon
segun concentracion del aceite y controles. Seguidamente se sumergio un hisopo
estéril en la suspension presionando contra la pared interna del tubo para des-
cartar el exceso de inoculo. A continuacion, en la superficie de la placa se ex-

tendid en tres direcciones para dispersar uniformemente el indculo.

3.6.3. CEPAS ATCC 10231 DE Candida albicans
Reconstitucion: Las cepas de referencia seleccionadas y adquiridas para su pos-
terior reconstitucion, se usé Agar Dextrosa Sabouraud como medio de cultivo,
y se incubaron a una temperatura constante de 37°C durante un periodo de 48
horas en un ambiente de presencia de oxigeno. Después del aislamiento e iden-

tificacion de cepas ATCC fueron evaluadas frente a los extractos.

3.6.4. PREPARACION Y ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION DEL
INOCULO DE CEPA ATCC 10231 DE Candida albicans
Se seleccionaron entre 3 y 5 colonias de cepas ATCC utilizando un asa bacterio-
logica y se suspendieron en tubos de ensayo que contenian una solucion de clo-
ruro de sodio al 0,9 %. Posteriormente, se procedio a ajustar los ino6culos para
alcanzar una turbidez equiparable al estindar 0.5 de McFarland (105 x 108

UFC/ml) mediante una comparacion visual detallada.

3.6.5. REALIZACION DE POZOS
Se realizaron pozos de 5 mm con una pipeta, 6 pozos por placa, seguidamente se

rotularon seglin concentracion del aceite y controles. (ver Anexos Fig. 31)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

\«m‘ UNIVERSIDAD
%& CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

En la Figura 7 se muestra una referencia de una placa Petri rotulada con los 6

poZzos.

Es80
FLU

DMSO

E 40

Figura 7. Placa Petri rotulada con los 6 pozos. Elaboracion propia

3.6.6. INOCULACION DE PLACAS
Se sumergi6 cuidadosamente un hisopo estéril en la suspension presionando sua-
vemente contra la pared interna del tubo con el fin de descartar el exceso de
indculo presente en la muestra. Posteriormente, en la superficie de la placa se
procedio a extender el inoculo en tres direcciones con el objetivo de lograr una
dispersion uniforme del mismo. (ver Anexos Fig. 31)

En la Figura 8 se muestra el diagrama de flujo ilustrado de inoculacién de placas.

( Inoculacion de placas )
l ¢

Sumergir un hisopo estéril en el tubo
suavemente

| Extender el indculo en la superficie de

la placa en tres direcciones

Figura 8. Diagrama de flujo ilustrado de inoculacion de placas. Elaboracion propia

3.6.7. TRANSFERENCIA DE EXTRACTOS Y CONTROLES
Con una micropipeta se procedid a depositar con sumo cuidado un volumen de
40 microlitros de cada una de las concentraciones preparadas con meticulosidad:

40%, 60%, 80% y 100%. Ademas, se incluy¢ el control positivo con Fluconazol
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a una concentracion de 25 microgramos por 40 microlitros, y como control ne-

gativo se utilizo una solucion de 40 microlitros de DMSO. (ver Anexos Fig. 26)

3.6.8. INCUBACION DE LAS PLACAS
Se esperd un total de 15 minutos posteriores al paso anterior para permitir que
las muestras se estabilizaran adecuadamente, y luego las placas fueron cuidado-
samente incubadas a una temperatura constante de 37 grados Celsius en una es-
tufa especializada para garantizar las condiciones Optimas de crecimiento. Pos-
teriormente, se dejo en reposo durante un periodo de 48 horas en condiciones
Optimas de oxigeno y posteriormente, tras finalizar este lapso de incubacion, se
procedi6 a medir el didmetro de los halos de inhibicién generados en cada placa

utilizando un instrumento de medicion como una regla graduada.

3.6.9. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis de los datos obtenidos en el presente estudio, se empled el soft-
ware GraphPad Prism version 10.3.0. Se realizé un analisis de varianza de una
via (ANOVA one-way) para evaluar las diferencias significativas entre los gru-
pos de tratamiento, incluyendo las distintas concentraciones del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis L., el control negativo (DMSQO) y el control positivo
(fluconazol). Posteriormente, se aplico la prueba de comparacion multiple Dun-
nett como prueba post hoc, con el objetivo de determinar qué tratamientos pre-

sentaban diferencias significativas en comparacion con los grupos control.

4. DIAGRAMA DE FLUJO DE ACTIVIDADES

JUNIO JULIO AGOSTO SETIEMBRE | OCTUBRE | NOVIEMBRE | DICIEMBRE
1/2(3|4|1|(2/3|4(1(2|3(4/1|2/3|4|1(2/3|4/1|2(3|4|1|2/3|4

Ohbjetivos # Actividades

Revision bibliografica

Recoleccion de muestra (Rosmarinus officinalis)

OBJETIVO 1 - - -
Preparacion de muestra (Rosmarinus officinalis)

1
2
3
4 |Extraccion del AEs de Rosmarinus officinalis
7
g
9

Preparacion de diluciones y controles (+ v -)

Procesamiento microbiologico

OBJETIVO 2 Lectura y medicion de placas

10| Analisis de resultados
11 |Procedimiento estadistico
OBJETIVO 3 | 12|Redaccion de tesis

Figura 9. Cronograma de actividades 2024. Elaboracion propia
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CAPITULO III
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. MEDICION DE HALOS DE INHIBICION
Para evaluar la actividad antimicética del aceite esencial de Rosmarinus Officinalis
L. (ROMERO) frente a Candida albicans se midieron los didmetros de los halos de
inhibicion y se compararon con el control positivo Fluconazol. Por lo que se procedio
a pasar esta informacion con valores estadisticos y asi obtener respuestas a las pre-
guntas planteadas en el proyecto. Segun los resultados de las placas Petri, se deter-
mino que, si existe actividad antimicética del Aes a todas las concentraciones siendo
de mejores resultados al 100%, 80% y 60% del extracto en comparacion con el flu-
conazol. Y que el blanco o control negativo, el disolvente DMSO, no tiene ninguna
actividad inhibitoria por lo que no interfiere en la preparacién de las diluciones del

aceite esencial.

Figura 11. Medicion de halos en placas Petri
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2. INFORME DE LECTURA DE HALOS DE INHIBICION DEL AEs de
ROMERO - FLUCONAZOL

Tabla 5. Resultados de valores en milimetros. Elaboracion propia

REPETICIONES DMSO 40% 60% 80% 100% Fluconazol
R1 5 8 8 13 19 20
R2 5 9 10 12 22 23
R3 5 10 12 14 15 22
R4 5 8 13 13 15 20
R5 5 8 12 12 16 25
R6 5 6 11 13 18 28
R7 5 9 9 13 19 23
RS 5 8 10 12 23 22
R9 5 9 12 14 18 26

R10 5 6 10 13 20 21
R11 5 9 9 12 18 19
R12 5 10 11 14 22 23
R13 5 9 10 11 16 22
R14 5 10 8 13 18 24
R15 5 8 10 11 19 25
R16 5 6 9 14 16 22
R17 5 9 12 12 15 24
R18 5 6 10 14 16 19
R19 5 8 8 14 20 20
R20 5 19 11 13 18 18
R21 5 10 9 12 19 23
R22 5 8 12 15 21 20
R23 5 9 8 14 18 22
R24 5 6 9 12 19 19
R25 5 9 11 13 18 24
R26 5 8 8 8 13 30
R27 5 8 8 8 13 28
R28 5 9 9 9 14 28
R29 5 10 10 13 14 30
R30 5 10 10 12 14 28
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R31 5 8 10 10 10 28
R32 5 8 8 11 13 28
R33 5 7 8 10 12 26
R34 5 7 7 10 14 28
R35 5 8 10 10 12 28
R36 5 8 10 10 14 26
R37 5 10 8 10 12 28
R38 5 12 8 11 12 30
R39 5 10 11 12 15 30
R40 5 8 12 14 11 26
R41 5 8 8 11 13 26
R42 5 10 8 10 12 24
R43 5 11 10 12 15 30
R44 5 10 10 12 12 30
R45 5 10 12 12 14 30
R46 5 10 12 13 15 30
R47 5 12 11 11 15 30
R48 5 12 12 12 15 28
R49 5 11 10 11 12 30
R50 5 12 11 12 13 29

PROMEDIO 5 9.08 9.9 11.94 15.5 25.26

Nota: Susceptibilidad segun diametro de halo: <8 mm = Resistente; 9 — 15 mm = Interme-

dio; =16 mm = Sensible

3. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar, y se consider6 un
nivel de significancia de p < 0.05 para todas las pruebas estadisticas. Este andlisis
permitio establecer si el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. presenta activi-
dad antifungica significativa frente a Candida albicans en comparacion con el trata-

miento estandar con fluconazol.
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Tabla 6. Resumen estadistico del andlisis de varianza (ANOVA): componentes de va-

rianza entre y dentro de grupos

Orlge.n d.e Suma de Gl’i.ldOS Promedios Valor cri-
las variacio- de liber- F Prob. .
cuadrados cuadrados tico para F
nes tad
Entre grupos | 12386.04 5 247721 4;3 : P<°1'000 2.4
Dentrodelos | 5674 204 5.64
grupos
Total 14044 299

La prueba de ANOVA de una via realizada para comparar las distintas concentra-
ciones del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L., el control negativo (DMSO)
y el control positivo (fluconazol) mostr6 diferencias altamente significativas entre
los grupos (F = 439.20, p < 0.0001) (Tabla 6). El valor de p < 0.0001 indica que las
diferencias observadas entre los tratamientos no son atribuibles al azar, lo que con-
firma que al menos uno de los grupos presenta un efecto significativamente distinto
en la actividad antifingica frente a Candida albicans. Esto evidencia la eficacia di-

ferencial de los tratamientos evaluados.

Tabla 7. Prueba de Dunnett (Comparaciones multiples entre tratamientos: diferencias de

medias, intervalos de confianza y valores de significancia ajustados)

Comparaciones Diferencifl de ég:;r:gl; (91202) I(;e (Por debajo | Valor p ajus-
promedios Ia diferencia del umbral? tado
DMSO vs. AE 40% -4.080 -5.280 to -2.880 Yes <0.0001
DMSO vs. AE 60% -4.900 -6.100 to -3.700 Yes <0.0001
DMSO vs. AE 80% -6.940 -8.140 to -5.740 Yes <0.0001
DMSO vs. AE 100% -10.74 -11.94 to -9.540 Yes <0.0001
DMSO vs. Fluconazol -20.26 -21.46 to -19.06 Yes <0.0001
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DMSO - Fluconazol | +e-
DMSO - AE 100% - -0~

DMSO - AE 80% - -0~

DMSO - AE 60% - -8~

DMSO - AE 40% - -0~

— T T T 1

25 20 15 10 -5 0
Diferencias entre promedios de grupos

Figura 12. Prueba de Dunnett (Comparacion grafica de las diferencias entre medios de

grupos experimentales del DMSO y AEs)

Los resultados del analisis post hoc de Dunnett compararon las concentraciones del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (40%, 60%, 80% y 100%) y el fluconazol
frente al control negativo (DMSO), mostrando diferencias significativas en todas las
comparaciones (p < 0.0001) (Tabla 7 y Fig. 12). Las diferencias de promedios au-
mentaron con la concentracion del aceite esencial, siendo mas pronunciadas en el
100%, con un intervalo de confianza que excluye el valor cero en todos los casos, lo
que confirma su eficacia antifungica. El fluconazol presento6 la mayor diferencia pro-
medio en comparacioén con el DMSO, sugiriendo un efecto mas potente, aunque las
concentraciones mas altas del aceite esencial (80% y 100%) también demostraron
una actividad considerablemente superior en relacion con las concentraciones mas
bajas. Estos resultados evidencian que el aceite esencial tiene un efecto antifingico
dependiente de la concentracion, alcanzando niveles competitivos frente al flucona-

zol en las condiciones evaluadas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ~5&7%, UNIVERSIDAD
fxCATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

Tabla 8. Comparacion de la eficacia de fluconazol frente a diferentes concentraciones de

AEs y DMSO: andlisis de diferencias de promedios, intervalos de confianza y valores p

ajustados
Comparaciones | PHerenein de | G 050 e 4P debado | Valor p ajus
la diferencia
Flmiffo’/lo v AR 20.26 19.06 to 21.46 Yes <0.0001
Fluconzf)g/tvs' L 16.18 14.98 to 17.38 s <0.0001
Fluconzzgivs' i 15.36 14.16 to 16.56 gres <0.0001
Fluconfg&vs' A 13.32 12.12 to 14.52 X3 <0.0001
Fluconazol vs. DMSO 9.520 8.320 to 10.72 Yes <0.0001
Fluconazol - AE 100% - @~

Fluconazol - AE 80% - -~

Fluconazol - AE 60% - -

Fluconazol - AE 40% - -8~

Fluconazol - DMSO - -
1 1 | 1 1

0 5 10 15 20 25
Diferencias entre promedios de grupos

Figura 13. Representacion grafica de las diferencias de promedios entre fluconazol y AEs

en diferentes concentraciones y DMSO

Los resultados del andlisis post hoc de Dunnett compararon el fluconazol frente a las
concentraciones del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (40%, 60%, 80% y
100%) y el DMSO, mostrando diferencias significativas en todas las comparaciones
(p <0.0001) con intervalos de confianza que excluyen el valor cero (Tabla 8 y Fig.
13). El fluconazol present6é una mayor diferencia promedio en relacion con el aceite

esencial al 40%, indicando una eficacia antifingica superior en este caso. Sin em-
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bargo, las diferencias disminuyeron progresivamente conforme aumento la concen-
tracion del aceite esencial, siendo menores frente al 100%, lo que sugiere que las
concentraciones mas altas del aceite esencial se acercan en eficacia al fluconazol. La
comparacion entre el fluconazol y el DMSO también evidenci6 una diferencia signi-
ficativa, confirmando la alta eficacia del fluconazol en las condiciones evaluadas.
Estos resultados resaltan que el efecto antifingico del aceite esencial es dependiente
de la concentracion, aunque sigue siendo inferior al del fluconazol en todas las com-

paraciones.
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CONCLUSIONES

1. El aceite esencial mostro actividad antifingica significativa en todas las concentra-
ciones evaluadas (40%, 60%, 80% y 100%), evidenciada por la formacion de halos
de inhibicién mayores que el control negativo (DMSO), aunque su efectividad fue
menor que la del fluconazol, que presentd los halos mas grandes (promedio 25.26
mm frente a 15.5 mm del aceite al 100%).

2. El fluconazol, utilizado como control positivo, demostro una eficacia antifingica su-
perior y estadisticamente significativa (p < 0.0001) en comparacioén con todas las
concentraciones del aceite esencial, aunque la diferencia en el efecto se redujo con-
forme aumentaba la concentracion del aceite, sugiriendo que concentraciones altas
del aceite esencial pueden acercarse a la efectividad del medicamento.

3. La comparacion estadistica mediante ANOVA 'y la prueba post hoc de Dunnett con-
firm¢6 diferencias significativas entre el fluconazol, las distintas concentraciones del

aceite esencial y el control negativo (DMSO).
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda investigar la sinergia entre el aceite esencial y antifingicos conven-
cionales como el fluconazol, para explorar posibles combinaciones que potencien la
eficacia y reduzcan la resistencia.

e Optimizar y estandarizar los procesos de extraccion y formulacion del aceite esencial
para maximizar su concentracion y estabilidad, buscando mejorar su efectividad an-
tifungica.

e Ampliar la investigacion hacia otros microorganismos patdégenos y cepas resistentes
para determinar el espectro antifungico del aceite esencial de romero.

e Promover la difusion y aplicacion de terapias complementarias basadas en aceites
esenciales en comunidades con acceso limitado a medicamentos convencionales,

siempre bajo supervision profesional.
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Figura 15. Muestra seca de Rosmarinus Officinalis L.
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Figura 17. Equipo hidroextractor de acero inoxidable
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Figura 18. Llenado del equipo de destilacion por arrastre de vapor con la muestra Rosma-

rinus Officinalis L.

Figura 19. Instalacion del equipo de destilacion por arrastre de vapor
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Figura 20. Equipo de laboratorio ‘Florentino’

Figura 21. AEs destilado. (a) AEs concentrado en el equipo Florentino. (b) Hidrolato del
AEs de Rosmarinus Officinalis L.
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Figura 23. Residuo vegetal de Rosmarinus Officinalis destilado
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Figura 24. Separacion de fases: Hidrolato y AEs de Rosmarinus Officinalis L. en pera de

decantacion

Figura 25. (a) Fluconazol en NaCl 100mg/50ml. (b) DMSO
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Figura 26. Preparacion de diluciones del AEs de Rosmarinus Officinalis L. al 40%, 60%,
80% y 100%

Figura 27. Candida albicans. (a) Cepas ATCC 10231 de Candida albicans. (b) Hisopo de
inoculacioén
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Figura 28. Envases (a) Agar Dextrosa Saboraud 500 mg (b) Formulacion

Figura 29. Preparacion del medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud. (a) Pesado (b)

Mezcla con agua destilada
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Figura 30. Esterilizacion del medio de cultivo en autoclave. (a) Equipo de autoclave. (b)
Matraz con preparacion. (c) Preparacion esterilizada. (d) Llenado de placas Petri con me-

dio de cultivo.

Figura 31. Placa Petri (a) Rotulacion y realizacion de pozos. (b) Inoculacion de placas Pe-
tri.
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Figura 32. Incubacion de las placas en estufa

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=x . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD ANDINA
“NESTOR CACERES VELASQUEZ”

FACULTAD DE CI1ENCIAS DE LA SALUD
E.P. de Favmacia y Bioguimica

CONSTANCIA

QUIEN SUCRIBE, DIRECTORA DE LA ESCUELA
PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE
LA UNIVERSIDAD ANDINA NESTOR CACERES
VELASQUEZ

HACE CONSTAR:

Que la Srta Almendra Fernanda Alarcén Alvaro con DNI: 70788657 -
Cédigo de estudiante UCSM : 2018174282 ha realizado la parte
experimental de su tesis titulada:

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE ROSMARINUS OFFICINALIS L. (ROMERO) FRENTE
A CANDIDA ALBICANS IN VITRO COMPARADO CON
FLUCONAZOL

Su asistencia al laboratorio N°5 de Microbiologia, de nuestra escuela
profesional ha sido desde el 02 de enero al 17 de enero del presente aiio.

Se le expide la presente constancia, a solicitud de la interesada, para los fines
que estime conveniente.

Juliaca, 20 de enero de 2025

weSTOR RGeS
cC. Ar : Lons .
h. MSc Ma Loayza
: e rANE B,

Jr. Loreto N® 450 - Central Telefonica: (051) 321142 - Juliaca - Puno - Peru - Pag. Web: www.uancv.edu.pe

Figura 33. Constancia de autorizacion de acceso y uso de laboratorio N°5 de Microbiolo-

gia en la Universidad Néstor Caceres Velasquez en la ciudad de Juliaca.
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