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Efectividad antimicotica del aceite esencial Citrus sinensis frente a C. albicans ATCC

en el campo odontoldgico. Estudio in vitro.
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Resumen

Introduccion: Este estudio se centra en la efectividad antifangica del aceite esencial de
Citrus sinensis frente a Candida albicans, una infeccion fungica comun en la cavidad bucal.
Objetivo: Analizar la eficacia del aceite esencial de Citrus sinensis frente a C. albicans a
diferentes concentraciones. Metodologia: Se incluyd un andlisis microbioldgico utilizando
diferentes concentraciones del aceite esencial Citrus sinensis y la evaluacion de su efecto
mediante la medicion de halos de inhibicién. Se aplicaron métodos estadisticos no
paramétricos, como la prueba de Kruskal-Wallis, para analizar la relacion entre la
concentracion del aceite y su eficacia antimicética. Resultados: Se mostré que, aunque el
aceite de Citrus sinensis no presentd diferencias estadisticamente significativas en su
actividad antifungica a las distintas concentraciones, se reporto el valor de p 0,069, lo que
indica que no hay diferencias signitivativas. Esto sugiere que su uso en concentraciones mas

altas podria ser beneficioso en tratamientos complementarios. Conclusion: El aceite esencial
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de Citrus sinensis podria ser considerado como una opcién complementaria en el tratamiento
de infecciones por hongos, pero se requiere mas investigacion para entender su sinergia con

otros aceites y su aplicacion en odontologia.

Palabras clave: Candida albicans, Candidiasis bucal, Citrus Sinensis, Pruebas de

Sensibilidad Microbiana.

Abstract

Introduction: This study focuses on the antifungal effectiveness of Citrus sinensis essential
oil against Candida albicans, a common fungal infection in the oral cavity. Objective: To
analyze the efficacy of Citrus sinensis essential oil against C. albicans at different
concentrations. Methodology: A microbiological analysis was performed using different
concentrations of Citrus sinensis essential oil, and its effect was evaluated by measuring
inhibition zones. Nonparametric statistical methods, such as the Kruskal-Wallis test, were
applied to analyze the relationship between oil concentration and its antifungal efficacy.
Results: Although Citrus sinensis oil did not show statistically significant differences in its
antifungal activity at the different concentrations, a p-value of 0.069 was obtained, indicating
no significant differences. This suggests that its use at higher concentrations could be
beneficial in complementary treatments. Conclusion: Citrus sinensis essential oil could be
considered as a complementary option in the treatment of fungal infections, but further

research is needed to understand its synergy with other oils and its application in dentistry.

Keywords: Candida albicans, Oral candidiasis, Citrus sinensis, Microbial Sensitivity

Testing.



Introduccion

Las enfermedades orales, segun la Organizacion Mundial de la Salud, la caries dental, la
enfermedad periodontal y la candidiasis. Forman parte de un problema de salud publica. (1)
El agente etiologico de la candidiasis bucal, Candida albicans (C. albicans) es una levadura
dimérfica oportunista, que forma parte de la microbiota oral normal en un 30-60% de los
adultos sanos.(2,3) Sin embargo, factores como la inmunosupresion o el uso de protesis
dentales pueden favorecer su transformacion patogénica, dando lugar a infecciones fangicas
recurrentes. (4-6) La candidiasis bucal, se manifiesta tipicamente como placas blancas en la
mucosa oral. Su diagndstico es principalmente clinico, complementando en ocasiones con
examenes microbiol6gicos para identificar la especie de Candida involucrada. El tratamiento
estandar incluye antifingicos topicos, como nistatina 0 miconazol; en casos mas severos o

resistentes, se emplean antifingicos sistémicos como fluconazol. (6,7)

C. albicans tiene la capacidad de formar biofilms, lo que incrementa la resistencia a los
tratamientos convencionales, particularmente polienos y azoles, debido a los mecanismos
como bombas de flujo, regulacion génica y mutaciones enzimaticas. (1,8,9) Este fendmeno
resalta la necesidad de explorar nuevas alternativas terapeuticas para combatir la resistencia
antifingica, asi como evitar los posibles efectos adversos que generan estas terapias

convencionales. (10,11)

La fitoterapia, basada en compuestos naturales derivados de plantas, ha ganado gran atencion
en las ultimas décadas por su potencial antimicrobiano.(12) Entre estas terapias destacan los
aceites esenciales, los cuales presentan propiedades antimicéticas, antiinflamatorias y
antioxidantes, actuando mediante mecanismos como cambios en las membranas
celulares gracias a sus componentes lipofilicos que alteran la permeabilidad de las

membranas de los microorganismos, provocando disrupciones en su estructura y alterando



el equilibrio osmético, provocando la liberacién de componentes intracelulares, provocando

la muerte celular o inhibiendo el crecimiento. (13-16)

Estos mecanismos acttan en la variacion de la reproduccion del oxigeno en especies
reactivas, induciendo la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), causando dafio
oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, lo que culmina en estrés oxidativo y apoptosis de los

microorganismos. (17)

En base a este contexto, esta investigacion se enfocara en evaluar la efectividad antimicética
del aceite esencial de Citrus Sinensis, en donde estudios previos in vitro han reportado su

eficacia contra diversas especies de C. albicans. (18)

El objetivo de la investigacion analiza la efectividad antifingica del aceite esencial Citrus

Sinensis frente a C. albicans a diferentes concentraciones, aplicandolo en la odontologia.

Metodologia

Se trata de un estudio laboratorial de corte longitudinal, ejecutado en los laboratorios del
Centro de Investigacion, Innovacion y Transferencia de Tecnologia de la Universidad
Catdlica de Cuenca (CIITT), este proyecto responde a uno de los objetivos de un proyecto
de investigacion aprobado en convocatoria Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS-

UCAUCE) cuya codificacion corresponde PICODS21-21.

Criterios de inclusion: Candida albicans ATCC 60193 (cepa resistente), aceites puros y

certificados (Citrus sinensis).

Criterios de exclusion: Aceites con otros compuestos, cepa C. albicans ATCC sensibles,

aislamiento clinico de C. albicans de origen humano y muestras contaminadas.



Analisis microbioldgico

Activacion y siembra de Candida Albicans: La cepa fue activada y cultivada en un medio
de agar Mueller-Hinton (MH), preparado de acuerdo con las especificaciones técnicas del
fabricante, asegurando la calidad y reproducibilidad del medio de cultivo. Antes de la
inoculacion, se realiz6 la dilucion de la cepa ajustandola a una densidad de 0,5 en la escala
de McFarland, que equivale aproximadamente a 1,5 x 10® unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL), garantizando una concentracion estandar de microorganismos para

las pruebas microbioldgicas.

La inoculacion se llevo a cabo utilizando la técnica de siembra masiva dentro de una cabina
de flujo laminar (BIOAIR-TopSafe), lo que permitié distribuir uniformemente el
microorganismo sobre la superficie del medio de cultivo, minimizando la contaminacion y
asegurando resultados consistentes. Posteriormente, las placas inoculadas fueron incubadas
en una estufa de laboratorio (Memmert® modelo UF110) a una temperatura controlada de
25 °C, durante un periodo de 24 a 48 horas, tiempo suficiente para observar el crecimiento y

los efectos inhibitorios de las sustancias en estudio.

Preparacién de concentraciones y controles: Se prepararon soluciones de aceite esencial
a evaluar en concentraciones del 25%,50%,75% y100%, empleando fluconazol (control
positivo) y agua destilada (control negativo). Todas las concentraciones fueron trabajadas en

triplicado para garantizar la reproduccion y precision de los resultados.

La técnica que se empled para la inoculacion de Céandida albicans fue mediante siembra
masiva en las cajas petri triplicadas. Se colocaron discos de sensibilidad en blanco sobre el
medio y se depositaron las distintas concentraciones del aceite y los controles en los discos

correspondientes.



Observacion, medicion y analisis de resultados: Transcurrido el tiempo de incubacion, se
evaluo la formacion de halos de inhibicion en cada una de las muestras. Las medidas de los
halos se registraron mediante el método de Kirby-Bauer y se analizaron para determinar la
actividad antifngica de las diferentes concentraciones del aceite, comparando los resultados

con los controles positivo.

Este procedimiento permitié un andlisis y control de la actividad antiflngica, asegurando

condiciones 6ptimas para la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados.

Flujograma del anélisis microbiolégico.
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Figura 1. Flujograma del anlisis microbioldgico y efectividad antimicética del aceite

esencial Citrus Sinensis. Elaboracion de la autora.



Se realiz6 un analisis estadistico, en donde se utilizé6 métodos no paramétricos para evaluar

la relacion entre las variables concentracion y halo.

Para ello, se implementaron la prueba de Kruskal-Wallis y se analizaron los datos a través
de un diagrama de caja (box plot). Todo el andlisis se realizo utilizando el software SPSS

version 26, garantizando precision y confiabilidad en los calculos estadisticos.

Resultados

Los datos no tuvieron normalidad, por lo que se hizo el analisis no paramétrico de la variable

independiente.

La Hipotesis nula establece que la distribucion del halo es la misma entre las distintas
categorias de concentraciones de Citrus sinensis. Para evaluar esta hipdtesis, se llevé a cabo
una prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes. El valor de significacion
(Sig.) obtenido fue de 0,069. Con base en este resultado, se decide retener la hipétesis nula.
Los datos no tuvieron normalidad, por lo que se hizo el analisis no paramétrico de la variable

independiente.

El valor de significacion de 0,069 muestra que no hay suficiente evidencia estadistica para
rechazar la hipo6tesis nula al nivel de significacion de 0,05. Las condiciones del estudio, el
aceite esencial de Citrus sinensis no mostré diferencias significativas en su actividad

antifungica contra Candida albicans entre las diferentes concentraciones evaluadas.



Tabla de especie, concentraciones y halos de medicion segin método de Kirby-Bauer.

Especie vegetal

Concentraciones (%)

Halos de medicion

(mm)

(Kirby-Bauer)

Especie: Citrus sinensis

25 5
25 5
25 6
50 9
50 9
50 6
75 13
75 11
75 6
100 13




100 13

100 9
Control positivo (Flz) - 19
Control Negativo (Agua - 0

destilada)

Tab 1. Tabla de especies, mediciones segln sus concentraciones, control positivo y control

negativo.

Las mediciones y concentraciones presentadas muestran que para el valor de 5mm las
concentraciones son de 25% en dos ocasiones; para el valor de 6mm, hay concentraciones de
25% en una ocasién y 50% en dos ocasiones; luego, para la medicion de 9mm, se registran
concentraciones de 50% en dos ocasiones y de 100% en una ocasion. La medicion de 11mm
tiene una concentracion de 75%, mientras que para el valor de 13mm, se encuentran
concentraciones de 75% en una ocasion y de 100% en dos ocasiones. En la medicion de
19mm se menciona un valor de fluconazol (control positivo) y por ultimo, la medicion de

Omm representa agua destilada (control negativo), indicando ausencia de concentracion.




Resultados de halos de inhibicién
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Fig 2. Se muestran resultados respecto a los halos de inhibicion encontrados.

Se evaluaron concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100 % de halo de inhibicion mediante el
método Kirby-Bauer para analizar el efecto antiflngico. Se establecieron controles, donde el
control positivo (5) mostr6 un rendimiento alto, lo que indica un efecto significativo
contra Candida albicans, y el control negativo (6) evidencio un efecto nulo, mostrando la
falta de actividad antifungica. En cuanto a los resultados por concentracion, a 25 % se
produjo un halo de inhibicién menor, indicando una limitada actividad antifingica. A 50% ,

se observo un incremento modesto en la actividad, mientras que a 75 % se alcanzé un



aumento significativo en comparacion con las concentraciones mas bajas. Finalmente, a 100
%, se reflejo la mayor actividad antifungica, acercandose a los resultados del control positivo.
Los resultados muestran una clara tendencia creciente en la actividad antifungica por el
aumento de la concentracion del aceite esencial de Citrus sinensis, lo que sugiere un efecto
acumulativo. Este andlisis se llevo a cabo utilizando el software SPSS de Gltima generacion,

lo que permitié una interpretacion mas precisa de los datos.

Andlisis de resultados

En la concentracion de 25%, la mediana se sitGa en 5 mm, lo que indica una baja actividad
antifungica. La dispersién de los datos es muy estrecha, con un rango intercuartilico (IQR)
pequefio, sugiriendo que las mediciones son homogéneas y presentan poca variabilidad.
Ademas, no se identifican valores atipicos, lo que refuerza la consistencia de los resultados.
Al aumentar a 50%, la mediana alcanza aproximadamente 7 mm, sugiriendo una mejora en
la actividad antifungica, y aunque la dispersion se incrementa, mostrando bigotes mas largos
en el grafico, no se observan valores atipicos visibles, lo que mantiene la relativa consistencia
de los datos. (19) En la concentracion de 75%, la mediana es notablemente més alta, cercana
a 10 mm, reflejando una actividad antifungica evidente. Sin embargo, la variabilidad es
mayor que en la concentracion de 50%, con un IQR amplio y bigotes mas largos, lo que
sugiere una considerable dispersion de los datos; aqui se detecta un valor atipico cerca de 20
mm, lo que indica la necesidad de un analisis mas detallado para entender su origen.
Finalmente, en la concentracion de 100%, la mediana se asemeja a la de 75%, aunque con
un rango ligeramente menor, evidenciando un alto nivel de actividad antifingica. La
variabilidad es menor en comparacion con la concentracion anterior, con un IQR mas

pequerio y bigotes mas cortos, indicando datos mas concentrados en su distribucién, y no se



observan valores atipicos, sugiriendo una mayor estabilidad en los resultados comparativos.

(20)

Discusién

Esta investigacion se enfoca en la actividad antifingica del aceite esencial Citrus Sinensis
ATCC, con el objetivo de analizar la eficacia del aceite esencial frente a C. albicans a

diferentes concentraciones.

El mecanismo de accion de Citrus Sinensis incluye la inhibicion de la sintesis de la membrana
celular mencionada anteriormente, la cual altera la permeablidad, asi como la interferencia
con la sintesis de ergosterol. La actividad antioxidante de este aceite esencial contribuye al

dafo celular en hongos como Candida Albicans. (21)

El uso del aceite esencial influiria en la formacion de biopeliculas de C. albicans, limitando

su crecimiento y adherencia, ademas de afectar la produccion de la matriz extracelular.(22)

Los resultados obtenidos para el aceite esencial Citrus Sinensis indican que, aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en su actividad antifangica a
diferentes concentraciones, se observo una tendencia creciente en la eficacia antifingica a
medida que aumentaba la concentracion del aceite esencial Citrus Sinensis. Sin embargo, a
50% y 75%, el efecto fue minimo, sugiriendo que su uso podria ser mas efectivo en

tratamientos complementarios.

En comparacién con el estudio de Maria Andrea Ortiz Timbi (2017), el aceite esencial de
Cinnamomum verum mostré una notable actividad antifungica, con una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 39 ppm, lo que indica una alta sensibilidad de Candida
albicans.(23) De manera similar sucede con el estudio de Andrea Nicole Velastegui Pazos

de la Universidad Nacional de Chimborazo (2022), el aceite de Melaleuca alternifolia



demostro ser eficaz en concentraciones del 75% y 100%, presentando halos de inhibicién
significativos.(24) Estos hallazgos posicionan al aceite de canela y al aceite de arbol de té

como opciones mas potentes en la lucha contra infecciones por hongos.

De acuerdo con la investigacion realizada por Lesley Esperanza Guazanda Orrala de la
Universidad Politéctica Salesiana sede Guayaquil (2024), el aceite esencial de Piper
imperiale también mostrd un potencial considerable, con una CMI de 6894,286 pg/ml, lo
que sugiere que puede ser una alternativa viable a los tratamientos antifingicos
tradicionales.(25) La capacidad de este aceite para inhibir el crecimiento de Candida spp.

resalta la importancia de explorar aceites esenciales como opciones terapéuticas.

Por otro lado, citando el trabajo de Carmen Rosa Vasquez Gavidia de la Universidad Catdlica
de los Angeles Chimbote (2018), el aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla)
demostro tener un efecto antimicotico significativo, especialmente a concentraciones mas
altas, lo que sugiere su potencial en el tratamiento de infecciones fangicas.(26) Asimismo,
segun Valverde Quinaluisa Patricia Yaquelin (2017), el aceite de orégano ha sido reconocido
por sus propiedades antimicrobianas, lo que lo convierte en un candidato interesante para su

inclusién en tratamientos antifangicos.(27)

Segun Adriana Elizabeth Echeverria Erazo de la Universidad Nacional de Chimborazo
(2017), el aceite de eucalipto, conocido por sus propiedades antimicrobianas, también merece
atencion, aunque su eficacia especifica contra Candida spp. requiere mas investigacion.
(28)(29) EIl andlisis efectuado por Ronald H. Dilas-Castillo y Estenia Alberca-Torres
publicado en Epistemia Revista Cientifica (2024), al aceite de jengibre (Zingiber officinale),
se ha documentado su potencial antiflngico, lo que sugiere que podria ser util en la

formulacién de tratamientos combinados. (30)



La publicacién realizada por Elizabeth Paucar, Nimia Peltroche y César Feliz Cayo en la
Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas (2021), el aceite esencial de Minthostachys
mollis mostrd una actividad inhibitoria notable frente a varios patdgenos, incluyendo
Candida albicans, lo que sugiere su potencial en el tratamiento de infecciones fungicas.(31)
Finalmente el articulo original de Diana Eugenia Churata, Donald Ramos, Hilda Moromi,
Elba Martinez, Américo Castro, Ruth Garcia de la Guarda en la Revista Estomatoldgica
Herediana (2016) , el aceite de Citrus paradisi (toronja) presento en la concentracion de 25%

actividad antifangica mas efectiva sobre cepas clinicas de Candida albicans. (32)

El andlisis del aceite esencial de Citrus sinensis mostré actividad antifungica moderada que
mejora con la concentracion, con halos de inhibicién de 5 mm a 25% y 10 mm a 75%. A
100%, la actividad se mantuvo alta, lo que indica un efecto acumulativo positivo. En
comparacion, el Cinnamomum verum sobresale con una CMI de 39 ppm, demostrando alta
sensibilidad frente a Candida albicans, consolidandose como uno de los aceites mas
efectivos. De igual forma, el Melaleuca alternifolia mostré eficacia significativa en
concentraciones del 75% y 100%, posicionandose junto al aceite de canela en efectividad.
Por otro lado, el Piper imperiale tiene una CMI de 6894,286 pg/ml, sugiriendo menor
efectividad en comparacion con los anteriores, aunque su potencial como alternativa se
reconoce, por lo que el aceite de Citrus sinensis ofrece una actividad antifingica moderada,
mientras que el aceite de Cinnamomum verum Yy el de Melaleuca alternifolia son opciones

mas potentes para el tratamiento de infecciones por hongos.



Conclusién

La investigacion sobre la efectividad antimicotica del aceite esencial de Citrus sinensis frente

a Candida albicans ATCC 60193, ha revelado hallazgos importantes.

Aunque el aceite Citrus sinensis presenta una actividad antifungica moderada en
comparacion con otros aceites esenciales y no se detectaron diferencias significativas en su
eficacia entre las concentraciones estudiadas, su perfil de seguridad y disponibilidad lo
convierten en un candidato interesante para ser utilizado en combinacion con aceites mas

efectivos.

Es fundamental continuar explorando alternativas naturales como los aceites esenciales, no
solo para diversificar las opciones terapéuticas, sino también para abordar la creciente
resistencia a los antifungicos convencionales. Investigaciones futuras podrian centrarse en la
sinergia entre el aceite esencial de Citrus sinensis y otros aceites, asi como en su aplicacion
en tratamientos complementarios para infecciones por hongos, especialmente en pacientes
con sistemas inmunoldgicos comprometidos. Aunque los resultados actuales no respaldan al
aceite como una solucion concluyente contra la candidiasis, abren la puerta a nuevas
investigaciones que podrian ampliar nuestro conocimiento y ofrecer nuevas esperanzas en el
tratamiento de estas infecciones. Ademas, seria adecuado considerar una posible aplicacion
del aceite esencial en formulaciones odontoldgicas como enjuagues, pastas dentales o geles
topicos y asi aprovechar sus propiedades antifingicas y antioxidantes para prevenir

infecciones orales.
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