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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones causadas por Candida albicans tienen una incidencia
recurrente a nivel global. Esto se debe a la prevalencia del uso continuo de medicamentos
antifingicos como anfotericina b y ketoconazol, dando como resultado una resistencia a los
mismos. Por ello, muchas investigaciones han buscado alternativas factibles a base de

plantas medicinales. Un claro ejemplo de ello, es el extracto de Laurus nobilis.

Objetivo: Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto de laurel "Laurus nobilis" frente

a Candida albicans.

Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio experimental, cuantitativo, cuya clasificacion
pertenece a un experimento puro, con un muestreo no probabilistico por conveniencia.
Mismo, que se genera por la aplicacion de métodos como la maceracion y la difusion en
disco. A su vez, se utilizaron programas para la recopilacion de datos y analisis estadistico

del estudio, los cuales fueron Microsoft Office Excel, version 2020 y SPSS 26.0.

Resultados: El extracto de Laurus nobilis a concentraciones de 100, 75 y 50% presenta
una accion antifungica frente a Candida albicans. Este hecho se debe a la presencia de
halos de inhibicidn, los cuales segun la escala de Duraffourd, se catalogan como sensibles.

Conclusiones: Los resultados que se alcanzaron son de gran relevancia en el ambito
clinico y cientifico, ya que permitiran fomentar el uso de tratamientos a base de recursos

naturales frente a microorganismos.
Palabras clave: Candida albicans; Laurel; Anfotericina b; Ketoconazol

ABSTRACT

Introduction: Infections caused by Candida albicans have a recurrent incidence globally.
This is due to the prevalence of continuous use of antifungal medications such as
amphotericin b and ketoconazole, leading to drug resistance. Consequently, many
investigations have sought viable alternatives based on medicinal plants. A clear example

of this is the Laurus nobilis extract.

Objective: To evaluate the in vitro antifungal effect of laurel extract "Laurus nobilis" against

Candida albicans.

Methodology: An experimental, quantitative study was conducted, classified as a pure

experiment, using non-probabilistic convenience sampling. It is generated by the application
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of methods such as maceration and disk diffusion. In turn, programs such as Microsoft Office
Excel, version 2020, and SPSS 26.0 were used for data collection and statistical analysis of
the study.

Results: Laurus nobilis extract at concentrations of 100, 75, and 50% showed antifungal
action against Candida albicans. This fact is due to inhibition halos, which are classified as

sensitive according to the Duraffourd scale.

Conclusion: The results obtained are relevant in the clinical and scientific fields since they

will promote the use of treatments based on natural resources against microorganisms.
Key words: Candida albicans, Laurel, Amphotericin b, Ketoconazole

RESUMO

Introdug&o: As infec¢gdes causadas por Candida albicans apresentam incidéncia
recorrente em todo o mundo. Isso se deve a prevaléncia do uso continuo de medicamentos
antifingicos como anfotericina B e cetoconazol, resultando em resisténcia a eles. Por esse
motivo, muitas investigacées tém buscado alternativas vidveis baseadas em plantas

medicinais. Um exemplo claro disso € o extrato de Laurus nobilis.

Objetivo: Avaliar o efeito antifingico in vitro do extrato de louro "Laurus nobilis" contra

Candida albicans.

Materiais e métodos: Foi realizado um estudo experimental, quantitativo, cuja
classificacdo pertence a um experimento puro, com amostragem nao probabilistica por
conveniéncia. O mesmo, que é gerado pela aplicagdo de métodos como maceracao e
difusdo em disco. Por sua vez, foram utilizados os programas para coleta de dados e analise

estatistica do estudo, que foram o Microsoft Office Excel, versdo 2020 e o SPSS 26.0.

Resultados: O extrato de Laurus nobilis nas concentragdes de 100, 75 e 50% apresenta
acdo antifangica contra Candida albicans. Este fato se deve a presenca de halos de

inibicdo, que segundo a escala de Duraffourd, séo classificados como sensiveis.

Conclusdes: Os resultados alcancados sédo de grande relevancia no campo clinico e
cientifico, pois permitirdo promover o uso de tratamentos baseados em recursos naturais

contra microrganismos.

Palavras-Chave: Candida albicans; Louro; Anfotericina b; Cetoconazol




INTRODUCCION

Candida albicans es un hongo ascomiceto, de naturaleza diploide, con un diametro
aproximado de 2-4 um (1). Crece a una temperatura optima de 37°C en zonas célidas y
hiamedas del organismo, por ello, se sabe que forma parte de la microbiota normal del
cuerpo humano, encontrandose habitualmente en la boca, el tracto gastrointestinal y la

vagina, sin generar problemas en condiciones normales (2).

Pese a ello, el mismo desempefia un papel significativo, ya que es responsable del 70% de
las infecciones fungicas a nivel mundial (3). Su capacidad patogénica se manifiesta en
cuatro etapas distintas: colonizacion, infeccion superficial, profunda y diseminacion, dando

como resultado infecciones conocidas como candidiasis y candidemia (1).

Su recurrencia en los diferentes paises del mundo es variada, pero se considera que tiene
una frecuencia del 78-89% en Estados Unidos, Europa y Australia (4). No obstante, en
paises de América del Sur, Candida albicans es un patdgeno predominante en procesos
infecciosos ocupando el primer lugar. En Argentina, por ejemplo, la candidiasis vaginal en
mujeres gestantes es de 90,4% y en pacientes con infecciones sistémicas provenientes de
unidades de cuidados intensivos es de 48,6% (5). Chile a su vez proporciona datos de 384
casos de candidemia en pacientes de 18 hospitales diferentes, donde el 65% fueron
adultos, y su prevalencia fue del 39% (6). Segun Riera et al, en el afio 2017(5), Brasil
informé una distribucién de candidiasis vaginal en mujeres gestantes con una incidencia del
35,3%.

Si bien, estas infecciones son tratadas a base de medicamentos antifungicos como la
anfotericina B y el ketoconazol, estos han ido perdiendo su potencial clinico debido a su

uso frecuente, generando asi una resistencia a ellos (7).

Ante esta situacion, la comunidad cientifica ha dado paso a la busqueda de nuevos
tratamientos a base de recursos naturales, siendo una de ellas el extracto de Laurus nobilis,
misma, que presenta una accion antifangica prometedora frente a Candida albicans, la cual

es corroborada por investigaciones como:

La revision de Latti et al (8), evidencia la actividad antifungica del extracto de Laurus nobilis
(laurel) frente a Candida albicans, gracias a la formacién de zonas de inhibicion, las cuales
son catalogadas como sensibles frente a este microorganismo. A su vez, Mohamed Noha
M et al (9), afirma que el efecto inhibitorio por parte del extracto de laurel a Candida albicans
es debido a la presencia de compuestos como: 4-metilcatecol, fitol, hidrato cis-sabinen, éter
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guercetintetrametilico, dimetoxi-3-hidroxiflavona, farnesol y acetato de bornilo. En cambio,
Fidan et al (10), menciona que los componentes antioxidantes del extracto de laurel pueden
originar estrés oxidativo en las células de Candida albicans, lo cual puede generar a corto
plazo su muerte celular. Finalmente, Ureyen Esertas et al (11), afirma que el efecto
antimicrobiano del extracto de Laurus nobilis se da gracias a la influencia del diluyente
usado y los halos de inhibicién formados, siendo, los microorganismos con mayor inhibicién

Candida albicans y Mycobacterium smegmatis.

La accion antifungica, mencionada anteriormente por los estudios se da gracias a la
presencia de 45 componentes como el: 4-metilcatecol (22,86%), seguido por el fitol
(10,27%), hidrato cis-sabinen (8,3%), el éter quercetintetrametilico (7,51%), dimetoxi-3-

hidroxiflavona (7,11%), farnesol (2,46%) y acetato de bornilo (2,8%) (12,13,14).

Por esta razén el presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto antifingico in vitro

del extracto de laurel "Laurus nobilis" frente a la Candida albicans.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental, cuantitativo, cuya clasificacion pertenece a un
experimento puro, con un muestreo no probabilistico por conveniencia, a partir de una
poblacién de estudio comprendida por cepas comerciales de Candida albicans ATCC 10231
y el extracto de Laurus nobilis; la misma, que fue llevada a cabo en las instalaciones del

CITT de la Universidad Catolica de Cuenca.

Las hojas de laurel fueron recolectadas de un vivero, ubicado en la provincia de Saraguro.
La autenticacién de la muestra fue realizada por una bidloga, quien llevé a cabo un analisis
detallado de las caracteristicas morfologicas de las hojas, incluyendo la nerviacion y las
propiedades organolépticas. Para asegurar la calidad de las hojas, se seleccionaron
aguellas que no presentaban manchas solares, rasgaduras ni imperfecciones. En total, se
recolectaron 941,1 g de hojas, las cuales fueron sometidas a un lavado exhaustivo con agua

potable y agua destilada, con el objetivo de eliminar cualquier residuo presente en ellas.

Posterior a ello, se sometié a la materia prima a un proceso de secado, el cual consistié en
colocar 469g de la misma en dos equipos distintos. El primer equipo fue un liofilizador de la
marca Alpha 1-4 LD plus, cuya temperatura giraba en torno a -70°C. El segundo equipo fue

una estufa de aire forzado perteneciente a la marca Memmert, cuya temperatura fue de




78°C. Ambos equipos proporcionaron un producto final seco, el cual se obtuvo al cabo de

49 horas en el primer equipo y, a las 18 horas en el segundo equipo.

Una vez obtenida la materia prima seca, se la sometié a maceracion. Para ello, se utilizo
alcohol potable al 96%, realizando 3 diluciones en proporciones de 1:10, 1:6 y 1:3. Dichas
diluciones reposaron durante un mes en frascos de vidrio ambar, almacenados en un lugar
oscuroy fresco con el fin de garantizar la estabilidad de las mismas. Acto seguido, se realizd
una doble filtracion del extracto y se lo someti6 al rotaevaporador, con el objetivo de eliminar

todo el alcohol y dejar nicamente un extracto puro.

Concluido el procedimiento de extraccion, se utilizé el método de difusion en disco utilizando
la técnica de Kirby-Bauer para evaluar la inhibicién del crecimiento de la cepa ATCC 10231
frente al extracto de Laurus nobilis. Para ello, se realizaron diluciones de 100%, 75%, 50%
25% y 10% del extracto de Laurus nobilis con dimetilsulféxido (DMSO), colocando asi en
cada disco una concentracion total de 25ul. Los medios de cultivo a utilizar fueron de Agar
Sabouraud, y el proceso de siembra se ajusté a la escala estandar de McFarland

correspondiente a 0,5.

Aqui, se evaluaron un total de 20 placas Petri, de las cuales, la mitad tuvo como control
positivo a la anfotericina b con una concentracién de 20 ul y, la otra mitad, tuvo como control
positivo al ketoconazol con una concentracion de 10 ul. Sin embargo, las 20 placas tuvieron
como control negativo al dimetilsulfoxido (DMSQO) con una concentracion de 25ul. Su
incubacion fue de 37°C por 48 horas y su susceptibilidad se analiz6 gracias a las pautas de
Duraffourd. En cuanto al procesamiento de datos, se utilizé el programa Microsoft Office

Excel, version 2020 y, el analisis estadistico se generé en el programa SPSS 26.0.
RESULTADOS

La dilucion 1:10, que fue sometida a maceracion y colocada en la estufa de aire forzado.
Fue la que inhibié mejor frente a Candida albicans. El porqué de este resultado, se refleja
en la Figura 1, donde se muestra que la misma, present6 un halo de inhibicién superior a
las diluciones 1.6 y 1:3, tanto en aquellas que estuvieron sometidas al liofilizador como las
gue estuvieron en la estufa de aire forzado. Por ende, la dilucion 1:10 fue la seleccionada
para realizar todos los procesos y métodos que posteriormente se describen para cumplir

con el objetivo de la investigacion.




Figura 1. Halos de inhibicién de la dilucion 1:10.

En cuanto a la Figura 2, la misma, muestra la reconstitucion del hongo en un cultivo
primario, evidenciando asi, que no existié ningun tipo de contaminacién al respecto y que

se da un crecimiento fructifero por parte de las colonias de Candida albicans ATCC 10231.

Figura 2. Activacion de la cepa Candida albicans ATCC 10231.

Ahora, una vez activada la cepa se prepararon las placas por duplicado, dandonos un total
de 20 placas Petri. Todas contaron con el extracto de laurel al 100%, 75%, 50% 25% y 10%,

las cuales fueron comparadas con antifungicos de referencia como anfotericina b y
ketoconazol, como se muestra en la Figura 3y 4.




Figura 3. Extracto de laurel al 100%, 75%, 50% 25% y 10% comparadas con Anfotericina b.

Figura 4. Extracto de laurel al 100%, 75%, 50% 25% y 10% comparadas con Ketoconazol.

Teniendo todo esto en cuenta, en la Tabla 1 se reflejan todos los resultados obtenidos de
los halos de inhibiciéon en las diferentes concentraciones del extracto de laurel, en las cuales

se puede afirmar que, el mismo, si posee un efecto antifiingico frente a Candida albicans.




Tabla 1. Didmetro de los halos de inhibicién

Placas de | Parte de la planta | Concentracion % de Halo de inhibicién (mm)
tratamiento usada extracto
Primera vez Duplicado
1 Hoja 25ul 10% Omm Omm
2 Hoja 25ul 25% 5mm 5mm
3 Hoja 25ul 50% 10mm 10mm
4 Hoja 25ul 75% 12mm 12mm
5 Hoja 25ul 100% 14mm 14mm
6 Hoja 25ul 10% Omm Omm
7 Hoja 25ul 25% 6mm 6mm
8 Hoja 25ul 50% 13mm 13mm
9 Hoja 25ul 75% 14mm 14mm
10 Hoja 25ul 100% 15mm 15mm
Control DMSO 25ul omm Omm
Negativo
Control Anfotericina B 20ul 21mm 21mm
Positivo
Control Ketoconazol 10ul 31mm 31mm

Positivo




Es decir, de acuerdo con la escala de Duraffourd, el extracto de laurel al 100% presento
zonas de inhibicion que fluctuaron entre 15 mm y 14 mm, lo que sefiala sensibilidad. En
cuanto al 75%, se observaron zonas de inhibicion de entre 14 mm y 12 mm, también
categorizadas como sensibles. Para la concentraciéon al 50%, los halos de inhibicion
oscilaron entre 13 mm y 10 mm, permaneciendo dentro del espectro de sensibilidad.
Finalmente, los niveles del 25% y el 10% mostraron zonas de inhibicion de 6 mm a 0 mm,

lo que indica una respuesta nula.
DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el extracto de Laurus nobilis al
100, 75y 50%, resaltan un efecto antifingico frente a Candida albicans, esto debido a que
sus halos de inhibicion se presentaron como sensibles de acuerdo a la escala de

Duraffourd.

Este resultado, es consistente con los reportes de Abdullah Al- Omran et al (15), quien
realiza una evaluacion del extracto etandlico de Laurus nobilis, demostrando en la misma
una destacada actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
asi como contra el hongo Candida albicans. Si bien, su analisis es corroborado gracias a
las zonas de inhibicién, las cuales van de 4,66 a 33,3 mm, destacandose la mayor inhibicién

en Saccharomyces cerevisiae (33,3 mm) y Candida albicans (16,4mm).

De igual manera, Al- Hussaini et al (16), presenta una investigacion cuyo estudio se centra
en la evaluacién de 24 extractos de diferentes disolventes (acuoso, etanol, butanol, hexano,
cloroformo, y metanol) procedentes de las hojas, corteza, flores y fruto de Laurus nobilis.
Los mismos, fueron evaluados frente a 7 microorganismos distintos, en donde, el extracto
etandlico de las hojas de laurel tuvo un halo de inhibicion de 11 mm frente a Candida
albicans, lo cual, dentro de su escala es reportado como “bueno”. A su vez, se demuestra
gue el extracto etandlico y de hexano tanto de hojas como de corteza tuvo una accion

antifingica superior a la de un antifingico convencional como la nistatina.

En cambio, Mohamed Noha M et al (9), destaca la actividad antifungica y antioxidante del
extracto de hojas de Laurus nobilis frente a microorganismos como Candida albicans. Dicha
accion, es corroborada por la presencia de halos de inhibicion a concentraciones de 10
mg/dL, las cuales son generadas por la presencia de compuestos como: 4-metilcatecol,
fitol, hidrato cis-sabinen, éter quercetintetrametilico, dimetoxi-3-hidroxiflavona, farnesol y

acetato de bornilo.




Sin embargo, existe una perspectiva diferente por parte de Dastan et al (17), él cual plantea
gue no existe inhibicion de la cepa Candida albicans por parte del extracto etandlico de
laurel. Debido a que no existi6 la formacién de halos de inhibicibn en el medio

correspondiente.

Por otro lado, Fidan et al (10), en su investigacion observa que los componentes
antioxidantes del extracto de hojas de laurel pueden generar estrés oxidativo en células de
Candida albicans, lo cual implica la pérdida de sus funciones y la inhibicién del crecimiento
del hongo. Si bien, este fenOmeno se produce principalmente por la presencia de fenoles
como el eugenol, el cual tiene la capacidad de penetrar la célula fingica (18); produciendo
asi, la acumulacion excesiva de radicales libres de oxigeno (ROS), los cuales causan dafios

oxidativos a proteinas, ADN vy lipidos de la membrana (19).

Finalmente, Ureyen Esertas et al (11), en su estudio evidencia el efecto antimicrobiano del
extracto de Laurus nobilis frente a diferentes microorganismos como: bacterias Gram
positivo, Gram negativo y hongos. Dicho efecto se presenta gracias a la influencia del
diluyente usado y los halos de inhibicion formados, en donde, los microorganismos con
mayor inhibicién fueron Candida albicans y Mycobacterium smegmatis, con valores de
13,66 y 24,66 mm.

CONCLUSIONES

Los hallazgos que se obtuvieron en el presente estudio, demostraron que el extracto de
Laurus nobilis si conté con un efecto antifiungico frente a Candida albicans. Esto se dio
gracias a los componentes de sus hojas, asi como a los procesos que fueron sometidas las
mismas en el estudio. Es decir, los resultados que se alcanzaron son de gran relevancia en
el ambito clinico y cientifico, ya que permitirdn fomentar el uso de tratamientos a base de

recursos naturales frente a microorganismos.
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