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Determinacidn in vitro de la Actividad Antimicotica del Aceite
de Romero (Rosmarinus officinalis) sobre Microsporum canis

In vitro DETERMINATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ROSEMARY OI1L (Rosmarinus
officinalis) oN Microsporum canis

Sandra Dentone!, Siever Morales Cauti?

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antimicética in vitro del
aceite de romero (Rosmarinus Officinalis) sobre Microsporum canis. Se aislé una cepa
de M. canis a partir de muestras clinicas. El aceite de romero se obtuvo por el método de
arrastre a vapor con una concentracion del 100% de pureza. Mediante el método de
difusion en pocillo, se enfrentd la cepa de M. canis a ocho concentraciones del aceite de
romero (250, 500, 1000, 2000, 5000, 10 000, 50 000y 100 000 ppm). Los resultados indicaron
una adecuada sensibilidad de M. canis a partir de la concentracién de 50 000 ppm.
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The aim of this study was to determine the antifungal in vitro activity of rosemary oil
(Rosmarinus officinalis) against Microsporum canis. A strain of M. canis was isolated
from clinical samples. The rosemary oil was obtained by the method of steam distillation
with a purity of 100%. By the well diffusion method the strain of M. canis was faced
against eight concentrations of rosemary oil (250, 500, 1000, 2000, 5000, 10 000, 50 000 and
100 000 ppm). The results showed an adequate sensitivity of M. canis at a concentration
of 50 000 ppm onwards.
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INTRODUCCION

La creciente resistencia a antimicro-
bianos y la menor disponibilidad economica
para adquirir farmacos ha propiciado la bus-
queda de nuevos compuestos como alterna-
tiva terapéutica contra las micosis (Domingo
y Lopez-Brea, 2003; Abad et al., 2007; Gue-
rra, 2011). Principalmente, se buscan produc-
tos de origen natural, que sean seguros, no
toxicos, eficaces y de bajo costo; por ello, los
productos naturales como el aceite de rome-
ro son una excelente opcion a investigar.

En el Perti, Ruiz y Roque (2009) eva-
luaron los efectos medicinales de cuatro plan-
tas del nororiente del pais (Cassia reticulata,
llex guayusa Loes, Piper lineatum y
Terminalia catappa). Algunos extractos pre-
sentaron actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli, Candida albicans y
Microsporum canis. Asimismo, estudios en
plantas medicinales utilizadas en Brasil y
Colombia demostraron que diversos extrac-
tos redujeron el crecimiento de hongos, in-
cluyendo M. canis (Lizcano y Vergara, 2009;
Rodriguez y Kozusny-Andreani, 2010). Es-
tos resultados sustentan el estudio de la de-
terminacion del efecto inhibitorio del aceite
de romero frente a M. canis aislado de cua-
dros clinicos.

Una de las plantas mas utilizadas de
manera casera en la poblacion peruana es el
romero (Rosmarinus officinalis), debido a
sus multiples propiedades medicinales (Purca,
2013). El romero pertenece a la familia
Lamiaceae, planta arbustiva con tallos pris-
maticos, cuyas hojas finas, estrechas, agu-
das y pequenas contienen aceites esenciales
con diversos principios activos (Ruiz et al.,
1975; Lopez, 2008; Diaz et al., 2011).

El aceite esencial de romero presenta
propiedades antimicrobiales contra una va-
riedad de agentes patogenos, posiblemente
debido al alto contenido de 1,8-cineol (Estrada,
2010; Diaz et al., 2011; Teixeira, 2012). Una
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de las patologias mas comunes en la clinica
de animales menores es la dermatofitosis,
producida generalmente por los dermatofitos
Microsporum, Trichopytum y Epidermo-
phytum, donde el Microsporum canis es el
dermatofito mas comun en perros y gatos.
La infeccidon por M. canis se presenta a
menudo en forma asintomatica. Se conside-
rauna antropozoonosis asociada a pequefios
animales que afecta piel, pelo y uifias (Scott
et al., 2002).

El método mas fiable para el diagnosti-
co de una dermatofitosis por M. canis es
mediante el cultivo, donde se pueden obser-
var las caracteristicas macroscopicas (for-
ma y color de las colonias) y microscépicas
(presencia de macroconidias y microconidias)
(Gueaguere, 2007). Ademas, existen pruebas
rapidas como la lampara de Wood, asi como
el examen directo de pelos, escamas o ras-
pado de ufias donde se puede observar las
artrosporas o hifas sobre el material
parasitado. Asimismo, la biopsia de piel es un
método no necesario, aunque es efectivo
(Birchard y Sherding, 2002).

El tratamiento para la dermatofitosis
canina depende de la extension de las lesio-
nes. Asi pues, el tratamiento topico es utiliza-
do en lesiones aisladas, utilizandose produc-
tos antimicdticos como ketoconazol,
miconazol, clotrimazol o terbinafina en forma
de pomadas, soluciones y cremas, en tanto
que para las lesiones generalizadas se puede
usar champuts antimicoticos y tratamiento
sistémico (Escobedo, 2011). El farmaco de
eleccion para las infecciones sistémicas es la
griseofulvina, pero también se utiliza el
ketoconazol ¢ itraconazol, aunque suelen pro-
ducir efectos adversos como vomitos, diarrea,
y anorexia, ademas de ser hepatotoxicos
(Maddison et al., 2004; Plumb, 2010). Ade-
mas, los tratamientos suelen ser efectivos
después de varios meses (Cervantes, 2003).
Por ello, el presente estudio evalaa el uso de
alternativas naturales, como los aceites esen-
ciales del romero, para el control de este tipo
de infecciones.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Labora-
torio de Microbiologia de la Universidad Cien-
tifica del Sur, distrito de Villa el Salvador,
departamento de Lima.

El tamafio de la muestra (n=80) se de-
termino segun la formula de determinacion
de tamafio de muestra para diferencia de
proporciones (Mateu y Casal, 2003), con ni-
vel de confianza (Z,=2.58), poder de prueba
(Z,=1.282), proporcion control (P =0.1) y
proporcion tratamiento (P,=0.75).

El aceite de romero fue extraido por el
método de destilacion por arrastre a vapor
(Cerpa, 2007). La cepa de M. canis fue ais-
lada de un paciente clinicamente afectado.

Se realizaron 80 evaluaciones, emplean-
do ocho concentraciones del aceite esencial
(250,500, 1000, 2000, 5000, 10 000, 50 000 y
100 000 ppm), ademas del control positivo de
ketoconazol al 1% y el control negativo, con
ocho repeticiones cada uno.

La siembra de M. canis se realizé en
32 placas petri con agar Sabouraud, median-
te la técnica de arrastre con el hisopo sobre
toda la superficie del agar en tres direccio-
nes. Luego, se perfor6 el agar en 4 puntos
con un sacabocado de 11 mm, los que se ino-
cularon hasta formar una superficie conca-
va con el aceite esencial en sus diferentes
concentraciones (dilutor: Dimetildisulfoxido —
DMSO). En las primeras 8 placas se colo-
caron las concentraciones de aceite esencial
de romero de 250, 500, 1000 y 2000 ppm, en
las siguientes 8 placas se colocaron las con-
centraciones de 5000, 10 000, 50 000 y
100 000 ppm). EI control positivo (ketoco-
nalzol al 1%) se coloco en 8 placas y el con-
trol negativo (agua destilada estéril) en las
restantes 8 placas.

Las placas se incubaron a temperatura

ambiente por 7 dias. Los resultados se regis-
traron segln ell tamafio del halo (diametro
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de inhibicion del aceite de romero sobre la
cepa de M. canis). Se compararon los halos
de inhibicion obtenidos con el reporte de la
Asociacion Argentina de Fitomedicina sobre
los resultados de la concentraciéon minima
inhibitoria (Flores et al.,2004). Se fijaron tres
categorias: sensible (S), intermedia (I) y re-
sistente (R), seglin se describe en el Cuadro
1. Para los efectos del estudio se midio el
didmetro (=radio x 2).

Cuadro 1. Interpretacion de la actividad
antimicotica sobre Microsporum canis
segun halo de inhibicion

Actividad

‘nhibitoria Radio del halo
Sensible Mayor a 9 mm
Intermedia De 6 29 mm
Resistente Menor de 6 mm

Fuente: Flores et al., 2004

RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la actividad
antimicotica para el presente estudio se evi-
dencian a partir de concentraciones mayores
de 5000 ppm del aceite de romero, con un
promedio de 10.5 mm de diametro de inhibi-
cion para 10 000 ppm del aceite evidencian-
do una actividad inhibitoria frente al
Microsporum canis aislado de cuadros cli-
nicos en perros con dermatitis micotica (Cua-
dro 2).

De acuerdo a la interpretacion, el
Microsporum canis se muestra sensible a la
actividad inhibitoria del aceite de romero a
una concentracién de 50 000 ppm con un
porcentaje de 75% de la cepa en sus repeti-
ciones (Cuadro 3). La validacion de la técni-
ca se desarroll6 a través de los controles po-
sitivos (ketoconazol 1%) en pastilla y crema,
con resultados de actividad antimicética ma-
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Cuadro 2. Actividad antimicética de varias concentraciones de aceite de romero sobre el
Microsporum canis, segun el halo de inhibicion

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Repeticion 5000 10,000 50,000 100,000  Control  Control
ppm ppm ppm ppm positivo  negativo

1 0 10 12 18 > 50 0

2 0 8 26 32 > 50 0

3 0 12 28 30 > 50 0

4 0 8 18 20 > 50 0

5 0 12 22 40 > 50 0

6 0 14 28 30 > 50 0

7 0 10 30 34 > 50 0

8 0 10 28 36 > 50 0

Promedio 0 10.5 24 30 > 50 0

! Los resultados de las concentraciones de 250, 500, 1000 y 20000 no se muestran, pero fueron de
0 mm de halo de inhibicién en todas las repeticiones

Cuadro 3. Interpretacion del halo de inhibicion sobre M. canis de tres concentraciones de

aceite esencial de romero

Concentracion (ppm) Resistente Intermedio Sensible
10,000 62.5% (5/8) 37.5% (3/8) 0% (0/8)
50,000 0% (0/8) 25% (2/8) 75% (6/8)
100,000 0% (0/8) 12.5% (1/8) 87.5% (7/8)

yor de 50 mm de inhibicién, y el control nega-
tivo (suero fisiologico) con actividad de 0 mm
de inhibicion (Cuadro 3).

DiScUusION

M. canis demostro ser sensible in vitro
a las concentraciones de 50 000 (75%) y
100 000 ppm (87.5%) de aceite de romero.
Este aceite presenta, ademas, un amplio es-
pectro de accion antibacteriana, tanto sobre
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bacterias Gram positivas como Gram negati-
vas, aunque a diferentes concentraciones
(Castaiio et al., 2010), posiblemente debido
a la menor complejidad de los componentes
de la pared celular de las bacterias, como son
peptidoglucanos y fosfolipidos, y a través de
los diversos componentes de los aceites esen-
ciales (Estrada, 2010).

Las propiedades biologicas del aceite

esencial de romero se atribuyen, generalmen-
te, a sus componentes mayoritarios, como los
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compuestos terpénicos, tales como los
sesquiterpenos y sesquiterpenlactonas (Abad
et al.,2007; Estrada, 2010); sin embargo, en
ocasiones estos componentes actiian en si-
nergia con otros componentes minoritarios,
como los heterdsidos, flavonicos, polifenoles,
flavonoides y alcaloides, favoreciendo las pro-
piedades biologicas (Bakkali et al., 2008).

Los extractos de romero han demostrado
actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Candida albicans
y Pseudomonas aeruginosa (Estrada,
2010), Leishmania braziliensis (Arevalo et
al., 2009). Sin embargo, en la mayoria de re-
portes se demuestra su actividad contra hon-
gos filamentosos y levaduras (Tabanca et al.,
2006).

El control utilizado para la evaluacion
del aceite esencial de romero fue ketoconazol
al 1%, el cual es el farmaco de eleccion para
el tratamiento de las dermatofitosis, tanto
sistémico como localmente. Actfia inhibiendo
la sintesis de ergosterol, provocando una ac-
tividad enzimatica relacionada con la mem-
brana, lo que conduce a un aumento de la
permeabilidad e inhibicion del crecimiento
celular y su replicacion (Sumano y Ocampo,
1997). En este estudio, los halos de inhibicion
del farmaco fueron mayores de 50 mm, lo
que valida los resultados obtenidos.

CONCLUSION

Microsporum canis es sensible in vitro
al aceite esencial de romero a una concen-
tracion de 50 000 ppm.
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