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RESUMEN 

 

En este trabajo el objetivo fue evaluar el efecto antifúngico del aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis “romero”, el clotrimazol y la sinergia de ambos, sobre 

Trichophyton rubrum. Se diseñó un estudio experimental in vitro. Se obtuvo el aceite 

esencial por el método de arrastre con vapor de agua y se evaluó mediante el método de 

difusión con pozos en agar; formando 4 grupos: aceite esencial de romero + clotrimazol; 

aceite esencial de romero; clotrimazol y DMSO, realizándose 10 repeticiones por cada 

grupo. Se observó que la asociación de Rosmarinus officinalis y clotrimazol formó un 

halo de inhibición de 34,4mm, el aceite esencial de romero formó 23,4mm y el 

clotrimazól 32,30 mm. La prueba de ANOVA indica que existe diferencias significativas 

(p=0,0000) entre los efectos antifúngicos de los grupos. Además, la prueba HSD Tukey 

indica que cada efecto es diferente uno del otro. Se concluye que la combinación de aceite 

esencial de Rosmarinus officinalis con clotrimazol tiene mayor efecto sinérgico 

antifúngico contra Trichophyton rubrum que el clotrimazol sólo. 

 

Palabras clave: Agentes antifúngicos, aceites esenciales, Rosmarinus officinalis, 

Trichophyton. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the antifungal effect of Rosmarinus officinalis 

"rosemary" essential oil, clotrimazole and their synergy on Trichophyton rubrum. This 

was an experimental in vitro study. The essential oil was obtained using the steam 

distillation method and it was evaluated using the agar diffusion test. Four groups were 

formed: rosemary essential oil + clotrimazole; rosemary essential oil; clotrimazole and 

DMSO; 10 repetitions were performed for each group. The zones of inhibition obtained 

were: Rosmarinus officinalis and clotrimazole 34.4mm, rosemary essential oil 23.4mm 

and clotrimazole 32.30 mm. The ANOVA test indicates that there are significant 

differences (p=0.0000) between the antifungal effects of the groups. Also, Tukey HSD 

test indicates that each effect is different from each other. It is concluded that the 

combination of Rosmarinus officinalis essential oil with clotrimazole has a greater 

synergistic antifungal effect on Trichophyton rubrum than clotrimazole alone. 

 

Keywords: Antifungal agents, essential oils, Rosmarinus officinalis, Trichophyton. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Los agentes que ocasionan infecciones micóticas dérmicas superficiales son 

principalmente los dermatofitos. Estos hongos patógenos abarcan muchas 

especies entre ellos se encuentra el Trichophyton Rubrum. Provocando problemas 

a nivel cutáneo y anexos, cabellos, vellos y uñas, produciendo infecciones severas 

y crónicas denominadas dermatofitosis, a las cuales también se les denomina tiñas. 

La OMS indica que existe 10% a 20% de riesgo de adquirir una infección por 

dermatofitos durante la vida de una persona. Las enfermedades de la piel a nivel 

mundial son las mas comunes, tienen la prevalencia  mucho más alta que las 

reportadas. (1) 

 

Se estima que entre el 13.8 y el 20% de la población mundial ha tenido una 

infección por dermatofitos y aproximadamente el 12-13% tiene onicomicosis. En 

algunos lugares, más del 50% de los niños pueden estar infectado por tiña capitis, 

de forma similar, existen reportes que más del 40% de la población padece de tiña 

pedís, en algunos países europeos. La infección por dermatofitos en más común 

en niños que en adultos. (2) 

 

A nivel mundial, el dermatofito Trichophytn rubrum es la causa principal de tiña 

pedis y onicomicosis. Por lo tanto la onicomicosis constituye un importante 

problema de salud pública la morbilidad asociada. La prevalencia de onicomicosis 

es tan alta como el 23% en toda Europa y el 20% en Asia oriental. En América del 

Norte, la incidencia de onicomicosis es de hasta el 14%, y la infección micótica 

es responsable del 50% de todas las enfermedades de las uñas. El tratamiento de 

dermatomitosis es un problema de salud pública de mucha importancia que 

requiere constante revisión e investigación de nuevas alternativas de tratamiento, 

además que presenta una alto costo ,debido que la onicomicosis es más difícil de 

tratar que la mayoría de las dermatofitosis por su crecimiento lento inherente de 

la uña. (3) 

 

La incidencia de dermatofitos superficiales son elevadas en América Latina. Se 

realizo un estudio donde se encontró que la micosis superficiale en 285 pacientes, 

150 (52.63%) fueron en niños de 8 años(4). En Colombia, el Trichophyton 
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rubrum, tuvo un 32,4 % (5). En Brasil, un estudio informo 9048 casos de 

dermatofitosis, 14214 casos de micosis superficiales, entre ellos la onicomicosis 

de pies , provocado por Trichophyton rubrum. (6) 

 

Un estudio de 30 años realizado en Lima- Peru, reportan que analizaron 12990 

casos de dermatomicosis, en donde dio como resultado que los pacientes menores 

de 30 años fueron los más afectados (42,7%) y en mujeres  (52,1%). Encontraron 

que la onicomicosis fue la mas frecuente (43,6%).El dermatofito que mayor 

destaco fue Trichophyton rubrum (33,2%). (7) Desarrollaron un estudio en el 

distrito de La Esperanza, Trujillo, donde se evidencio  que menores de 9 años con 

dermatofitosis el 77.4% tienen animales domesticos en su hogar. (8) 

 

Por otro lado, son muchos los estudios que investigan la susceptibilidad de 

Trichophyton rubrum frente compuestos de plantas medicinales, como el 

Rosmarinus officinalis “romero”. Esto tiene importancia médica porque dan a 

conocer agentes antifúngicos naturales, como alternativa a los fármacos 

antifúngicos convencionales contra este patógeno, uno de los dermatofitos más 

comunes que generan micosis superficiales en nuestra comunidad. 

 

Sudan P et al (India, 2019), realizaron una investigación cuya finalidad fue 

observar el efecto antifúngico con extracto hidroalcohólico de Rosmarinus 

officinalis contra Trichophyton rubrum. Con el método de difusión en pozo de 

agarse obtuvo una actividad antifúngica del extracto hidroalcohólico del 5% y 

10%,. Observaron que Rosmarinus officinalis tenía 86,09% de inhibición del 

crecimiento micelial. Se obtuvo halos de inhibición de 27 mm concluyendo que 

es efectivo el extracto hidroalcohólico al 10% contra T. rubrum. (9) 

 

Mekonnen A et al (Etiopía, 2016), realizo una investigación donde se evaluó la 

actividad antimicrobiana in vitro de R. officinalis contra bacterias y hongos. 

Utilizando el método de difusión en agar evaluaron la actividad de los aceites 

esenciales. Encontrando que el aceite esencial de R. officinalis tuvo efecto 

antifúngico contra Trichophyton spp. formando una zona de inhibición de 

28,6±1,2 mm de diámetro. Concluyendo que el R. officinalis como aceite 

escencial tenia mayor acción antifungica que los demás aceites evaluados. (10) 
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Guerra L et al (México, 2015), llevo a cabo un estudio en donde la actividad 

antifúngica y composición de aceites esenciales de Rosmarinus officinalis 

Midieron mediante un ensayo de difusión en agar. Demostrando que no mostro 

actividad antifúngica, por lo que no inhibió el crecimiento de los dermatofitos. 

Concluyeron que el  R. officinalis no tiene efecto antifúngico. (11)  

 

Papajani V et al (Italia, 2015), hicieron una investigación donde se comparo la 

actividad antifúngica del Rosmarinus officinalis. Evaluando por método de 

difusión en disco la actividad  antimicotica del aceite esencial de Trichophyton 

rubrum. Resultados: Observaron que la actividad antifúngica del  R. officinalis 

exhibe actividad antifúngica contra T. rubrum (38,21mm). Finalizando que el 

Rosmarinus officinalis tiene mayor  actividad antifúngica solo sobre algunos 

dermatofitos. (12)   

 

Sukandar E et al (Indonesia, 2017), desarrollaron un estudio con el propósito de 

evaluar algunas hierbas extraídas de Indonesia con actividad antifúngica. 

Seleccionaron 11 hierbas estableciendo la concentración inhibitoria mínima y la 

concentración fungicida mínima de los extractos de las hojas (Rosmarinus 

officinalis) y de las otras 10 hierbas, mediante métodos de microdilución y 

difusión por agar. Luego, combinaron los extractos para evaluar otras actividades. 

Encontraron que el extracto etanólico de hojas de romero (R. officinalis) tuvo 

reacción antifúngica contra Trichophyton Rubrum, alcanzando una zona de 

inhibición de 14,6 ± 0,27 mm. Se determino que el romero, tuvo la mayor potencia 

antifúngica, comparable a ketoconazol como fármaco de referencia. (13) 

 

Ibrahim S et al (Egipto, 2015), Evaluaron la actividad antimicótica de veintiséis 

aceites esenciales comerciales derivados de plantas contra Trichophyton rubrum 

y Trichophyton mentagrophytes. Evaluaron la concentración inhibitoria mínima 

(CIM) de aceites extraídos puros y combinados. Los resultados revelaron que el 

efecto de Rosmarinus officinalis a 4µl/ml, inhibió el crecimiento moderadamente 

de Trichophyton rubrum. La MIC estaba a 50 µg/disco para aceites puros. 

Concluyeron que los aceites esenciales son eficaces y seguras para el control de 

los dermatofitos patógenos. (14) 
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Mikaeili A et al (Irán, 2016), realizaron un estudio con la finalidad de investigar 

los efectos antifúngicos del romero. Prepararon extractos acuosos e 

hidroalcohólicos de hojas de romero. observaron que ambos extractos mostraron 

efectos antifúngicos. El extracto hidroalcohólico tuvo una concentración 

inhibitoria mínima de 10mg/ml para Trichophyton yonsurans y 5mg/ml para 

Microsporum canis. Concluyeron que el extracto hidroalcohólico fue más eficaz 

que el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis, sobre los dos dermatofitos. (15) 

 

Endo E et al (Brasil, 2015), investigaron la actividad de los extractos 

hidroalcohólicos de R. officinalis contra Trichophyton rubrum.  Evaluaron el 

extracto hidroalcohólico de R. officinalis contra especies de dermatofitos por la 

técnica de microdilución. R. officinalis fue muy activo contra los dermatofitos, y 

la concentración inhibitoria mínima (CIM) que se necesitó para inhibir a T. 

rubrum fue de 62,5µg/ml. Por lo tanto, afirman que R. officinalis es fuente 

potenciale de nuevos compuestos para el desarrollo de fármacos antimicóticos. 

(16) 

 

Los dermatofitos patógenos ocasionan las infecciones micóticas superficiales en 

humanos y animales, como factores predisponentes y según región geográfica. 

Dentro de estas infecciones, el pie de atleta es la dermatofitosis más importante a 

nivel mundial. La tiña no es una infección potencialmente mortal, pero se conoce 

como una infección irritante. Son hongos anamorfos de los géneros Trichophyton, 

Microsporum y Epidermophyton; se distinguen entre sí por sus conidios, en 

especial por los macroconidios, los cuales son específicos para cada género. 

(17,18) 

 

Trichophyton rubrum es un hongo antropofílico que se ha convertido en el 

dermatofito más ampliamente distribuido en humanos. Con frecuencia causa 

infecciones crónicas de la piel, las uñas y rara vez el cuero cabelludo. A veces 

pueden aparecer lesiones granulomatosas. Los gatos y los perros son las 

principales fuentes de infección. Los pelos invadidos muestran una infección por 

ectotrix.No se sabe que invada el cabello in vivo y no se han informado 

requerimientos específicos de crecimiento. (19) 
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Los dermatofitos son hongos queratinofílicos que limitan su presencia a 

estructuras que contienen queratina: pelos, uñas y capa córnea. Constituyen un 

grupo extenso y homogéneo de hongos con características taxonómicas, 

fisiológicas, antigénicas y patogénicas similares, y sólo presentan leves 

diferencias nutricionales y enzimáticas. Los propágulos que transmiten la 

enfermedad son artroconidios o clamidoconidios que se encuentran en los 

epitelios de descamación o en pelos. Se han identificado 43 especies anamorfas; 

casi todas viven como saprófitos del suelo; sólo 11 se consideran importantes 

como agentes patógenos. Los dermatofitos, según su distribución ecológica, se 

dividen en geofílicos (telúricos), zoofílicos y antropofílicos, y se difunden del 

suelo al humano, de los animales a éste o de una persona a otra, de manera directa 

o por medio de fómites. Los dermatofitos inician la infección por un fenómeno de 

adherencia a la capa córnea; después, estos elementos germinan y empiezan la 

invasión de los queratinocitos; la infección se confina al estrato córneo y los 

anexos; de manera excepcional afecta la capa granulosa. (18,20,21) 

 

Muchos animales salvajes y domésticos, incluidos perros y gatos, están infectados 

con ciertas especies de dermatofitos y representan un gran reservorio para la 

infección de humanos. Los dermatofitos requieren de unos días a una semana o 

más para iniciar el crecimiento. La mayoría crece mejor a 25°C en el agar de 

Sabouraud, que generalmente se usa para el cultivo. Aunque se han descubierto 

formas teleomórficas (sexuales), los dermatofitos de importancia médica 

continúan siendo identificados en su estado anamórfico (asexual) más familiar. 

Las hifas son septadas y sus conidias pueden transmitirse directamente sobre las 

hifas o sobre los conidióforos. Pequeños microconidia pueden o no formarse; sin 

embargo, los macroconidios más grandes y distintivos son usualmente la base para 

la identificación. (22,23) 

 

Aunque diferentes tipos de medicamentos antifúngicos están disponibles en la 

actualidad, la farmacoterapia tópica es la primera opción. La respuesta negativa al 

tratamiento tópico puede ser una buena evidencia para administrar medicamentos 

antimicóticos sistemáticos. Los antifúngicos más comunes son los azoles 

(clotrimazol, miconazol, econazol, oxiconazol y tioconazol) y alilaminas 

(terbinafina y naftifina), que se utilizan como un comercio tradicional para tratar 
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las micosis superficiales. La terbinafina y el itraconazol se han utilizado como 

fármacos orales. En el huésped, estos fármacos están diseñados contra la vía 

biosintética del ergosterol. Sus intenciones son insuficientes debido a la existencia 

paralela entre hongos y hospedadores. Además, el potencial de resistencia de los 

agentes causales contra el fármaco conduce a un mal funcionamiento en el manejo 

de la micosis. (17,24) 

 

Por lo tanto, el control de los dermatofitos, principalmente, requiere la síntesis de 

un nuevo agente antidermatofítico efectivo natural de amplio espectro y sin 

efectos secundarios irreversibles en el huésped. En los últimos años, se han 

generado intereses en el desarrollo de agentes antifúngicos más seguros a partir 

de productos naturales de plantas tales como aceites esenciales y extractos para 

controlar las enfermedades fúngicas. Los aceites esenciales se consideran 

compuestos no fitotóxicos y son potencialmente eficaces contra muchos 

patógenos fúngicos. Por ello, se pueden usar como una terapia natural para inhibir 

el crecimiento de los dermatofitos. (24,25) 

 

Los compuestos antimicrobianos activos de los aceites esenciales son 

generalmente terpenos, que son de naturaleza fenólica, atacan a los patógenos a 

través de la pared celular y la membrana celular. Por lo tanto, los compuestos 

fenólicos activos podrían tener varios objetivos invasivos que podrían conducir a 

la inhibición de patógenos fúngicos infecciosos humanos. En el aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis, las actividades biológicas reportadas se atribuyen a varias 

moléculas, principalmente monoterpenos, como 1,8-cineol, borneol, pineno, 

limoneno, canfeno, alcanfor y mirceno. (25,26) 

 

El aceite esencial de R. officinalis es un líquido incoloro o amarillo pálido con un 

aroma intenso y especiado. Representa aproximadamente el 1-2.5% del peso total 

de la planta y su composición química, al igual que otros aceites esenciales, 

divergen de acuerdo con el área geográfica donde se recolecta la planta, el clima, 

parte de la planta utilizada y el método de extracción. El aceite esencial de R. 

officinalis presenta tres compuestos principales, de los cuales, son tres 

monoterpenos: cineol (28.5%), alcanfor (27.7%) y alfa-pineno (21.3%). Sin 

embargo, esto puede variar de acuerdo a muchos factores, como la estación del 



7 
 

año. Por ejemplo, el alfa-pineno puede tener una diferencia hasta de 1,94% de 

diferencia entre verano e invierno; o 1,8 cineol puede variar en 4.71% entre 

invierno y primavera. (26,27,28) 

 

El problema planteado fue: ¿Es eficaz el efecto sinérgico antifúngico del 

aceite esencial de Rosmarinus officinalis y clotrimazol sobre Trichophyton 

rubrum, en un estudio in vitro? 

 

La utilización con plantas medicinales es una práctica común y muy antigua para 

el tratamiento de diversas enfermedades, incluido las ocasionadas por 

microorganismos. La eficacia que presentan es materia constante de estudio y 

demostración a través de investigaciones de todo tipo (29). 

 

Este trabajo de investigación, dará a conocer una importante información sobre 

efecto antifungico, debido que, no existe trabajos iguales ni similares en nuestro 

medio. Con ello, se dará el primer paso y se señalará la vía para otros trabajos, 

tanto in vitro como in vivo,  frente al aceite esencial de R. officinalis. 

 

La hipótesis que se manejó en este estudio fueron : H1: El efecto sinérgico del 

aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” y clotrimazol es eficaz como 

antifúngico sobre Trichophyton rubrum, en estudio in vitro. Sin embargo, también 

se consideró la hipótesis nula. 

 

Para responder al problema y contrastar la hipótesis, se plantearon como objetivo 

general: Evaluar el efecto sinérgico antifúngico del aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis “romero” y clotrimazol sobre Trichophyton rubrum, 

en estudio in vitro. 

 

Y como objetivos específicos: Determinar el efecto antifúngico del aceite esencial 

de Rosmarinus officinalis “romero” sobre Trichophyton rubrum; determinar el 

efecto del clotrimazol sobre Trichophyton rubrum; Identificar si la combinación 

de aceite esencial de Rosmarinus officinalis con clotrimazol es eficaz como 

antifúngico sobre Trichophyton rubrum.  
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II. MÉTODO 

 

2.1. Tipo y diseño de investigación. 

 

Tipo de estudio:  Básico (30) 

Diseño de investigación: Experimental, con post prueba y repeticiones múltiples. 

(30) 

RG1  X1     O1 

RG2  X2     O2 

RG3  X3     O3 

RG4  X4     O4 

En donde: 

RG:1 al 5: Cepa de Trichophyton rubrum 

X1: Aceite esencial de Rosmarinus officinalis y clotrimazol 

X2: Aceite esencial de Rosmarinus officinalis 

X3: Clotrimazol (control positivo) 

X4: DMSO (control negativo) 

O1 al 4: Efecto antifúngico (halo de inhibición). 

 

Variables: 

Variable Independiente: Agente antifúngico 

- Agente antifúngico no farmacológico: Aceite esencial de hojas 

de Rosmarinus officinalis. 

- Agente antifúngico farmacológico: Clotrimazol. 

Variable Dependiente: Efecto antifúngico 

- Eficaz: Zona de inhibición, ≥ 22 mm. 

- No Eficaz: Zona de inhibición < 22 mm 
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VARIABLE 
DEFINICION 

CONCEPTUAL 

DEFINICIÓN 

OPERACIONAL 

INDICADO

RES 

ESCALA 

DE 

MEDICIÓN 

Agente 

antifúngico 

 Sustancia que altera las 

estructuras de una célula 

fúngica inhibiendo su 

desarrollo, alterando su 

viabilidad o capacidad de 

supervivencia, bien 

directa o indirectamente. 

(31)  

 Tratamiento no 

farmacológico con 

Rosmarinus officinalis 

“romero”. 

 Tratamiento 

farmacológico con 

Clotrimazol. 

Se hará la división en 

los siguientes grupos: 

 Aceite esencial de 

romero y clotrimazol 

 Aceite esencial de 

romero 

 Clotrimazol 

 DMSO 

RG1 

RG2 

RG3 

RG4 

Cualitativa 

nominal 

Efecto 

antifúngico 

Acción que ejerce un 

agente antifúngico, para 

inhibir o eliminar a los 

hongos en un determinado 

momento y con dosis ya 

establecida. (32) 

Se medirá la zona de 

inhibición de 

crecimiento, 

considerando los 

criterios del Estándar 

M61 (33) del CLSI: 

Sensible ≥22 mm 

Resistente <22 mm 

 Eficaz:      

≥ 22mm 

 

 No eficaz: 

< 22mm 

Cualitativa 

nominal 
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2.3. Población, muestra y muestreo. 

 

Población: La población estuvo constituida por todos los cultivos de los 

dermatofitos Trichophyton rubrum, procesados en el laboratorio de Microbiología 

de la Universidad César Vallejo de Trujillo. 

 

Tamaño de muestra: La selección de la muestra se hizo considerando la fórmula 

estadística para comparación de dos promedios y estimación de la diferencia que 

existe entre ellas. (Anexo 1) 

 

Unidad de análisis: Estuvo constituida por cada placa Petri con cultivo del 

dermatofito Trichophyton rubrum.  

 

Muestreo: muestreo no paramétrico aleatorio simple de cada grupo de 

dermatofitos. 

 

Criterios de selección 

Criterios de inclusión: 

 Todas las cepas de Trichophyton rubrum, cultivadas en fase de 

esporulación. 

 Todas las cepas de Trichophyton rubrum, con 15 días de cultivadas. 

Criterios de exclusión: 

Cultivos de cepas de Trichophyton rubrum, contaminadas. 

 

2.4. Técnicas e instrumentos de recolección de datos, validez y confiabilidad. 

 

Técnica: fue la observación directa del experimento y la medición de los halos de 

inhibición. (34) 

 

2.5. Procedimiento. (Anexo 2) 

 

a. Se identificó taxonómicamente la planta Rosmarinus officinalis en el Herbario 

de la Universidad Antenor Orrego de Trujillo. 
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b. El aceite esencial de Rosmarinus officinalis se obtuvo mediante el método de 

arrastre con vapor de agua. (35) 

c. La cepa de Trychophyton rubrum fue cultivada mediante la técnica por 

agotamiento en superficie, en medio de cultivo agar Sabouraud. (36) 

d. El efecto sinérgico antifúngico fue evaluado mediante el método de difusión 

con pozos en agar. (37) 

 

Instrumento: estuvo conformado por una ficha de recolección de datos que 

muestra: el número de placas, las concentraciones del aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis, del clotrimazol (control positivo) y el DMSO (control 

negativo). (ver anexo 3) 

 

Validación del Instrumento: La ficha de recolección de datos fue evaluada por 

tres profesionales conocedores del tema, quienes evaluaron la utilidad de la 

información contenida en la ficha para la presente investigación. 

 

2.6. Método de análisis de datos. 

 

Los datos que se obtuvieron en los resultados fueron tratados y almacenados 

virtualmente en una hoja de cálculo del programa Microsoft Excel 2013, a partir 

de donde se exportó al Software estadístico SPSS v.25, y se realizó las pruebas 

estadísticas. Se hicieron las pruebas estadísticas de análisis de varianza (ANOVA) 

y Post Hoc HSD Tukey. Asimismo, se hizo un gráfico de Cajas y bigotes para 

observar el grupo más eficaz. (38) 

 

2.7. Aspectos éticos. 

 

El estudio se realizó respetando los criterios de bioseguridad en el laboratorio con 

las personas y con el medio ambiente. Se consideró los protocolos de tratamiento 

de material potencialmente infeccioso y no exposición al peligro de las personas, 

según el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio” de la OMS. (39) 
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III. RESULTADOS 

 

Tabla 1. Analisis descriptivos de los halos de inhibición del efecto antifúngico del aceite 

esencial de Rosmarinus officinalis, el clotrimazol y la sinergia de ambos, sobre 

Trichophyton rubrum 

Agente 

ATFúngico N Media 

Desv. 

estándar 

Error 

estándar 

95% del intervalo de 

confianza para la media 

Mín Máx 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

AERO+CTM 10 34,40 1,897 ,600 33,04 35,76 32 38 

AERO 10 23,40 1,350 ,427 22,43 24,37 21 26 

CTM 10 32,30 1,829 ,578 30,99 33,61 29 35 

DMSO 10 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00 0 0 

Total 40 22,53 13,891 2,196 18,08 26,97 0 38 

Fuente: Bases de datos obtenidos por la autora. 

NOTA: De=Derivacion estándar, Min=minimo , Max=máximo, Me=media 

AERO: Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis 

CTM: Clotrimazol 

DMSO: Dimetil Sulfóxido 
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Tabla 2. Análisis de Varianza de las medias del efecto antifúngico del aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis, el clotrimazol y la sinergia de ambos, sobre Trichophyton rubrum 

ANOVA 

 

Suma de 

cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig.* 

Entre grupos 7447,075 3 2482,358 1132,635 ,000 

Dentro de grupos 78,900 36 2,192   

Total 7525,975 39    

Fuente: Bases de datos obtenidos por la autora. 

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05. 
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Tabla 3. Analisis Post ANOVA de Tukey , Comparación de medias de los halos de 

inhibición entre el aceite esencial de Rosmarinus officinalis, el clotrimazol y la sinergia 

de ambos, sobre Trichophyton rubrum 

 

HSD Tukeya   

Agente ATFúngico N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 4 

DMSO 10 0,00    

AERO 10  23,40   

CTM 10   32,30  

AERO+CTM 10    34,40 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 

Fuente: Bases de datos obtenidos por la autora. 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 10,000. 

 

AERO: Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis 

CTM: Clotrimazol 

DMSO: Dimetil Sulfóxido 
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Gráfico 1. Comparación del efecto sinérgico antifúngico del aceite esencial de 

Rosmarinus officinalis + clotrimazol, el aceite esencial de romero, clotrimazol y DMSO, 

sobre Trichophyton rubrum. 

 

AERO: Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis 

CTM: Clotrimazol 

DMSO: Dimetil Sulfóxido 
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IV. DISCUSIÓN 

 

Se evaluó la sinergia antifúngica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis con 

clotrimazol sobre Trichophyton rubrum, de los cuales se obtuvieron los siguientes 

resultados: 

 

En la Tabla 1 se muestra los promedios del diámetro de los halos de inhibición 

alcanzados por los agentes utilizados. Indican la superioridad del efecto que 

presentó la sinergia del aceite esencial de romero con el clotrimazol 

(34,40±1,897mm), comparado con el clotrimazol (32,30±1,829mm); solo el aceite 

esencial (23,40±1,35mm), tuvo menos efecto antifúngico que el clotrimazol. Con 

ello se demuestra que el aceite de romero potencia el efecto del clotrimazol contra 

Trichophyton rubrum. por otro lado, a pesar que el efecto antifúngico del aceite 

esencial de R. officinalis fue menor que el efecto del clotrimazol, se considera que 

es eficaz como antifúngico contra T. rubrum, porque superó los 22mm que 

establece el CLSI para considerar a T. rubrum como sensible. 

 

La Tabla 2 muestra el análisis de varianza (ANOVA) de los halos de inhibición 

obtenidos para los cuatro grupos. La significancia asintótica indica que la 

diferencia de medias es significativa (p=0,000) en el efecto antifúngico (halos de 

inhibición) de los 4 compuestos utilizados como agentes antibacterianos (aceite 

esencial de romero+clotrimazol; clotrimazol; aceite esencial de romero y DMSO), 

de acuerdo a un nivel de confianza de 0,05. Esto se interpreta que existe diferencia 

en por lo menos 2 de los 4 promedios de los halos de inhibición observados, por 

lo que se realizó una prueba pos ANOVA. 

 

En la Tabla 3 se observa la prueba pos hoc HSD Tukey, en la cual se muestra la 

formación de 4 subconjuntos, lo que indica que todos se diferencian uno del otro 

y el que tiene mayor eficacia es la combinación entre el aceite esencia de 

Rosmarinus officinalis con el clotrimazol. Se interpreta que los 4 grupos de 

compuestos a los cuales fue expuesto Trichophyton rubrum, tienen diferente 

eficacia cada uno. 
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En el Gráfico 1 se observa la diefrencias entre los efectos que tienen los 4 

compuestos utilizados y la combinación del acente esencial de romero con 

clotrimazol es el mas eficaz con antifúngico contra Trichophyton rubrum. 

asimismo, se muestra la existencia de valores atípicos en los halos de inhibición 

del aceite esencial de romero, posiblemente por algún factor en el momento de la 

ejecución en el laboratorio. 

 

Al respecto, Sudan et al (9) observaron que el efecto antifúngico del aceite 

esencial de Rosmarinus officinalis sobre Trichophyton rubrum alcanzó 27mm; de 

form similar, Mekonnen et al (10) observaron halos de inhibición de 28,6mm, y 

Papajani et al (12), encontraron halos de inhibición de 38,21mm. Por el contrario, 

en un estudio realizado por Guerra et al (11), señala que el aceite de romero no 

tuvo efecto antifúngico contra T. rubrum. 

 

Esa diferencia de resultados en el efecto antifúngico estaría influenciada por 

factores propios del vegetal y el procesamiento en campo y laboratorio; factores 

como los componentes del vegetal, modo de cultivo, tipo de tierra de cultivo, 

altitud, latitud, temperatura, vientos, humedad y estación del año (40,41), la forma 

de secado de las hojas, técnica de obtención del aceite, cantidad de esporas 

sembradas, etc. (42,43) Todos estos factores intrínsecos y extrínsecos afectan los 

resultados, por lo que no es convenientes estandarizar de forma universal el efecto 

antifúngico, sino que es propio de cada región o zona geográfica. (44) 

 

Uno de los factores más importantes que se debe tomar en cuenta es la 

composición fitoquímica (quimitipo) de Rosmarinus officinalis, lo cual, depende 

de algunos factores ambientales propios de cada zona geográfica. Así, Satyal et al 

(45) investigaron los quimiotipos de R. officinalis de Victoria (Australia), 

Alabama (USA), Western Cape (South Africa), Kenya, Nepal y Yemen, 

encontrando 53, 66, 52, 36, 52 y 59 componentes fitoquímicos respectivamente. 

En estos aceites esenciales de romero analizados, predominaban (+) - α-pineno 

(13.5% –37.7%), 1,8-cineol (16.1% –29.3%), (+) - verbenona (0.8% –16.9%), (-) 

- borneol (2.1% –6.9%), (-) - alcanfor (0.7% –7.0%) y limoneno racémico (1.6% 

–4.4%). 
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V. CONCLUSIONES 

 

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis combinado con clotrimazol si tuvo 

efecto sinérgico antifúngico contra Trichophyton rubrum, en el estudio. 

 

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis tuvo efecto antifúngico pero menor 

que el clotrimazol. 

 

El clotrimazol demostró ser eficaz como antifúngico sobre Trichophyton rubrum, 

en este estudio in vitro. 
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VI. RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda realizar estudios de las propiedades antimicrobianas del aceite 

esencial de Rosmarinus officinalis, sólo y en sinergia con otros antimicrobianos) 

frente a patógenos como bacterias grampositivas y gramnegativas, hongos y 

parásitos. 

 

Se recomienda evaluar la composición química y actividad antimicrobiana del 

aceite esencial de Rosmarinus officinalis procedente de las diferentes regiones del 

Perú. 

 

Se recomienda tomar en cuenta los factores ambientales que estarían influyendo 

en la calidad del aceite esencial de romero, así como en las técnicas aplicadas en 

los procedimientos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

 

(Zα/2 + Zβ)
2 2σ2 

n = ––––––––––––––––––– 

(X̅1 – X̅2)
2 

Dónde:  

 Z α/2 = 1,96 Para un nivel de confianza del 95% 

 Z β = 0,84 para una potencia de prueba del 80% 

 X̅1 =22 (33) 

 X̅2 =28,6 (10) 

 σ2 = 1,2 

La muestra fue de 10 repeticiones por cada grupo de estudio (40 0bservaciones). 
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ANEXO 2 

Identificación taxonómica de Rosmarinus officinalis por el Herbario de la 

Universidad Antenor Orrego de Trujillo. 
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Obtención del aceite esencial de Rosmarinus officinalis por el método de arrastre 

con vapor de agua 

 

Las plantas frescas de Rosmarinus officinalis “romero”, se obtuvieron en el mercado La 

Hermelinda de Trujillo, procedentes de la localidad de Huamachuco, La Libertad-Perú, 

en una cantidad de 8 Kg aproximadamente y se llevaron al laboratorio “San José” de 

Trujillo, donde se seleccionaron las hojas con buenas condiciones, las cuales se lavaron 

con agua destilada clorada y se dejaron orear. Luego se colocaron sobre bandejas de 

cartulina y se llevaron al horno a 40ºC por 3-4 días donde se deshidrataron. Después, se 

estrujaron manualmente el vegetal seco hasta que se obtuvieron partículas menores a 1 

cm. Se reservaron almacenándolas herméticamente en envases negros. 

 

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis se obtuvo por el método de arrastre con vapor 

de agua. Para este método se utilizó un sistema en el cual, se calinto agua destilada 

contenida en un balón de vidrio hasta la evaporación. El vapor de agua se condujo a través 

de un ducto hasta otro balón de vidrio que contuvo la muestra vegetal seca. Este vapor de 

agua llenó el balón y el vapor salió a través de otro ducto hacia un condensador recto, 

arrastrando los componentes fitoquímicos, entre ellos los aceites esenciales. El líquido se 

receptó en un embudo decantador tipo pera. Este líquido se disoció en dos fases, quedando 

el aceite esencial en la superficie por diferencia de densidades. Este proceso se realizó en 

3 horas aproximadamente. El Aceite Esencial (AE) obtenido se consideró al 100%, el 

cual se colocó en un frasco de vidrio ámbar y se reservó a temperatura de refrigeración 

hasta su utilización. 
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Cultivo de Trychophyton rubrum y preparación del inóculo 

 

Se reactivó las cepas de Trichophyton rubrum, sembrándolos en agar Sabouraud, y se 

incubó a temperatura ambiente por 15 días, en lugar húmedo y oscuro. Pasado ese tiempo, 

en condiciones asépticas, se extrajeron las colonias de Trichophyton rubrum y se 

colocaron en un matraz de 250mL estéril, luego, se agregó 100 mL de solución salina 

NaCl 0,9% estéril. Inmediatamente, se tapó herméticamente el matraz y se agitó de 

manera enérgica e intensa, con lo cual se liberaron las esporas. Luego, se filtró a través 

de una gasa estéril. 

 

A partir del filtrado se preparó el inóculo; para ello, realizó un recuento de esporas en 

cámara de Neubauer, y se fue ajustando el filtrado con solución salina de NaCl 0,9%, 

hasta que se obtuvo una concentración de 200 esporas/ml aproximadamente. 

 

Para la prueba de susceptibilidad, se utilizó agar Sabouraud como medio de cultivo. Se 

preparó suficiente medio para 10 placas Petri. Este medio de cultivo se esterilizó en 

autoclave a 121ºC por 15 minutos. Después, se sirvió en placas Petri estériles de plástico 

desechables, 18-20 ml por cada placa, y se dejó reposar hasta que solidificó 

completamente. Se conservó en refrigeración hasta su uso. 
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Evaluación del efecto sinérgico antifúngica por el método de difusión en pozo 

 

Se evaluó la prueba de susceptibilidad utilizando el método de difusión con pozo en agar, 

según los pasos siguientes: 

- Se sembró Trichophyton rubrum, embebiendo un hisopo estéril en el inóculo y 

deslizándolo sobre toda la superficie del medio de cultivo en las Placas Petri (siembra 

en superficie); de tal modo, que el microorganismo quedó como una capa en toda la 

superficie. 

- Se hicieron 4 pozos en el medio de cultivo de cada placa recién sembrada, mediante 

punzonado con un sacabocado estéril de seis milímetros de diámetro. 

- Al primer pozo, se agregó 25μl de aceite esencial de Rosmarinus officinalis y 25μl 

de clotrimazol. 

- Al segundo pozo, se agregó 50μl de aceite esencial de Rosmarinus officinalis. 

- Al tercer pozo, se agregará 50μl de Clotrimazol (control positivo). 

- Al cuarto pozo, se agregará 50μl de DMSO (control negativo). 

 

Se dejaron en reposo por 15 min y, después, las placas se incubaron de forma invertida 

en la estufa a 30ºC por 48-72 horas. 

 

La lectura se realizó observando y midiendo con una regla Vernier, el diámetro de la zona 

de inhibición de crecimiento fúngico. Se interpretó como sensible o resistente, según lo 

establecido en el Estándar M61 del CLSI. 

 

 

 

  



31 
 

ANEXO 3 

Ficha de recolección de datos 

 

N° 

Repet. 

Diámetro de la Zona de Inhibición (mm) 

AERO+CTM AERO CTM DMSO 

1 34 21 35 0 

2 36 24 31 0 

3 38 23 33 0 

4 34 26 33 0 

5 32 22 30 0 

6 36 23 29 0 

7 34 24 34 0 

8 33 24 33 0 

9 35 24 32 0 

10 32 23 33 0 

AERO: Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis 

CTM: Clotrimazol 

DMSO: Dimetil Sulfóxido 
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Pruebas post hoc 

 

Comparaciones múltiples 

Variable dependiente:   Zona_Inhibición   

HSD Tukey   

(I) Agente 

ATFúngico 

(J) Agente 

ATFúngico 

Diferencia de 

medias (I-J) 

Error 

estándar Sig. 

95% de intervalo de 

confianza 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

AERO+CTM AERO 11,000* ,662 ,000 9,22 12,78 

CTM 2,100* ,662 ,016 ,32 3,88 

DMSO 34,400* ,662 ,000 32,62 36,18 

AERO AERO+CTM -11,000* ,662 ,000 -12,78 -9,22 

CTM -8,900* ,662 ,000 -10,68 -7,12 

DMSO 23,400* ,662 ,000 21,62 25,18 

CTM AERO+CTM -2,100* ,662 ,016 -3,88 -,32 

AERO 8,900* ,662 ,000 7,12 10,68 

DMSO 32,300* ,662 ,000 30,52 34,08 

DMSO AERO+CTM -34,400* ,662 ,000 -36,18 -32,62 

AERO -23,400* ,662 ,000 -25,18 -21,62 

CTM -32,300* ,662 ,000 -34,08 -30,52 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 
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