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r  e  s u m  e  n

Introducción:  La onicomicosis por  dermatofitos  son  la principal causa de  alteración  ungueal.  Su  abor-
daje  terapéutico  farmacológico tiene asociado  bajas tasas de éxito,  hepatotoxicidad,  interferencia y  baja
adherencia  al tratamiento.  Por  ello,  nuestro  objetivo  fue  valorar  la efectividad in  vitro  del  aceite esencial
de  árbol de  té,  para aportar alternativas  menos  nocivas en el abordaje  terapéutico  frente a los  principales
agentes  causantes  de  estas  infecciones.
Material  y métodos:  Se aisló  de  fragmentos  de  uña  con infección  fúngica el Trichophyton  rubrum  y  Tri-
chophyton mentagrophytes. Posteriormente,  se inocularon  a una concentración  de 3 x105 UFC/mL  en  agar
patata  con dextrosa  y  aceite esencial  de  árbol de  té a  diferentes  concentraciones  para evaluar  su efecto
mediante  el recuento  de  unidades  formadoras  de  colonia  (UFC) y  el crecimiento  radial  (CR).
Resultados:  Se obtuvo  compromiso en el crecimiento  de  Trichophyton rubrum  a  concentraciones  a partir
de 0,04% del aceite  esencial de  árbol de  té  (p =  0,004).  En  el caso  del  Trichophyton  mentagrophytes se
obtuvo  inhibición  a partir  de 0,02% (p =  0,017),  e incluso  la  inhibición  completa  a una concentración  final
del  aceite  a  0,07%.
Conclusiones: El  aceite esencial de  árbol de  té  inhibe el  crecimiento  in vitro de  los  hongos  estudiados,
pudiéndose considerar una  alternativa menos nociva para  el  abordaje  terapéutico  de  las onicomicosis.
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a b  s t  r a  c t

Introduction: Onychomycosis  is  the  main  cause  of nail alteration.  Hepatotoxicity,  interference  and  low
adherence  to  pharmacological  treatment  are  associated.  Therefore, our objective  was to assess the  in vitro
effectiveness of tea tree  essential  oil  (less  harmful)  against  main causative  agents  of these  infections.
Material and methods: Trichophyton rubrum  and  Trichophyton mentagrophytes were  isolated  and  inocu-
lated  at  a concentration  of 3x105 CFU / mL  in potato  agar dextrose and  tea tree essential oil at different
concentrations  to assess its  effect  by  counting  colony forming units  and radial growth.
Results: Trichophyton  rubrum growth inhibition was obtained  at  concentrations  higher than  0.04%  of the
essential tea tree  oil (p =  0.004).  In  the  case of Trichophyton mentagrophytes, inhibition  was  obtained  at
0.02% (p = 0.017),  and  even complete  inhibition  at a final  concentration  of the  oil at  0.07%.
Conclusions:  Tea  tree  essential oil inhibits  the  in vitro growth of the  fungus  and may  be  a less harmful
alternative  to the  onychomycosis  treatment.
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Introducción

Los  dermatofitos son los principales agentes causantes de las
onicomicosis de mayor severidad, principalmente el Trichophyton
rubrum y Trichophyton mentagrophytes. Se estima una incidencia
para la onicomicosis entre el 2 y  el  8%  de la población mundial,
afectando principalmente a  la  uña del dedo gordo del pie. La
oscilación en la incidencia depende de la  población a estudio, los
estilos de vida y  los altos niveles de estados de inmunodepresión
actuales (HIV, trasplantados, diabetes, corticoides)1,2.

La onicomicosis es la causa que produce aproximadamente el
50% de las alteraciones ungueales, y  se le asocia un elevado compo-
nente psicológico negativo debido a  que las uñas son consideradas
un símbolo estético. Este aspecto hace que las personas que las
sufren expresen ansiedad, autorechazo y  aislamiento social, y como
consecuencia, demanden tratamientos rápidos y eficaces3,4.

Los tratamientos de elección para infecciones superficiales por
hongos son los fármacos sistémicos y  tópicos, que suponen un coste
mundial en torno a  5 millones de dólares5,6.  Son terapias de larga
duración (6-12 meses) y  describen multitud de interacciones far-
macológicas que pueden provocar hepatotoxicidad. Además, estos
tratamientos experimentan una tasa cuestionable de curación y
altas tasas de abandono, debido a la  farmacocinética y  a la adheren-
cia de los sujetos; dando como resultado tratamientos frustrados6,7.

Para minimizar estos inconvenientes se están estudiando los
efectos de multitud de extractos naturales con el fin de disminuir
los efectos tóxicos de los fármacos8–10. Entre ellos, cabe destacar
el aceite esencial de árbol de té con efecto antibacteriano contra
un amplio número de bacterias, antifúngico en  las infecciones por
Candida, y antivírico contra el virus del herpes simple11.

A pesar del potencial uso de multitud de aceites esenciales para
el tratamiento de infecciones dermatológicas11,  el aceite esencial
de árbol de té (Melaleuca alternifolia) requiere de estudios que
evalúen su eficacia y efectividad frente a la onicomicosis. Por ello,
y con el fin de aportar alternativas menos nocivas, este trabajo
estudia in vitro el efecto del aceite esencial de árbol de té frente
al Trichophyton rubrum y  Trichophyton mentagrophytes, principales
agentes causantes de las  infecciones ungueales1,2.

Material y métodos

Aislamiento de las especies

Los hongos fueron aislados a partir de una uña infectada por
Trichophyton rubrum y  otra por Trichophyton mentagrophytes, para
ello, las uñas se cultivaron en agar Sabouraud con cloranfenicol y
posteriormente en agar patata con dextrosa (APD). Se extrajo el
ADN del hongo y  se amplificó mediante PCR12. Por último, se llevó
a cabo la confirmación genética mediante secuenciación.

Solubilización del aceite e incorporación al  medio

Se utilizó el  aceite esencial del árbol de té de Naissance. Para
poder incorporarlo al  medio APD se realizó la solubilización de
este con dimetil sulfóxido (DMSO) de PanReac AppliChem al  10%
inicialmente. Para conseguir una emulsión estable y  favorecer la
incorporación del aceite en  el medio, se le añadió DMSO hasta lle-
gar a una concentración final de 0,112% en  placa. Con ese mismo
fin se hicieron pruebas adicionando diferentes concentraciones de
Tween® 20 (Polysorbate, de Sigma-Aldrich®)  aunque finalmente
se  descartó su uso porque alteraba la morfología del Trichophyton
rubrum.

Preparación del inóculo

La extracción de esporas y la preparación del inóculo se elaboró
según describe EUCAST13.

Estudio de  la sensibilidad

Inicialmente se descartó un efecto inhibidor o tóxico del DMSO
en el crecimiento del  hongo, a  la  concentración con la que con-
seguimos una emulsión estable del aceite en  el medio. Para ello, se
sembró 10 �L del inóculo preparado de cada cepa de forma masiva
a una concentración de 3x105 UFC/mL para el estudio de UFC. Por
otro lado, se inoculó 5 �L del mismo  inóculo para evaluar el crec-
imiento radial (CR) en APD y en APD con DMSO. Se incubaron a
30 ◦C  durante seis días para hacer el recuento de UFC y  medir el CR.

Una vez que conocimos los márgenes de concentración de DMSO
que no afectaba al crecimiento del  hongo, se inoculó el hongo en
medio APD con emulsión estable de aceite de árbol de té a  difer-
entes concentraciones. Estos experimentos se  llevaron a cabo por
duplicado y se repitieron cuatro veces.

Estudio estadístico

Los resultados fueron analizados con el programa SPSS software
v21.0, mediante la prueba t Student para muestras independientes
y estableciendo el nivel de significancia estadística p <0,05.

Resultados

Se consiguió solubilizar el aceite con DMSO y Tween para su
incorporación al medio sólido, siguiendo las  metodologías de los
trabajos consultados11,14,15. Los resultados demostraron que con
presencia de Tween 20, el Trichophyton rubrum asilado experi-
mentaba cambios morfológicos posiblemente debido a la toxicidad
de este (fig. 1). Finalmente, se consiguió una emulsión estable
del  aceite de árbol té en  el medio a una concentración final de
DMSO al  0,112%. No se  obtuvo diferencia estadística al comparar
los resultados obtenidos en el medio con y sin el disolvente (tabla
1), asumiendo así que  el DMSO a esa concentración no afecta al
crecimiento de los hongos estudiados.

Posteriormente, se  hizo el recuento de UFC y medición del CR
en los medios con las  diferentes concentraciones de aceite esen-
cial de árbol de té. Al comparar los resultados obtenidos en  medios
control y medios con aceite, se encontró diferencia estadística en el
recuento de UFC en las concentraciones igual y superiores a 0,05%
de aceite (p  = 0,001), y de CR en concentraciones igual y superi-
ores a  0,04% (p =  0,004) en el caso del Trichophyton rubrum (tabla
1A). Mientras que el crecimiento del Trichophyton mentagrophytes,
según el recuento de UFC está comprometido en  concentraciones
superiores de 0,02% (p  =  0,017) e inhibido a concentraciones
superiores al 0,07% de aceite (tabla 1B). Con  respecto al  CR del
Trichophyton mentagrophytes se manifiesta evidencia en su crec-
imiento a  partir de concentraciones iguales o superiores a  0,03% (p
= 0,023).

Discusión

Las condiciones oclusivas a  las que se  expone el pie son motivos
predisponentes para sufrir una onicomicois1,2.  Por ello, el presente
trabajo de sensibilidad fue llevado a  cabo con un hongo aislado de
una muestra de uña humana con el fin de conseguir unas cepas
adaptadas a  esas condiciones y aportar una aproximación a  la  real-
idad.

Los primeros resultados obtenidos muestran que la presencia
de Tween en  el medio hace que el Trichophyton rubrum asilado
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Figura 1. Morfología del crecimiento de la colonia del Trichophyton rubrum aislado en diferentes condiciones. A) Se observa un crecimiento normal en  medio APD. B)  No se
aprecia alteración cuando el  medio APD contiene DMSO. C) Observamos alteraciones cuando el  medio APD contiene DMSO y Tween 20 al 0,1%. D) Lo mismo  ocurre en el  caso
del  medio APD sólo con Tween 20 al  0,1%.

Tabla 1

Estudio estadístico descriptivo y comparación de medias, con la prueba t Student para muestras independientes, de las UFC y del CR de las diferentes condiciones a  estudio. A)
Resultados obtenidos al comparar el medio base y añadiendo el disolvente, DMSO a concentración final de 0,112%. B)  Resultados obtenidos en las diferentes concentraciones
de  aceite de árbol de  té, donde es constante la concentración final de DMSO a 0,112%

n UFC DS Valor p  CR DS Valor p

A: Trichophyton rubrum
Medios Base

APD 30 207,30 ± 36,46 0,685 22,13 ± 1,22 0,176
APD + DMSO 30 203,33 ± 38,83 21,75 ± 0,92

%  Árbol de té
0  (control) 4 100,50 ± 13,05 - 14,70 ± 0,86 -
0,03  4 99,12 ± 31,60 0,938 13,25 ± 0,37 0,109
0,04  4 91,50 ± 39,73 0,682 12,50 ± 0,49 0,004
0,05  4 35,75 ± 19,02 0,001 10,28 ± 1,03 0,001
0,06  4 32,50 ± 13,42 0,000 9,71 ± 2,93 0,000
0,07  4 8,50  ± 08,13 0,000 10,25 ± 0,35 0,000
0,08  4 20,00 ± 22,44 0,001 10,15 ± 2,10 0,007
0,09  4 38,25 ± 29,95 0,009 12,31 ± 0,72 0,005
0,10  4 15,25 ± 17,61 0,000 8,15 ± 1,15 0,000

B:  Trichophyton mentagrophytes
Medios Base

APD 4 170,93 ± 9,23 0,768 23,93 ± 3,3 0,769
APD + DMSO 4 168,33 ± 6,08 19,25 ± 6,25

%  Árbol de té
0% (control) 4 170,93 ± 9,23 - 23,93 ± 3,3 -
0,01% 4 165,12 ± 9,24 0,510 19,93 ± 1,84 0,091
0,02% 4 149,50 ± 8,65 0,017 19,06 ± 1,86 0,052
0,03% 4 102,00 ± 7,35 0,000 17,62 ± 5.50 0,023
0,04% 4 99,62 ± 21,81 0,004 15,83 ± 2,83 0,010
0,05% 4 121,00 ± 10,77 0,000 15,09 ± 3,73 0,012
0,06% 4 49,00 ± 11,55 0,000 13,15 ± 4,14 0,007
0,07% 4 0,00 -  0,000 9,21 ± 3,27 0,001
0,08% 4 0,00 -  0,000 6,62 ± 5,19 0,000

*UFC: Unidades formadoras de colonias. DS:  Desviación típica. CR: Crecimiento radial en mm.
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experimente cambios morfológicos que nos hacen pensar que el
efecto antifúngico descrito en trabajos previos no se puede otor-
gar sólo al uso del aceite, sino posiblemente a  su  combinación
con Tween11,14,15.  El presente trabajo, aporta datos concluyentes
y objetivos con los que se puede afirmar el efecto in vitro, al menos
fungistático, del aceite de árbol de té frente a  los principales agentes
causantes de las onicomicosis. Finalmente, se  consiguió solubilizar
el aceite de árbol de té solo con DMSO a  una concentración final
0,112%. La ausencia de significación estadística, al  comparar los
resultados de crecimiento obtenidos tanto en ausencia como en
presencia de DMSO, muestra que el DMSO no inhibe el crecimiento
del Trichophyton rubrum ni  del Trichophyton mentagrophytes. Este
dato puede parecer estar en concordancia con lo descrito en  la
literatura consultada11,14,15,  pero estos trabajos describen una con-
centración final superior de DMSO, entre el 8% y  el 20%, y  en algunos
trabajos además adicionan Tween para favorecer la incorporación
del aceite al medio15.  El presente trabajo aporta resultados efectivos
y objetivos del efecto antifúngico en medios menos tóxicos que tra-
bajos previos que favorecen la viabilidad celular, y  sin  experimentar
cambios morfológicos11,14,15.

Por último, se debe destacar que, a  pesar de que la aplicación
de aceites esenciales está popularizada en el tratamiento de infec-
ciones fúngicas en la piel y sus anejos en todo el mundo11,  trabajos
como el que presentamos aquí aportan la base para el diseño
de tratamientos que minimicen las interferencias y  los efectos
tóxicos de los fármacos antifúngicos utilizados habitualmente,
principalmente azoles2. Se necesitan más  estudios para cuantificar
la concentración exacta inhibitoria del aceite de árbol de té frente
al Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y  otras sube-
species también frecuentes,  así  como trabajos que estudien la
permeabilidad de las uñas a  estos aceites y  ensayos clínicos, con
el fin de conseguir tratamientos efectivos con un riesgo mínimo o
nulo de toxicidad para los pacientes que  sufran onicomicosis.

Conclusión

El aceite esencial de árbol de té tiene un efecto fungistático
in vitro frente al hongo dermatofito Trichophyton rubrum a concen-
tración igual y superior a 0,04%, y  del 0,02% frente a  Trichophyton
mentagrophytes que incluso puede llegar a inhibirlo a una concen-
tración de 0,07%.
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