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RESUMEN

El presente estudio de disefio experimental, nivel explicativo, enfoque cuantitativo y
de corte transversal; tuvo como objetivo determinar el efecto antimicoético in vitro del
extracto acuoso Allium sativum (ajo) sobre cepas de Epidermophyton floccosum. Se
utilizo el extracto acuoso a diferentes concentraciones (18.86, 28.3, y 56.6%) para los
grupos experimentales, como control estandar al fluconazol (25ug). se evalud la
sensibilidad utilizando el método de discos difusion. Kirby-Bauer para medir los halos
de inhibicion, obtenido a las 24 horas. Los resultados mostraron para el control
estdndar Fluconazol un halo de inhibicion de (25.31+£3.85mm); para el extracto
18,86% (20.3+0.47mm), 28,3%(25.1 £0.97mm) 56,6%(31.05 +31.05mm). Los

resultados, fueron sometidos a la prueba ANOVA y a la prueba T-STUDENT,
(P<0.05). se aprecia que existe una diferencia estadisticamente significativa en los tres
tipos de concentraciones. Se concluy6 que el extracto acuoso de Allium sativum (ajo)
a dosis 28.3% y 56.6% tuvieron efecto similar al medicamento estandar fluconazol,

frente a Epidermophyton floccosum.

Palabras claves: Allium sativum, Extracto, Antimicotico, Epidermophyton floccosum.



ABSTRACT

The present study of experimental design, explanatory level, quantitative approach and
cross-sectional approach; The objective was to determine the in vitro antifungal effect
of the aqueous extract Allium sativum (garlic) on strains of Epidermophyton floccosum.
The aqueous extract was used at different concentrations (18.86, 28.3, and 56.6%) for
the experimental groups, as standard control to fluconazole (25 pg). Sensitivity was
evaluated using the diffusion disc method. Kirby-Bauer to measure the inhibition
halos, obtained at 24 hours. The results showed for the standard control Fluconazole
an inhibition halo of (25.31 + 3.85mm); for the extract 18.86% (20.3 £ 0.47mm),
28.3% (25.1 £ 0.97mm) 56.6% (31.05 + 31.05mm). The results were subjected to the
ANOVA test and the T-STUDENT test, (P <0.05). It can be seen that there is a
statistically significant difference in the three types of concentrations. It was concluded
that the aqueous extract of Allium sativum (garlic) at doses 28.3% and 56.6% had a
similar effect to the standard medicine fluconazole, compared to Epidermophyton

floccosum.

Keywords: Allium sativum, Extract, Antifungal, Epidermophyton floccosum.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento de las plantas medicinales por el hombre se remonta a la
antiguedad. el primer remedio para las diversas dolencias que presentaban al ser
humano. EI hombre las uso inicialmente de un modo instintivo, copiando el proceder
de los animales. Mas adelante, de un modo mas empirico, a través del conocimiento
que obtenia de los errores y aciertos. Finalmente, de un modo mas racional a medida

que, con el tiempo, iban conociendo sus propiedades terapéuticas .

Cada dia son mas las personas interesadas en el abandono de los productos obtenidos
a través de la manipulacion quimica y buscan remedios Unicamente naturales. Esta
situacion ha surgido en parte debido al mayor contacto gque tiene la poblacion con la
naturaleza. Hoy en dia en muchos paises se ha incrementado las formas de curacion
tradicional por lo cual muchas personas en todo el mundo la usan como alternativa
terapéutica, segin la OMS existen 3 razones por la que se elige dicha alternativa, la
limitacidn de la disponibilidad de los servicios de salud en paises en vias de desarrollo,
la influencia cultural de cada pais y la utilizacion de medicina natural como terapia
complementaria. La OMS destaca que, de los 119 farmacos derivados de las plantas

identificadas, alrededor de 74% se usan en la medicina moderna @,

La medicina natural es utilizada cominmente por su confiabilidad relacionada con el
empirismo, donde surgen consecuentemente los fitofarmacos, que son empleados para
mejorar la calidad de vida del paciente y a bajos costos en comparacion con los
medicamentos sintéticos, asi como su toxicidad que ejerce sobre el cuerpo humano al
administrarse, estos beneficios han captado la atencidén de grandes universidades y

centros de investigacion de todo el mundo ©.



Muchas enfermedades ocasionadas por microorganismos pueden atacar tanto a
humanos como a animales, entre estas enfermedades podemos encontrar a la
dermatosis causada por hongos, estos hongos también llamados dermatofitos tienen
propiedades queratiniliticas y producen afecciones cutaneas llamadas tifias, tanto
hombre como animales padecen de estas, las dermatofitosis son infecciones con alta
prevalencia a nivel mundial. Los dermatofitos se encuentran incluidos en tres generos
segun su taxonomia anamorfos, Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton yuno

teleomorfo, Arthroderma®:

Los aspectos clinicos distinguen diversas tifias en el cuero cabelludo, distintas tifias
de piel glabra, correspondientes a lesiones en el cuerpo, cara, grandes pliegues, asi
como en palmas y plantas. Las ufias también son afectadas por dermatofitos. Segun la
zona afectada, los tratamientos antifungicos se adaptan a la naturaleza y localizacion

del hongo ®.

Durante el crecimiento de dermatofitos, con la queratina como Unica fuente de
carbono, el pH extracelular cambia de 4cido a alcalino. Esto crea un entorno en el que
la mayoria de las proteasas queratinoliticas conocidas exhiben wuna actividad
Optima. Estos eventos culminan en el establecimiento y mantenimiento de la infeccion,
que puede ser cronica o aguda dependiendo de las especies dermatofitas®?.

La resistencia microbiana es de gran importancia mundial. Aunque la mayoria de los
medicamentos son todavia activos, la sombra ascendente de la resistencia significa que
muchos de ellos pueden no serlo en poco tiempo. Los germenes patogenos despliegan
la resistencia a los antimicrobianos por un proceso denominado clasificacion natural.

Cuando una poblacién microbiana esta expuesta a un antimicotico sucumbiran los
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microorganismos mas sensibles, dejando solo aquellos que son sélidos al ataque de los
antimicrobianos. Esos microorganismos pueden transferir sus genes de la resistencia a
sus descendientes por replicacion o a otras bacterias afines por «conjugacion», proceso
en el que los plasmidos que llevan los genes «saltan» de un microorganismo a otro.
Este proceso es un fendmeno natural e imparable, exacerbado por el abuso, el uso
excesivo y el mal uso de los antimicrobianos en el tratamiento de las afecciones

humanas. 9

Teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita medicamentos de costo reducido y
alto beneficio, se ha realizado una investigacion para encontrar nuevos componentes
antimicrobianos que puedan emplearse en los casos de la resistencia microbiana a las
nuevas generaciones de antibioticos El alto costo y baja accesibilidad a los sistemas de
salud, el aumento de la resistencia a antibiéticos es lo que motiva a realizar esta
investigacion ya que se esta orientando a la poblacion para utilizar fuentes medicinales

de origen herbolario %11,

Existen muchas especies vegetales con propiedades medicinales, entre ellas tenemos a
Allium sativum (ajo), que es una planta con propiedades terapéuticas conocidas desde
la antigiedad posee propiedades antioxidantes, hipotensoras y propiedades
antimicrobianas; se conoci6 la existencia de la alicina, el ajoeno, los tiosulfinatos y
una gama de compuestos organosulfurados como componentes esenciales de este
bulbo y se comprobo, para muchos de ellos, una diversidad de efectos que abarcan
desde propiedades antitromboticas, antitumorales, antiparasitarias y antifangicas. Sin

embargo, el ajoeno, un producto de gran estabilidad, que se origina de la ruptura y la
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reparacion no enzimatica de la alicina es el que presenta la mayor actividad
cuantificada ¢,

En esta investigacion se plante6 la siguiente pregunta de investigacion.

¢ Cual es el efecto antimicatico in vitro del extracto acuoso del bulbo de Allium sativum
(ajo) frente a cepas de Epidermophyton floccosum?

Los objetivos de la investigacion fueron:

Objetivo general:

e Determinar el efecto antimic6tico in vitro del extracto acuoso de los bulbos

Allium sativum (ajo) sobre cepas de Epidermophyton floccosum.

Obijetivos especificos:

e Evaluar el efecto antimicotico del extracto acuoso de los bulbos Allium sativum

(ajo) a concentraciones de 18.86%, 28.3% Yy 56.6%.

e Comparar el efecto antimicético del extracto acuoso de los bulbos Allium
sativum (ajo) a diferentes concentraciones frente a un medicamento de

referencia (Fluconazol).



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes:

Segun Juérez s, Diaz D, Méndez et al,2018 México ,en su investigacion Efecto de
extractos crudos de ajo (Allium sativum) sobre el desarrollo in vitro de Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nigerdemostraron spergillus parasiticus y A. niger son dos
hongos productores de micotoxinas; aflatoxinas y ocratoxinas respectivamente su
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro de extractos crudos de ajo
sobre el desarrollo de Aspergillus parasiticus y A. niger mediante diferentes ensayos.
Evaluando su efecto sobre el desarrollo de los hongos, lo cual se cuantifico mediante
halos de inhibicién, n 1:2 (50 pL de extracto crudo) y 1:16 (6.25 L de extracto crudo)
dando como resultado actividad antifingica del extracto de ajo frente a A.

parasiticus y A. niger. 1219,

A nivel nacional en el estudio de Orbegoso et al., al desarrollarse en el 2018,
relacionado al Efecto antimicético in vitro del extracto acuoso de los bulbos de Allium
sativum (Ajo) frente a Candida albicans. Se utiliz6 el extracto acuoso a
concentraciones de 22 mg/ml y 44 mg/ml para los grupos experimentales, como
control estandar al Fluconazol (25ug /disco). Y se evalud la sensibilidad utilizando el
método de difusion, Kirby — Bauer para medir los diametros de inhibicion, obtenidos
a las 24 horas en los diferentes grupos, Los resultados, mostraron 32,40mm 37.82mm,
25,31 mm respectivamente difiriendo significativamente entre ellos. Concluyéndose
que el extracto acuoso de allium sativum presento efecto antimicaético frente a candida

albican?,



Segun Danladi et al., Nigeria. 2018, en la investigacion publicada sobre Actividad
antimicotica del extracto de ajo (Allium sativum) en algunos hongos seleccionados,
Las muestras de ajo se compraron en el mercado central de Dutsinma, estado de
Katsina. Las muestras se lavaron, separaron y pelaron para obtener la porcién
comestible. Los hongos se aislaron utilizando el método de cultivo y se identificaron
segun las caracteristicas morfologicas. El extracto se prepard utilizando dos
disolventes (acuoso y etanol) mediante el método de remojo. La actividad antifingica
del extracto de ajo acuoso y etanodlico se determind en algunos hongos seleccionados,

a saber, Fusarium spp y Rhizopus.spp. .

De los resultados queda claro que, el extracto de etanol mostr6 mas actividad en
comparacion con el extracto acuoso. El didmetro de las zonas de inhibicion para el
extracto etandlico oscil6 entre 4,1 y 14,3 mm, mientras que el del extracto acuoso
oscilé entre 2,4 y 10,4 mm. La concentracion minima inhibitoria (CMI) para el
extracto etanolico fue de 2.5 mg / ml y 5.0 mg / ml para Fusarium spp y Rhizopusspp
respectivamente. Mientras que para el extracto acuoso no hubo efecto en ambos
organismos probados. De este estudio se puede concluir que el extracto de ajo mostro6
actividad antifangica contra el organismo de prueba. Ademas, el extracto etandlico

mostré actividad inhibitoria entre los hongos probados ).

Frattiani et al., Italia.2017, centran sus investigaciones en la Caracterizacion
bioquimica y actividad antimicrobiana y antifingica de dos variedades endémicas de
ajo (Allium sativum L.) de la regién de Campania, sur de Italia. Analizaron extractos

de los bulbos de las dos variedades endémicas "Rosato" y "Caposele™ de Allium
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sativum de la region de Campania, sur de Italia. Se determind el contenido fendlico, el
acido ascorbico, el contenido de alicina y la actividad antimicrobiana y antifangica in
vitro. El extracto de polifenol exhibio actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa y (solo por el extracto de Rosato)
contraBacillus cereus . El extracto de Caposele fue mas efectivo para inhibir el
crecimiento de Aspergillus versicolor y Penicillum citrinum. Por otro lado, el extracto

de Rosato fue efectivo contra Penicillium expansum (9),

segun rodriguez et al, peru 2018 Efecto antiflngico del extracto de allium sativum en
cepas de trichophyton rubrum atcc 1344, contrastado con ketoconazol, estudio in vitro.
El estudio realizado fue experimental. Se trabajé con 10 placas Petri en diferentes
concentraciones de extracto de ajo al 25%, 50%, 75% y 100%, ademas del ketoconazol
como grupo estandar y solucién fisiolégica como control. Y se evalud la sensibilidad
utilizando el método de difusién, Kirby — Bauer para medir los diametros de inhibicion,
encontrando como resultado 100 % (32.3 mm) y los diametros mas pequefios en
concentraciones de 50 % y 25 % respectivamente (22.8 y 14.5 mm).como resultado se
observo que a mayor concentracion de allium sativum mejores son los resultados,

evidenciandose que al 100% se encontré que ejerce efecto antimicotico.®”

Segln Robles et al., Pert. 2016, en el estudio sobre el efecto Antimicético In Vitrode
la solucion de Ajo (Allium Sativum), la Avena Coloidal (Avena Sativa) y el
Clotrimazol sobre Cultivos de Candida Albicans (ATCC 10231), . Este trabajo
responde a un disefio experimental in vitro, de tipo aplicada, transversal, prospectivo,
y de nivel descriptivo. Para la cual se usaron concentraciones diferentes del Allium

sativum y Avena sativa, y se midieron los halos de inhibicion formados alrededor de
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los discos embebidos con cada una de las concentraciones sobre las cepas del Candida

albicans (ATCC 10231). @8,

Como resultado se obtuvo que las concentraciones mayores de 40% del Allium sativum
mostraron efecto inhibitorio positivo en los cultivos de cepas de Candida albicans
(ATCC 10231), mientras que la concentracion de Avena sativa no tuvo efecto
inhibitorio en los cultivos de cepas del Candida albicans (ATCC 10231). En
conclusién, existe un efecto antimicético de la solucion de ajo (Allium sativum)

inhibitorio positivo a las en cultivos de Candida albicans (ATCC 10231) (8,

2.2. Bases tedricas de la investigacion:

Fitoterapia:

La fitoterapia conlleva a recopilar datos historicos sobre los efectos curativos de
diversas plantas y conducirlas a investigaciones cientificas con el propdsito de
establecer seguridad de acuerdo con la tecnologia para la busqueda de nuevos
principios activos, de acuerdo a ello se ha logrado seleccionar vegetales con
especificas acciones curativas, descartando diversas plantas que llegarian a ser toxicas,
la cual muchas de ellas solo se han basado en creencias tanto en su efecto terapéutico
como también en efectos no terapéuticos , debido a que se desconocen los
componentes de cada especie vegetal como los procesos bioquimicos que se

producen en organismo al consumirlos.®



Plantas medicinales:

Las plantas medicinales, son aquellos que en una o diferentes partes de la misma es
compuestos activos llamados “principios activos”, componente que por procesos
diversos presenta actividad farmacoldgica, y que mediante diferentes procesos se

obtiene formas galénicas para ser administradas a la poblacion ©.

Principio activo:

Es aquel componente o sustancia quimica, ya sea de origen natural o sintético, con
propiedades para ejercer una actividad farmacoldgica. Pueden ser administrados segun

dosis, concentraciones para alguna patologia especifica 6.

Extracto vegetal:
Un extracto vegetal, es un concentrado de origen natural, adquiridos por tratamiento

apropiados de una planta para asegurar la estabilidad de sus componentes de interés

(1)

Allium sativum L.

Es una planta perpetua con hojas delgadas y aplanadas, mide hasta una altura de 30 cm
de longitud. Sus raices pueden alcanzar con facilidad profundidades de hasta 50 cm o
mas. El bulbo, suele ser de piel blanca, tienen forma de una cabeza separada en gajos
que popularmente se conocen como dientes ¢4),

Cada cabeza puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se encuentra
envuelto en una delgada capa de color blanco o rojizo. Cada uno de los dientes puede
dar origen a una nueva planta de ajo, ya que poseen en su base una yema terminal que

es capaz de germinar incluso sin necesidad de plantarse previamente ©9



Taxonomia 19,

<> Reino: Plantae

X Division: Magnoliophyta
X Clase: Liliopsida

X Orden: Asparagales

<> Familia: Amaryllidacea
<> Subfamilia: Allioideae
X Tribu: Allieae

<> Género: Allium

<> Especie: Allium Sativum L.

Epidermophyton floccosum

El género Epidermophyton consta de dos especies conocidas solamente, siendo E.
floccosum la Unica patdgena para el hombre y constituyendo la especie tipo. Cuando
se observa microscopicamente suele presentar abundancia de macroconidias, estas
tienen forma de maza, con pared moderadamente gruesa y lisa, con los extremos
redondeados y presenta de 1 a 9 septos. Macroscopicamente sus colonias suelen
presentarse visibles a los 7 a 9 dias de incubacién, presentan aspecto plegadas,
aterciopeladas, pulverulentas y color amarillo-verdoso. Las colonias suelen

blanquearse rapidamente y se vuelven flocosas y estériles @Y,
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Micosis

Afecciones a la piel como las micosis son la causa de mayor frecuencia a la consulta
dermatoldgica, estas mismas son originadas por dermatofitos y hongos levaduriformes
(22) En estas micosis se afecta la capa cornea de la piel y la zona suprafolicular del pelo
(23).

Las micosis cutaneas atacan capas profundas de la piel y sus anexos (pelo y ufias);
estas afecciones son causadas por dermatofitos del género Microsporum,
Epidermophytos y Trichophyton y se denominan tifias o dermatofitosis y, causadas por
levaduras del género Candida denominadas candidiasis cutanea. La aparicion y
frecuencias de los agentes etioldgicos de estas micosis depende de ciertos factores
como son area geografica, clima, sexo, edad y ubicacion de la lesion y otros factores
(23).

Las micosis endémicas son infecciones causadas por un grupo diverso de hongos que
ocupan un nicho ecolégico especifico en el medio ambiente. Comparten la
caracteristica comun del dimorfismo térmico: crecen como moldes saprofiticos en el
ambiente a temperaturas que oscilan entre los 25 y los 30 ° C. La mayoria de estos
organismos son patdégenos primarios que son capaces de causar enfermedades en
individuos humanos sanos. Sin embargo, pueden causar infecciones graves y
diseminadas en huéspedes inmunocomprometidos, tales como pacientes con infeccion
por virus de inmunodeficiencia humana (VIH), trasplante de 6rganos o receptores de
trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) Y aquellos con trastornos

autoinmunes que reciben inmunosupresores ¢4,
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Composicion quimica:

El ajo ha sido utilizado médicamente desde muy antiguo e, incluso, todavia hoy forma
parte de la medicina popular en muchas culturas. Trabajos recientes sefialan la
existencia en el ajo de gran cantidad de sustancias, Cerca del 30% de su parte
comestible esta integrado por hidratos de carbono disponibles y aproximadamente un
6% por proteinas. Su contenido en algunos minerales y vitaminas es interesante
muchas de ellas azufradas, con importantes aplicaciones en el campo de la salud.
Aliina Ajoeno (ajocisteina) Alicina y Tiosulfinatos Alil mercaptano (Antibidtica,
antifangica, antiviral. Hipocolesterolemiante, previene la aterosclerosis, antitumora,
antidiabética, hipotensora) Sulfuro de dialilo y afines S-alil-cisteina y compuestos al

- glutdmico @®

12



I1l. METODOLOGIA
3.1. Disefio de la investigacion:

El trabajo de investigacion fue de disefio Experimental de nivel Explicativo,

Cuantitativo y Transversal.

Grupos de estudios:

Control Negativo:

Estuvo formado por 6 placas con agar Sabouraud dextrosa medicado con cloranfenicol
(25 mg/100ml) sembrado con la cepa de Epidermophyton floccosum ATCC 10227,
con 4 pocillos conteniendo Solucion Salina Fisioldgica (SSF) Incubado por 24 h. en

una temperatura 25°C.

Control Estandar (Farmaco de Referencia):

Estuvo formado por 6 placas con agar Sabouraud dextrosa medicado con

cloranfenicol (25 mg/100ml) sembrado con la cepa de Epidermophyton floccosum
ATCC 10227, con 4 pocillos conteniendo Fluconazol (25ug) Incubado por 24 h. en

una temperatura 25°C.

Grupos Experimentales:

Experimental N°01

Estuvo formado por 6 placas con agar Sabouraud dextrosa medicado con cloranfenicol

(25 mg/100ml) sembrado con la cepa de Epidermophyton floccosum
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ATCC 10227, con 4 pocillos conteniendo extracto acuoso de los bulbos de Allium

sativum (ajo) al 18.86% Incubado por 24 h. en una temperatura 25°C.

Experimental N°02:

ATCC 10227, con 4 pocillos conteniendo extracto acuoso de los bulbos de Allium

sativum (ajo) al 18.86% Incubado por 24 h. en una temperatura 25°C.

Experimental N°02:

Estuvo formado por 6 placas con agar Sabouraud dextrosa medicado con cloranfenicol
(25 mg/100ml) sembrado con la cepa de Epidermophyton floccosum ATCC 10227,
con 4 pocillos conteniendo extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum (ajo) al

28.3% Incubado por 24 h. en una temperatura 25°C.

Experimental N°0 3

Estuvo formado por 6 placas con agar Sabouraud dextrosa medicado con
cloranfenicol (25 mg/100ml) sembrado con la cepa de Epidermophyton floccosum
ATCC 10227, con 4 pocillos conteniendo extracto acuoso de los bulbos de Allium

sativum (ajo) al 56.6%. Incubado por 24 h. en una temperatura 25°C.

3.2. Poblacién y muestra:

Poblacion vegetal:

Estuvo formada por la planta Allium sativum (Ajo) cultivado en la provincia de Viru,

departamento de La Libertad.
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3.3.  Definicion y Operacionalizacion de Variables e Indicadores.

Variable Definicién conceptual Definicion Operacional Medicion Indicadores
Independiente: Es el conjunto de compuestos | Se obtiene por procesamiento de | % P/V: Variable
Extracto Acuoso del | quimicos que le confiere el efecto a | homogenizacion de los bulbos de ajo | Grupo experimental 01(8.86%) cualitativa
bulbo Allium sativum | estudiar a la planta 9, con solvente acuoso Grupo experimental 02(28.3%) Nominal.
(Ajo) Grupo experimental 03(56.6%)

Grupo control negativo Omg/ml.

Grupo control estandar

Fluconazol (25ug/disco)
Dependiente: Es el efecto logrado al inhibir el | Se calcula a partir de la medida de los Variable

Efecto

Antimicotico

crecimiento de una determinada
colonia del hongo por inhibicién o por

destruccion de las mismas ©).

halos de inhibicion del crecimiento
micético alrededor de los pocillos

conteniendo el extracto ©

Mm

(milimetros)

Cuantitativa de

razon
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3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Material vegetal y obtencion del extracto:

El material vegetal utilizado fueron los bulbos de Allium sativum (ajo), los cuéles
fueron recolectados separados por tamario y color; para posteriormente ser lavados con
agua corriente y agua destilada. Para la preparacion del extracto de bulbos de ajo
fresco, se desprendio la cubierta y fueron desechadas, luego se pesé 2559 de la muestra
vegetal, fueron lavados nuevamente y posteriormente picados para homogenizar el
contenido con un procesador de alimentos Hamilton ® en 900ml de agua destilada
por un tiempo de 3 minutos a velocidad media, seguidamente el homogenizado fue
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. EI material precipitado fue pesado antes de
ser desechado, y el sobrenadante fue filtrado con papel filtro previamente esterilizado
se secd en una estufa hasta obtener el extracto, de 71mg de ajo/ml con esta

concentracion se procedio a realizar y obtener los extractos al 18.86%; 28.3% y 56.6%

14-17).

Preparacion del medio de cultivo:

Para el cultivo de hongos, el medio adecuado para su crecimiento es el agar Sabouraud
Dextrosa medicado. La composicion del medio de cultivo, es Agar 2.0 g de extracto
de carne, 17.5 g de hidrolizado de caseina, 1.5 g de almidon, 17.0 g de agar disueltos
en 1 litro de agua destilada con un pH ajustado a 7.3 = 0.1 a 25°C. Se adiciond

cloranfenicol para evitar el crecimiento de bacterias que contaminen el medio @3,
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Preparacion del inéculo para Ephidermophyton floccosum:

Primero se realizo el rejuvenecimiento de la cepa del hongo en un medio de cultivo de
agar Tripticasa Soya (Agar TSA) por 24 horas, luego se transfirio a un medio
especifico para la cepa Epidermophyton floccosum, Agar sabouraud + cloranfenicol.

El tiempo de incubacion es en 24h. A una temperatura de 37°C.

El inoculo fue preparado despues de la incubacion y observacion del crecimiento de
la cepa, tomando una parte de las colonias cultivadas a un tubo de ensayo que
contendra 500 ul de Solucion salina fisioldgica. Después de homogenizar las colonias
de E. floccosum en la solucién se compard el grado de turbidez optica equivalente al
0.5 del Nefelémetro de Mc Farland que representa una densidad celular de 1 x10® UFC

/ml (19),

Siembra de la muestra:

Utilizando un hisopo estéril, fue sumergido en la solucion preparada (tubo conteniendo
el in6culo) para tomar el hongo. Se coloco por encima del nivel del contenido del tubo
y se gira por las paredes del mismo para remover el exceso del in6culo. En la superficie
de la placa con el medio de cultivo, se sembré el in6culo de manera uniforme. La
siembra se hace en 3 direcciones evitando el exceso. Se dejo la placa tapada entre 5 a
10 minutos para que la superficie del medio se seque. Después del sembrado del hongo
en estudio, se realizé los pocillos con un sacabocados en el agar dentro de la placa,
sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el contacto sea

uniforme. En la superficie de la placa se realizan 4 pocillos en la periferia, con una
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medida de 2cm de distancia entre cada uno, para evitar que los halos de inhibicion

queden sobrepuestos ?324),

Método de Difusion en Agar segin Kirby — Bauer @1.Se separo las placas segin el
disefio de investigacion y se colocé el extracto de Allium sativum en diferentes
concentraciones (al 18.86%; 28.3% y 56.6% ) para los grupos experimentales y una
solucion de Fluconazol para el grupo farmaco de referencia, En todos los casos el
contenido colocado en los pocillos fue de 15ul colocados en campo estéril y con ayuda

de una micropipeta regulable. @,

Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas y posteriormente se midieron los
didmetros de los halos de inhibicion en todas las placas utilizando un Vernier
electronico Akita®. Al medir el diametro del area de inhibicion alrededor del pocillo,

este puede clasificarse en diferentes categorias de sensible o resistente (S o R)®8:21,
Escala de Duraffourd:

Segun esta escala utilizada se puede determinar de manera cualitativa la actividad
antimicrobiana, basada en los didmetros del halo de inhibicion

Duraffourd, que nos indica

Para un diametro inferior a 8 mm, se le considera, Nula (-).

Para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm, se lo define como (sensible = +).

Un didmetro entre 14 y 20 mm, se le considera, Medio (muy sensible =++).

Un didmetro superior a 20 mm es sumamente sensible (+++).
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3.5. Plan de andlisis:

Fueron realizados recolectando la informacion en una ficha de recoleccién de datos,
para luego ser tabulados en MS Excel y ser procesados en el software estadistico SPSS
v 17.2 para lo cual se conto con la ayuda de un profesional estadistico, por criterior de
normalidad de los datos se utilizd la prueba ANOVA para la comparacion inter e

intragrupos y la prueba T student para la comparacion entre grupos.
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3.6. Matriz de Consistencia:

TITULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS TIPO DE VARIABLES DEFINICION INDICADORE PLAN DE
INVESTIGACION DEL INVESTIGA OPERACIONAL SY ESCALA ANALISIS
PROBLEMA CION Y DE
DISERO MEDICION
Efecto ¢Cual es el | Objetivo general Hipotesis Experimental | Independiente: Se obtiene por Cualitativa Se utilizo la
antimicdtico in | efecto ] alternativa de nivel | Extracto de Allium | procesamientoy nominal prueba
vitro del extracto | antimicético in | Determinar el efecto | (1)) Explicativo, | sativum (Ajo). centrifugacion de estadistica
de los bulbo | vitro de Allium | antimicético in vitro del Cuantitativo los bulbos de ajo ANOVA
allium sativum I. | sativum  (ajo) | extracto  Allium  sativum | El extractode | y Dependiente: con solvente
(ajo) sobre cepas | sobre cepas de | (8j0) ~ sobre  cepas  de | Allium sativum | Transversal. | Efecto acuoso y laprueba T
de Epidermophyto | Epidermophyton floccosum. | L. (Ajo) si Antimicético. _ STUDENT
Epidermophyton | n floccosum? o - presenta efecto Se calcula a partir para la
floccosum? Objetivos especificos antimicético in de la medida de los comparacion
Estimar el efecto | vitro sobre halos de inhibicién entre grupos.
antimicético del extracto cepas de del crecimiento
Allium  sativum  (ajo) @ | Epidermophyt micotico alrededor
concentraciones de 18.86%, | on floccosum de los pocillos Cuantitativa
28.3%'y 56.6%. conteniendo el de razon
©
Comparar el efecto extracto
antimicético del extracto

Allium sativum (ajo) a
diferentes concentraciones
frente a un medicamento de
referencia (Fluconazol).
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3.7. Consideraciones éticas

El presente trabajo de investigacion, se realizo de tipo experimental, in vitro, se trabajé
con medios de cultivo (hongos), respetando debidamente las normas de bioseguridad
dentro y fuera del laboratorio. Segun los principios rigen la actividad investigadora, la
cual establece, que en toda investigacion debe realizarse una evaluacion exhaustiva de
los riesgos y beneficios probables, para el medio ambiente y para las personas

implicadas en el desarrollo del trabajo 9.

Este estudio de investigacion se fundamento en el codigo de ética de la Universidad
Catdlica Los Angeles de Chimbote. Ademés, al finalizar el estudio las placas Petri con
cultivos utilizados fueron expuestas a 121° C Y 1 Bar de presion fueron inactivadas en
autoclave a fin de desechar el material bioldgico contaminado aplicando las normas de

manejo de desechos hospitalarios %627
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IV. RESULTADOS:

4.1 Resultados:

Tabla 01 Evaluacion del efecto antimicotico in vitro del extracto acuoso de los bulbos

de Allium sativum (ajo) sobre cepas de Epidermophyton floccosum.

Efecto antimicotico de

los Halos de
GRUPOS Inhibicién  en mm Significancia
X+ DS
Control negativo. 0.0
Control estandar 25 31 +3.85
Experimenta 01. 20.3 £0.47
0.000*
Experimental 02. 25.1+0.97
Experimental 03. 31.05+31
*ANOVA (P<0.05).
Leyenda:

Control estandar: fluconazol
Experimental. 01: Extracto acuoso de A. sativum18.86%
Experimental. 02: Extracto acuoso de A. sativum28.3%

Experimental 03: Extracto acuoso de A. sativum56.6%
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Tabla 02 Comparacion del efecto antimicotico in vitro del extracto acuoso de los

bulbos de Allium sativum (ajo) sobre cepas de Epidermophyton floccosum.

GRUPOS: Significancia
comparando en su efecto antimicatico Valor p
n=30
Experimental. 01 vs Experimental. 02 0.012
Experimental. 01 vs Experimental 03. 0.004
Experimental. 02 vs Experimental 03. 0.002
Fluconazol vs Experimental 01. 0.016
Fluconazol vs Experimental 02. 0.072
Fluconazol vs Experimental 03. 0.001

Prueba T — Student para comparacion de medias (p<0.05)
Leyenda:

Control estandar: fluconazol

Experimental. 01: Extracto acuoso de A. sativum18.86%

Experimental. 02: Extracto acuoso de A. sativum28.3%

Experimental 03: Extracto acuoso de A. sativum56.6%
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4.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El efecto antimicotico del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum sobre cepas

de Epidermophyton floccosum fue demostrado, de la siguiente manera:

En la tabla 01 puede observarse que en el grupo control negativo no se presentan los
halos de inhibicion es decir no presenta efecto antimicOtico sobre la cepa de
Epidermophyton floccosum. utilizada en la presente investigacion.

En el grupo control estdndar se muestra que el farmaco de referencia Fluconazol
muestra un halo de inhibicion de 25.31 +3.85mm valor que se encuentra dentro del
rango esperado como sensible para Epidermophyton floccosum el grupo experimental
01 a una concentracion 18.86% se muestran un promedio de 20.3 £0.47 mm En el
caso de los halos de inhibicion reportados para los grupos experimentales 02
extracto acuoso A.sativum 28.3%) y experimental 03 (extracto acuoso A.sativum
56.6%) los promedios de halos de inhibicion son 25.1 £0.97mm y 31.05 + 3.1mm
Allium sativum en el halo de inhibicion. . Al analizar los resultados respectivamente
valores que se encuentran dentro del rango establecido como sensible en comparacion
con Fluconazol para esta cepa. La prueba paramétrica ANOVA en donde se compara
los grupos nos muestra un nivel de significancia de 0.000, es decir el Valor P es menor
que el alfa (0.05) es decir existe diferencia estadisticamente significativa en los
resultados obtenidos entre los grupos de experimentacion @4,

Por lo tanto, asi como el fluconazol. Actlan alterando la permeabilidad de la
membrana fungica al inhibir la sintesis del ergosterol por inhibicion del esterol 14 a
desmetilasa, un sistema dependiente del citocromo P450. Al deteriorar la sintesis del

colesterol llevan a la acumulacion de 14 a metilesteroles, alterandose la permeabilidad
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de la membrana de las células fangicas y afectando los factores de ciertos sistemas
enziméticos de membrana, que resultan en la inhibicion del crecimiento micético.!®
Segun Ismaiel et al. los metabolitos responsables de la actividad antimicotica seria

el 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-eno y 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-eno. Ademas, los
cambios observados en la permeabilidad de la membrana, la pérdida de
proteinas producto de la actividad del Ajoeno, allina y alicina. ?®

Muchos hongos, incluidos Céndida, Torulopsis, Trichophyton, Cryptococcus,
Aspergillus, Trichosporon y Rhodotorula, se han mostrado ser sensibles a los
compuestos del ajo. El extracto de esta planta se evidencio la disminucién en el
consumo de oxigeno, reduciendo el crecimiento del organismo e inhibiendo la sintesis

de lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, que produciendo dafios a las membranas. ?®

En la tabla 02 se muestra la comparacion con la prueba T — Student; a las 24 horas se
aprecia que el valor de p < 0.05 por lo que significa que los valores obtenidos en el
grupo Experimental 03 (A.sativum 56.6%) muestran una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con grupo Experimental 02 (A.sativum 28.3%) y grupo
experimetal 01 (A.sativum 18.86%). Para el farmaco de referencia observamos que
resulté mas efectivo que el grupo Experimental 01 (A.sativum 18.86%),pero si se
observd que entre los promedio de los halos de inhibicion obtenidos entre la
concentracion (A.sativum 28.3%) ,(A.sativum 56.6%) mostro un efecto antimicético
mayor que el farmaco de referencia. Esto concuerda con lo reportado por Orbegoso
quien encontro para el extracto efectos similares a esta investigacion frente a una
levadura donde se puede observar que a mayor concentracion de A. sativum mayor es

el halo de inhibicién 4,
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V. CONCLUSIONES:

5.1. Conclusiones
e El extracto acuoso de los bulbos Allium sativum (ajo) presenta efecto
antimicotico in vitro en cultivos de Epidermophyton floccosum.
e El efecto antimicdtico del extracto acuoso de los bulbo Allium sativum
(ajo) se obtuvo con todas las dosis desde 18.86% hasta la mas alta 56%
e El extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum (ajo) a dosis 28.3%
y 56.6% tuvieron efecto similar al medicamento estandar fluconazol,

sobre la cepa de Epidermophyton floccosum.

5.2. Recomendaciones:

e Se recomienda a futuros investigadores el uso de diferentes variedades
de A. sativum para determinar cuél de ellos presenta la mayor cantidad
de metabolitos como el Ajoeno, aliina y alicina a los que se les atribuye
el efecto antimicotico.

e Esrecomendable incentivar el uso de plantas medicinales como,

Allium sativum, debido a sus propiedades terapéuticas.
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ANEXOS

Figura 1. Lugar de donde se obtuvo la planta medicinal para el presente proyecto.
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Figura 2: seleccion y Preparacion de bulbos para la extraccion por centrifugacion
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Figura 3: Preparacion de materiales para realizacion de sembrados de cepas de

Epidermophyton floccosum

Figura 4: lincubacion de las placas con el sembrado inmediatamente a una

temperatura 35°C — 37°C
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Figura 5: Determinacion del material vegetal
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