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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo con el objetivo de determinar el efecto
antimicotico in vitro del extracto hidroalcohdlico de Allium sativum (ajo) frente a
Candida albicans. La investigacion fue de tipo experimental y nivel explicativo. Se
trabajo con 25 placas con cultivos de microorganismos divididas en 5 grupos: grupo
blanco, grupo control o farmacolégico (fluconazol 25ug), grupo experimental al
25%, 75% y 100%. Se realizd6 mediante los metodos de difusion de discos lo cual se
determin6 y recolecto los datos utilizando el programa Excel 2013. Segun los
resultados se observaron halos de inhibicion formados por el efecto del extracto
hidroalcohdlico en diferentes grupos. En el grupo de concentracion al 25% se
observa un promedio de (7.1 mm) a diferencia al 75% de concentracion se observa
(13.05) mm y también se desarrollé con una concentracién al 100% con una medida
de 15.25 mm, diferenciados entre cada grupo significativamente mediante la prueba
ANOVA (p<0,05). En la comparacion de grupos por T-Student existe una diferencia
significativa entre ellos, siendo la concentracion al 100% con mayor efecto
antimicotico. Se concluy6 que el extracto hidroalcoholico de Allium sativum (ajo)

presento efecto antimicotico frente a Candida albicans.

Palabras clave: Extracto hidroalcohdlico, efecto antimicético, inhibicion.



ABSTRACT

The present research work was carried out with the objective of determining the in
vitro antifungal effect of the hydroalcoholic extract of Allium sativum (garlic) against
Candida albicans. The research was longitudinal and experimental explanatory level.
We worked with 25 plates with cultures of microorganisms divided into 5 groups:
blank group, control or pharmacological group (fluconazole 25ug), experimental
group at 25%, 75% and 100%. It was carried out by means of disc diffusion methods,
which was determined and the data was collected using the Excel 2013 program.
According to the results, inhibition halos formed by the effect of the hydroalcoholic
extract were observed in different groups. In the 25% concentration group, an
average of (7.1 mm) is observed, as opposed to the 75% concentration, (13.05) mm
is observed and it also developed with a 100% concentration with a measurement of
15.25 mm, differentiated between each group significantly by ANOVA test (p
<0.05). In the comparison of groups by T-Student, there is a significant difference
between them, the concentration being 100% with the greatest antifungal effect. It
was concluded that the hydroalcoholic extract of Allium sativum (garlic) had an

antifungal effect against Candida albicans.

Key words: Hydroalcoholic extract, antifungal effect, inhibition.
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l. INTRODUCCION

Las plantas medicinales, desde un inicio han ocupado un lugar privilegiado como
agentes terapéuticos. En el siglo VI a. c. por la coleccion de obras atribuidas a
Hipdcrates, se hace la clasificacion de agentes terapéuticos que son de origen
animal, vegetal y por ultimo mineral. Los de origen animal por la semejanza y
similitud con la naturaleza del cuerpo humano tendrian una accion muy fuerte, por
lo tanto los de origen mineral seria lo contrario por la gran diferencia al ser humano
tendrian un menor accion. Mientras que los de origen vegetal son seres vivos pero
con una diferencia a la naturaleza humana y por lo cual son indicados para actuar

sobre las patologias .

Es importante conocer cada especie de las plantas medicinales para su utilizacion, la
forma de extraccion, preparacion y sobre todo la dosificacion. En las plantas
medicinales con cada compuesto tienen un efecto sinérgico, por lo tanto en
combinaciones de dos a mas especies es una condicion Gtil para presentar efectos

beneficiosos para actuar en las enfermedades @

En la humanidad uno de los puntos mas importantes es de gozar una buena salud, por
lo cual tendrian que haber un control de dichas y multitudes de enfermedades que
van cada dia evolucionando, como también apareciendo nuevas patologias que son a
las veces incontrolables. Para ello desde inicios se viene utilizando diversos recursos

que ofrece la naturaleza como las plantas medicinales. Estos tipos de recursos no
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solo ofrecen el alimento sino también remedios, antidotos contra dichas patologias de

cualquier tipo y magnitud ©.

Una de las plantas medicinales que ha sido utilizado en tiempos ancestrales, y sobre
todo para multitudes de malestares como las hemorroides, reumatismo, dolores
abdominales e incluso variedades de infecciones. El ajo unos de los productos
con mucha mayor exportacion y consumo en los seres humanos, se ha usado en
diferentes paises para aliviar molestias sobre infecciones. Ha este vegetal se ha
descubierto propiedades medicinales, anti protozoarias, antibacteriano y antiflngico.
Actualmente hay un interés en el ajo como un agente antimicético. Se ha demostrado
que el extracto de ajo es efectivo en hongos patogenos, especialmente en Candida

albicans .

La Candida albicans son hongos que mayormente se localiza en la boca de
individuos sanos y como tales se le considera residentes normales de la microflora
oral, es decir existen pero no causan dafio en las mucosas (membranas), orejas, 0jos,
tracto gastrointestinal, heces, vagina, cavidad oral, etc. Se le identifica como un
hongo o flora normal. Pero si ocurre un desequilibrio que lleva a un crecimiento
excesivo se convierte en una micosis. Se considera un de las especies mas infecciosa
en la cavidad oral. Se ha reportado que un 30% al 50 % de las personas llevan

consigo este organismo ©.



Los estudios realizados hasta el momento demuestran que cada especie vegetal del
genero Allium, especialmente el AJO presentan variedad de accién frente a bacteria
Gram + y Gram -. La presente investigacion es de suma importancia porque busca
nuevos aporte sobre Allium sativum, méas conocimientos que puedan completar el
amplio estudio e investigacion sobre este vegetal de suma importancia para la
poblacion beneficiandoles en los problemas de salud que puedan presentar. De esta
manera incentiva a mas profesionales e investigadores, continuar con mas estudios

sobre los principios activos de cada variedad de este vegetal como el ajo.

Por lo citado anteriormente, el presente trabajo de investigacion se procura conocer si
el extracto hidroalcohdlico de Allium sativum (ajo), tiene efecto antimicotico en
diferentes concentraciones sobre la cepa Candida albicans ATCC 10231, dicho
microorganismo que afecta mayormente a la poblacidn, mediante infecciones bucales
e vaginales. Por lo cual se formulo la siguiente pregunta, ¢Presenta mayor efecto
antimicético in vitro de extracto hidroalcohdlico de Allium sativum (ajo) sobre

Candida albicans?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antimicético in vitro de extracto hidroalcohdlico de Allium

sativum (ajo) frente a Candida albicans ATCC 10231.

OBJETIVO ESPECIFICO
Determinar cudl es la concentracion de mayor actividad antimicética del extracto

hidroalcohodlico sobre el crecimiento in vitro de Candida albicans ATCC 10231.

Comparar el efecto antimicético in vitro de los extractos hidroalcoholico de Allium

sativum sobre Candida albicans utilizando el grupo farmacoldgico.



1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

Pantoja et al., en el 2011 en Pert examinaron el Efecto antimicrobiano del extracto
hidroalcohdlico de Allium sativum sobre cepas estandares de la cavidad bucal. El
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto antimicrobiano y antifungico
del extracto de Allium sativum frente a las cepas ATCC de S.mutans,
Capnocytophaga sputigena, Lactobacillus casei y C. albicans a diversas
concentraciones. El extracto se obtuvo por el proceso de maceracion, utilizando el
ciprofloxacino, fluconazol y alcohol. Los resultados fueron: La concentracion
antimicrobiana frente al Capnocytophaga sputigena, Streptococcus mutans vy
Candida albicans, fue de 120mg/mL, teniendo como referencia al estandar al
ciprofloxacino a una concentracion de 4mg/ml y fluconazol a una concentracion
de 2mg/ml. Se concluye que el extracto hidroalcoholico de Allium sativum presento
efecto antimicrobiano frente a la cepa ATCC de S. mutans, Capnocytophaga

sputigena, y C. albicans a excepcidn de Lactobacillus casei que presentd resistencia

(11

Sanchez et al., en el 2016 en Trujillo analizaron el Efecto antimicético in vitro de la
solucion de ajo (Allium sativum), la avena coloidal (avena sativa) versus el
Clotrimazol sobre cultivos de Candida albicans (ATCC 10231). El objetivo de
presente estudio es probar el efecto antimicético in vitro de la solucién de ajo (Allium
sativum), la avena coloidal (Avena sativa) versus el Clotrimazol en el crecimiento de

cepas de Candida albicans. Métodos: Se realizo un estudio experimental in vitro, de



corte transversal donde se probo la eficacia antimicética de la solucion de ajo y la
avena coloidal, en comparacién con el Clotrimazol frente al crecimiento de Candida
albicans. Resultados: Se evidencia la eficacia de la solucion de ajo del 40% al 90%,
siendo este ultimo, de similar eficacia que el Clotrimazol de 500mg. Conclusiones:
Se demuestra la efectividad antimicética de la solucion de ajo y el Clotrimazol sobre

cepas de Candida albicans 2.

Laguna et al., en el 2016 en Lima examinaron el Efecto Inhibidor del Extracto
Hidroalcoholico del Allium Sativum (ajo) a Diferentes concentraciones en
Comparacion al Perio-aid® Frente a Cepas de Streptococcus Mutans. Estudio In
Vitro. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto inhibidor del extracto
hidroalcoholico del Allium sativum (ajo) en comparacion al PERIO-AID® frente a
cepas Streptococcus mutans. La muestra estuvo conformada por 40 placas Petri
con Agar Mueller-Hinton, donde se hicieron 8 pozos de 6mm. De didmetro y se
vertieron 80 pl. del extracto hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) en sus distintas
concentraciones, PERIO-AID® y agua destilada. Para determinar el efecto inhibidor,
se midio el didmetro de los halos de inhibicion con un calibrador vernier a las 24 y
48 horas. Se utilizaron las pruebas de T-student, Anova y Tukey para el analisis de
los resultados demostrando que el PERIO-AID® con halos de inhibicién de 18,4
mm. A las 24 horas y 18,1 mm. A las 48 horas. Se concluye que el extracto
hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) posee efecto inhibidor sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 35668) al cabo de 24 y 48 horas y el extracto

hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) al 12 mg/ml. tiene menor efecto inhibidor
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Mamani et al., en el 2014 en Juliaca investigaron el Efecto in vitro del ajo (Allium
sativum) liofilizado, sobre la Candida albicans sp. Se obtuvieron 15 muestras de
Candida albicans sp. Se utilizé el ajo liofilizado variedad Napuri, teniéndose en
cuenta que la cantidad de alicina por cada gramo de ajo es 9mg. Posteriormente se
procedio a hacer el sembrado de las 15 muestras en agar Sabouraud con la finalidad
de encontrar los didmetros y asi poder hallar la Concentracion Optima CO mediante
la prueba de Bauer Kirby. En dicho procedimiento se encontré que la concentracion
minima inhibitoria CMI produjo un halo de inhibicion de promedio de 7.3mm siendo
la concentracion de ajo 25mg/ml. La concentracion minima letal CML, produjo un
halo de inhibicion promedio de 11.6 mm y una concentracion de 50mg/ml de
solucion de ajo. Ademéas se determind la concentracion optima CO fue 200mg/mi
y un halo promedio de 31.3mm. Concluyendo asi que el ajo liofilizado tiene
actividad antifingica “in Vitro” frente a la Candida albicans sp, debido a los

resultados analizados al final de la investigacion ®4.

Camacho et al., en el 2011 en Bolivia se examin0 la Determinacion de la actividad
antibacteriana in vitro del ajo (Allium sativum) contra streptococcus pyogenes
mediante el método por dilucion. Se determinara la actividad antibacteriana del ajo
contra el Strepcoccus Pyogenes. Para obtener el macerado de ajo (Allium sativum) se
utilizaron 3 tipos de solventes de distinta polaridad como son: agua destilada estéril,
éter de petroleo 60-80 °C y etanol 96°C. Se utilizd ajo (Allium sativum) de la
variedad colorada y el antibiético bacitracina para la verificacion del Streptococcus

pyogenes Yy su respectiva comparacion con los extractos de ajo en los diferentes

7



solventes. La actividad antibacteriana In vitro del ajo (Allium sativum) se realiz6
sobre la cepa ATCC 19615 de Streptococcus pyogenes. Se obtuvo que el
extracto etilico demuestra que la concentracion minima inhibitoria que tiene el
extracto es de 12 mg/ml ya que a concentraciones menores existe desarrollo del

Streptococcus pyogenes .

Lora et al., en el 2010 en Trujillo investigaron el Efecto in vitro de diferentes
concentraciones de Allium sativum “ajo” frente a dermatofitos y Candida albicans.
El presente trabajo estuvo orientado a investigar si Allium sativum “ajo” en su forma
liofilizada posee efecto antimicdtico in vitro sobre dermatofitos y Candida albicans.
Se emplearon un total de 30 cultivos puros de los cuales 07 correspondieron a
Trichphyton mentagrophytes, 04 a T. rubrum, 04 a Microsporum canis y 15 a
Candida albicans. Las pruebas de sensibilidad se realizaron usando el método de
difusion en agar (MDA) y el método de dilucion en tubo. Los resultados indican que
para el caso de dermatofitos por el MDA se logra inhibicion entre 300 a 400 ug de
ajo liofilizado, una concentracién minima inhibitoria (MCI) de 500 ug/mL y un
efecto fungicida de 1000 ug/mL. En el caso de Candida albicans por el MDA. Se
obtuvo un mayor didmetro de inhibicion entre 4000 a 5000 ug, una MCI de 2500
ug/mL y un efecto fungicida de 5000 ug/mL. Estos resultados podran ser utilizados
en la realizacién de estudios in vivo que corroboren las propiedades medicinales que

se le atribuyen al ajo ®©.



2.2 Bases tedricas de la investigacion

Fitoterapia
Fito a planta, terapia a estudios, la fitoterapia es una ciencia que analiza y sobre todo
estudia las plantas, para hacer productos vegetales que se utilizan para prevenir, curar

y tratar enfermedades 7.

Plantas medicinales
Las plantas medicinales son aquellos que contienen sustancias que pueden ser
utilizados con finalidad terapéutica o preventiva o como precursoras de otras

sustancias que pueden ser utilizados con los mismos fines "),

Droga vegetal
Una droga es cualquier componente ya sea natural o sintético que cambia la
condicion fisiolégica de un ser viviente o parte de la planta medicinal de la que se

extraen los principios activos para poder ser utilizados en terapéutica @

Principio activo
Las plantas medicinales contienen su principio activo que son sustancias quimicas
que se encuentran en determinadas partes u oOrganos del vegetal y que son

responsables de su accion farmacologica (7).



Extracto

El beneficio firme o apelmazado logra una ebullicion de extracto 0 una separacién
de esencia vegetal o animal. El principio se extrae por maceracion de la panta en
agua o solucién alcoholica y posteriormente se concentra por evaporacion hasta

obtener el extracto ®©,

Extracto hidroalcohdlico

Un extracto hidroalcohdlico se prepara con alcohol de 96°c, plantas 0 zumos que
pueden ser utilizados como fungicidas e insecticidas de acuerdo a la planta que se
utiliza. La principal funcién del alcohol es extraer esencias o las propiedades de la

planta estudiada *®.

Allium sativum

Definicion

El ajo su nombre cientifico es Allium sativum, la palabra Allium procede de All, que
tiene como significado “ardiente”, y sativum tiene significado de “cultivado”. El ajo
es utilizado a nivel mundial como hierva increible en la utilidad de la medicina

natural. Tiene el efecto de curar diferentes patologias como infecciones de garganta.

(18,19)
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Habitad
El Allium sativum (AJO) se cultiva en todo el mundo y en las regiones de clima
calido o templado. En el Pert en la zona sierra, y se utiliza como condimento o

legumbre @,

Descripcion boténica

El ajo tiene una descripcion muy compleja, un tallo floral liso, con una altura de 30 a
80 cm dependiendo de la especie, crece a partir del bulbillo central. Enrollado por
una vaina papiracea que enreja un numero variable de bulbillos y finalmente con una
umbela cubierta por un espato blanco, largo y puntiagudo. En la zona de las flores, la
totalidad de las veces estériles, se manifiestan delicadas, de color blanco, rosa y

verdaceo de seis pétalos. La floracion tiene lugar en julio y agosto (20)

Composicion quimica

La composicion quimica de Allium sativum contiene varios compuestos, uno de ellos
son los azufrados que se encuentra: alixina, alicina, aliina, ajo en, adenosina, alil
metano tiosulfinato, dialil disulfuro, dialil trisulfuro, alil metil triosulfinato,
S-alil mercaptocisteina, 2-vinil-4H-1,2-ditiina y 5-alilcisteina. También obtienen
hormonas similares a la accion de las hormonas sexuales masculinas y femeninas.
Otros como fermentos, colina, acido hidrorodanico y yodo. En el ajo también se
encuentra algunos aminoacidos las cuales son: acido aspartico, asparagina, alanina,
arginina, histidina, metionina, fenilalanina, leucina, serina, treonina, prolina,

trisptofano y valina 9.

11



Propiedades terapéuticas

El ajo es un depurativo que permite eliminar toxinas del organismo, como también es
un regenerador de la flora intestinal. Mejora la circulaciébn por que es
altamente anticoagulante. Ayuda a bajar los niveles de colesterol los LDL y evita
cualquier problema cardiaco, es recomendable para el tratamiento de infecciones
respiratorias o resfrios, es un expectorante, antioxidante que estabiliza los niveles de

glucosa, permite regular problemas con el hipotiroidismo @),

Candida albicans

Definicion

La Candida albicans es un hongo dimorfico, es decir crese de manera diferente por
su grado de temperatura y desarrollo, como levadura, usualmente a 37°c, siendo de
aspecto filamentoso a 25°c en el ambiente pertenece a filo ascomycota y se
desarrolla de manera asexual por gemacion 2.

Genoma

Es una levadura diploide, con una fase haploide no descubierta hasta el momento y
por un largo tiempo fue considerado asexual. Su genoma estd organizado en ocho
pares de cromosomas, llamados histéricamente del 1 al 7 y R, con 32 Mb y contiene
en total 12405 ORF’s (open reading frames). Estudios actuales han demostrado que
el genoma de Candida albicans muestra un alto grado de plasticidad. Es importante
destacar que la capacidad de Candida albicans de someterse a reordenamientos del

genoma y su aparente tolerancia a tales cambios puede ser critico para su

12



supervivencia después de la exposicién a las condiciones cambiantes, tales como

tratamientos anti fangicos ®.

Etiopatogenia

El origen de la candidemia ocasionada por Candida albicans es principalmente
endogeno, previamente colonizada la piel o las mucosas, pero también se puede
transferir a través de material contaminado, personal sanitario o a través de otros

pacientes ¥

Mecanismos de virulencia
Candida albicans un microorganismo con mucha destreza para sobrevivir comensal,
se une a células del hospedero, excreta enzimas degradativas y lo mas importante su

alteracion morfoldgica papel principal en cada tipo de infeccidn por este hongo (29)

Inmunidad contra el Virus de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH)

Una de las patologias mas comun es la candidiasis oral que es frecuentemente uno de
los principales sintomas de la infeccion por VIH, y dentro de ellos encontramos
varios agentes que estan relacionados a su aparicién. Estd comprobado que es cada

vez més usual la aparicion de candidiasis a medida que la patologia crece .

Los pacientes que estan infectados por el VIH con inmunodepresion y candidiasis
resistente al tratamiento, fluconazol puede causar mayor efectividad en la profilaxis

de recaidas. Pero generalmente en el uso extenso de fluconazol se encuentra la

resistencia a este medicamento ?®
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1.  HIPOTESIS
Hipétesis Alternativa (H1):

El Allium sativum (AJO) tiene mayor efecto antimicético in vitro frente a fluconazol

en cepas Candida albicans ATCC 10231.
Hipétesis Nula (Ho):

El Allium sativum (AJO) no tiene mayor efecto antimicético in vitro frente a

fluconazol en cepas Candida albicans ATCC 10231.
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IV. METODOLOGIA

4.1  Disefio de la investigacion

El presente trabajo corresponde a una investigacion de tipo experimental, corte

longitudinal y nivel explicativo, por lo tanto se agruparon diferentes grupos:

Grupo Control Negativo

Se utilizaron 5 placas Petri con medio Agar Sabouraud (25 ml) y el cultivo de
Candida albicans ATCC 10231. Se realizd por el método de difusion en agar
(método kirby-bauer). Se colocaron 4 discos con solucion salina fisiol6gica, sobre
estos discos se aplicd un solvente (20 ul de solucién suero fisiologico). El tiempo de
incubacion fue de 24h a una temperatura de 35°C, donde posteriormente se realizo la

lectura de los cultivos.

Grupo Estandar Farmacoldgico

Se utilizaron 5 placas Petri con medio Agar Sabouraud (25 ml) y el cultivo de
Candida albicans ATCC 10231. Se realizé por el método de difusion en agar
(método kirby-bauer). Se colocaran 4 discos de fluconazol con un diametro de 6 mm.
El tiempo de incubacion fue de 24h a una temperatura de 35°C, donde

posteriormente se realizé la lectura de los cultivos.

Grupo Experimental 1
Se utilizaron 5 placas Petri con medio Agar Sabouraud (25 ml) y el cultivo de

Candida albicans ATCC 10231. Se realizé por el método de difusion en agar
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(método kirby-bauer). Se colocaron 4 discos, sobre estos discos se empled el extracto
hidroalcohdlico de Allium Sativum (ajo) con una concentracion de 25%. El tiempo
de incubacién fue de 24h a una temperatura de 35°C, donde posteriormente se realizd

la lectura de los cultivos.

Grupo Experimental 2

Se utilizaron 5 placas Petri con medio Agar Sabouraud (25 ml) y el cultivo de
Candida albicans ATCC 10231. Se realiz6 por el método de difusion en agar
(método Kirby-bauer). Se colocaron 4 discos, sobre estos discos se emple6 el
extracto hidroalcohdlico de Allium Sativum (ajo) con una concentracion de 75%. El
tiempo de incubacion fue de 24h a una temperatura de 35°C, donde posteriormente

se realizo la lectura de los cultivos.

Grupo Experimental 3

Se utilizaron 5 placas Petri con medio Agar Sabouraud (25 ml) y el cultivo de
Candida albicans ATCC 10231. Se realiz6 por el método de difusion en agar
(método kirby-bauer). Se colocaron 4 discos, sobre estos discos se empled el
extracto hidroalcohdlico Allium Sativum (ajo) con una concentracion de 100%. El
tiempo de incubacién fue de 24h a una temperatura de 35°C, donde posteriormente

se realiz0 la lectura de los cultivos.
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4.2  Poblacion y muestra

La planta de Allium Sativum (ajo) que se encuentran en la ciudad de Huamachuco

bajo provincia Sdnchez Carrion departamento La Libertad.

Muestra:

Ajos (Allium Sativum).

Criterios de inclusion: Ajos sanos, frescos, completas recién recolectadas. Con

ausencia de oxigenacién y se cortaran a mano.

Criterios de exclusion: Se rechazaron aquellos ajos (pequefios) o envejecidos, secos 0
enmohecidos, asi mismo se evitara recoger hojas o flores u otros partes de la planta,

deformadas, parasitadas. Evitando la manipulacion excesiva de la muestra.

Material bioldgico
El material biolégico estuvo constituido por la bacteria Candida albicans ATCC
10231. La cual se expuso a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico

obtenido de Allium Sativum (ajo).

Criterios de inclusion: Cepa de una sola especie y se utilizaron bacterias jévenes.

Criterios de exclusion: No se utilizaran bacterias que no sean morfoldégicamente

iguales. No se utilizaran cepas que presenten contaminantes.
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4.3  Definicion y operacionalizacion de las variables

Variable

Definicién conceptual

Definicion operacional Indicadores Escala de medicion

Variable dependiente:
Efecto antimicotico sobre
Candida albicans ATCC

10231

Variable independiente:
Extracto hidroalcohdlico

de Allium sativum

Es el cambio inusual o Se determind por los halos Mediante la medicién de Variable cuantitativa

susceptibilidad que
presenta dicho
microorganismo frente a
un principio activo sea

vegetal o quimico.

Es la extraccion del
compuesto llamado
droga o principio activo

de un vegetal.

de inhibicion. los halos de inhibicibn de razon.

por diametros.

Se utilizaron Las concentraciones al Variable

concentraciones diferentes 25%, 75% Yy 100 %. nominal.

del extracto.
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4.4  Técnicas y métodos de recoleccidn de datos

Recoleccion de Allium sativum (ajo):
El Allium sativum (ajo) fueron recolectadas de las plantaciones de la ciudad de
Huamachuco bajo provincia de Sanchez Carrion departamento La Libertad en

cuenta los criterios de inclusién y exclusion.

Técnicas de preparacion de extracto hidroalcohélico

La preparacion de extracto hidroalcohdlico de Allium sativum (ajo) se llevo a cabo
por el método de maceracion, el método empleado por maceracion fue de (Sharapin
2000) fundamentos de tecnologia de productos Fitoterapéuticos, donde dos envases
estéril de vidrio &mbar de boca ancha de 1 litro de capacidad, se colocaron 250g de
ajo triturado y en el segundo envase 250.07 g. Luego se afiadio alcohol de 962
cantidad suficiente hasta cubrir 2 cm de altura. Se mezclo bien teniendo en cuenta
que debe ocupar como maximo las ¥ partes del recipiente. Al final se cubrié el
recipiente y se macero en ausencia de luz por 7 dias, agitindose 10 minutos, dos

veces al dia %,

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtré el liquido al vacio con papel de filtro
whatman N° 1. Al liquido filtrado se le denomino extracto etandlico. A continuacion,
para tener la concentracién inicial del extracto fue obtenido por la técnica del peso
seco, se tomd una alicuota de 1ml del extracto etandlico en una luna de reloj, la cual

fue pesada la luna de reloj en una balanza analitica, luego se colocé en bafio maria
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con el proposito de eliminar la fase liquida para obtener una fase sélida, después de
obtener previamente lo dicho se pesd para el analisis de la concentracién del
extracto, restando el peso inicial (luna de reloj sola) y la luna con el extracto seco.
Finalmente, mediante esta técnica se obtuvo el extracto seco de 54mg/ml de Allium
sativum. A partir de este extracto seco se prepararon las concentraciones de;

25mg/ml; 75mg/ml y 100mg/ml peso/volumen con etanol al 96% &®.

Luego cada concentracion de extracto fue esterilizado por filtracién con membrana.
Finalmente, las concentraciones preparadas, del extracto etandlico, se colocaron en

viales ambar y fueron almacenadas a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

Preparacion dela cepa
En el cultivo de la cepa Candida albicans ATCC 10231, se utilizé el medio de Agar
Sabouraud dextrosa mas cloranfenicol, incubado a 35° por 24 horas, con el objetivo

de obtener colonias del hongo rejuvenecidos 2.

Preparacidn del inoculo
Se trasladé colonias de la cepa Candida albicans a un tubo de ensayo, luego se
diluyo en una solucion salina estéril (5ml), hasta alcanzar una turbidez similar al

tubo de Mac Farland cuya concentracion es equivalente a 1.5 x 10°UFC/m.
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Sembrado de la cepa
Se agrego 100ul del inoculo en la placa , por consiguiente se utilizé un hisopo estéril,
la cual fue embebido para luego hacer el sembrado sobre la superficie del Agar

Sabouraud, girando la placa Petri en 3 direcciones®.

Técnica de medicion de halos de inhibicion:

Aplicacion de discos, se colocd los discos individuales o multidisco sobre la
superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril o la punta de una aguja
presionando suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la
superficie del agar. Distribuir los discos uniformemente, de modo que estén a una
distancia minima de 25 mm uno del otro (el diametro de los discos segun las normas
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm). Un disco no debe
ser removido una vez que tomo contacto con la superficie del agar debido a que
algunos antimicrobianos se difunden rapidamente, se coloco 4 discos por placa, se
agregd 20ul de extracto hidroalcohdlico en concentraciones de 25mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml. En el grupo farmacoldgico se utilizo 25 ug/ disco de fluconazol, un grupo
control con suero salino fisioldgico. Finalmente se trasladado a la incubacion
(INCUCELL AISI 304) a 35°C por 24 horas, la lectura de los halos fue en
milimetros, por lo cual de utiliz6 un calibrador Vernier y se determiné el efecto

antimicotico segin la Escala de Duraffourd @2,
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Escala de Duraffourd:
Segln esta escala utilizada se puede determinar de manera cualitativa la actividad
antimicrobiana, basada en los diametros del halo de inhibicion %39
v Para un diametro inferior a 8 mm, se le considera, Nula (-).
v" Para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm, se lo define como (sensible
=+).
v" Un diametro entre 14 y 20 mm, se le considera, Medio (muy sensible =++).

v" Un diametro superior a 20 mm es sumamente sensible (+++).

4.5  Plan de analisis

Analisis de recoleccién de datos: Para el analisis y tabulacion de datos recolectados
se utilizara el programa Excel 2013 los cuales seran procesados a través del paquete
estadistico IBM-SPSSversion22.0 Microsoft Excel. Donde se encuentran las pruebas
estadisticas TStudent para dos grupos y el analisis de varianza ANOVA para la
comparacion de varios grupos (grado de confianza 95% - a < 0.5). Los resultados

que se obtendran de los grupos de estudios seran presentados en tablas ),

4.6  Principios éticos

En la presente investigacion, se tuvo presente las normas de bioseguridad en
laboratorio, garantizando la correcta manipulacion del microorganismo desde la
recepcion hasta la culminacion de la investigacién. También se tuvo presente los
principios éticos descritos en el codigo de Etica para la investigacion, version 001 de

la ULADECH, tales como: Justicia : El investigador debe ejercer un juicio razonable,
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ponderable y tomar las precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y
las limitaciones de sus capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren précticas
injustas. Integridad cientifica: La integridad o rectitud deben regir no sélo la
actividad cientifica de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de

ensefianza®.
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4.7  Matriz de consistencia
Titulode la Formulacio Objetivos Hipotesis Tipode  Variables Definicion  Indicadoresy Plan de
investigacio n del investigacio operacional escala de analisis
n problema n — disefno medicion
“EFECTO  (Cualesel  a)Obijetivo general: Hipotesis Experimenta Variable  -Es el Grupo Pruebas
ANTIMIC  efecto Determinar el efecto Alternativa I, de Independi Producto experimental ~ paramétricas de
OTICO IN antimicotico antimicético in vitro del  (Ha): enfoque ente: que se 1 (25mg/ml) ANOVA y
VITRO in vitro de extracto hidroalcoholico  El Allium  cuantitativo Obtuvo Grupo TSTUDENT
DEL extracto de Allium sativum (ajo)  sativum (ajo) vy corte <Extracto  mediante la  experimental  para el analisis
EXTRACT hidroalcohd frente a posee efecto Transversal. hidroalcoh Extraccion 2 (75mg/ml) de los
@) lico de Candida albicans antimicotico in 0lico de delashojas Grupo Resultados.
HIDROAL  Allium vitro frente a Allium de Allium experimental
COHOLIC  sativum b) Objetivo especifico fluconazol en sativum sativum 3 (100mg/ml)
@) DE (ajo) sobre -Determinar cual es la cepas de (ajo) (ajo). Grupo control
Allium Candida concentracion de mayor Candida Variable negativo.
sativum albicans. actividad  antimicotica albicans. Dependie (Omg/ml)
(AJO) EN del extracto nte: -Es obtenido  Grupo control
CEPAS DE Hidroalcohdlico sobre el  Hipotesis mediante la  estandar
Candida crecimiento in vitro de Nula (Ho): *Efecto medicién de  Fluconazol
albicans Candida albicans. El Allium antimicoti  los (25pg/disco)
7 sativum  (ajo) co. didmetros
- no posee efecto del halode  Variable

-Cqm_pa,ra}r la act|V|§1ad antimicotico inhibicion.  cualitativa

antimicotica de Allium In vitro frente Nominal.

sativum (ajo) frente a a fluconazol en Mm

flucor_lazol en cepas de cepas de (milimetros)

Candida albicans. Candida

albicans. Variable

cuantitativa de
razon.
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V. RESULTADOS
Tabla 1. Efecto antimicético in vitro del extracto hidroalcohdlico de Allium sativum

(ajo) en cepas de Candida albicans ATCC 10231 a 24 horas.

GRUPOS Halos de Significancia
inhibicion en mm. P
X+D.S. ANOVA
Blanco ( S.S.F) 6.0+ 0.0 0.000*
Estandar (fluconazol 24ug) 29.85+ 25
E.H. Allium sativum 25% 7.1+0.6
E.H. Allium sativum 75% 13.05+ 1.5
E.H. Allium sativum 100% 1525+ 19
*(P<0.005).
Leyenda:
X: promedio

DS: Desviacién estandar
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Tabla 2. Comparacion del efecto antimicotico in vitro del extracto hidroalcohélico de

Allium sativum (ajo) en cepas de Candida albicans ATCC 10231 a 24 horas.

GRUPOS Comparacion de tamarfios de halos  Significancia valor P
X+D.S. T Student
G. ESTANDAR
(Fluconazol 25ug) vs 0.000

E.H. Allium sativum 25%
G. ESTANDAR
(Fluconazol 25ug) vs
E.H. Allium sativum 75%
G. ESTANDAR
(Fluconazol 25ug) vs
E.H. Allium sativum

100%

29.85+7.1 2.5+0.6

29.85+13.05 2.5%1.5 0.010

29.85 +15.25 2.5%1.9 0.018

*(P<0.005).

Leyenda:
X: promedio

DS: Desviacion estandar
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VI.  ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo se ha observado las concentraciones bacterianas empleadas a
traves del patron de turbidez de Mac Farland, se presentaron resultados consistentes,
sin las enormes variaciones en los resultados reportados en estudios similares
realizados con anterioridad. Por lo tanto los datos obtenidos para el efecto del
extracto hidroalcohdlico de Allium sativum sobre Candida albicans, se evidencio una

diferencia significativa con respecto a los halos inhibicion.

En el grupo blanco se observo que no hubo inhibicidn, la medida que se observo solo
fue 6 mm medida correspondiente del disco. Por lo tanto en grupo farmacoldgico con
fluconazol se observé la presencia de sensibilidad a través de los halos de inhibicion
de 29.85mm una gran significancia para este grupo por ser farmacoldgico, como
sabemos el fluconazol es un antimicético de primera linea para tratar problemas de

micosis u hongos.

En los grupos experimentales con el extracto de Allium sativum a diferentes
porcentajes y/o concentraciones de 25%, 75%, 100%, se observé significativamente
diferencias de halos de inhibicion. En el grupo de concentracion al 25% se observo
halos de inhibicion, pero en pequefias medidas de 7.1mm, por lo tanto en
concentraciones de 75% se observd halos de inhibicion de 13.05 mm lo que significa

un mayor efecto antimicotico.
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Por ultimo se analiz6 en una concentracion de 100% para verificar a que grado de
inhibicién presenta el extracto hidroalcohdlico de Allium sativum, con los resultados
obtenidos se presentd mayor potencial inhibitorio, se observo didmetro de 15.25mm
de forma regular concluyendo su estado antimicotico frente a la cepa de Candida

albicans.

Con base en los resultados obtenidos, en la tabla 1 se observa los promedios y
desviacion estandar de cada grupo, en diferentes porcentajes del extracto
hidroalcohodlico de Allium sativum, también se observa la significancia entre los
grupos utilizando la prueba paramétrica ANOVA, donde se compara los grupos de
estudios, mostrando una significancia de 0.000, lo que significa que el valor P es
menos a (0.05), por lo tanto existe una gran diferencia estadisticamente entre los

grupos.

Con respecto a la tabla 2, se realizd el andlisis estadistico con la prueba T-
STUDENT, se estima que el valor P < 0.05, por lo que se observd que en la
concentracion de 75mg/ml muestra diferencias significativas en comparacion con el
fluconazol, también se muestra diferencias entre la concentracion 100mg/ml y el
compuesto farmacolégico fluconazol. Por lo tanto estas dos Gltimas concentraciones
muestra estadisticamente diferencias significativas, en efecto el extracto
hidroalcoholico de Allium sativum (ajo) presento efecto antimicético contra al

fluconazol frente en cepas de Candida albicans.
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Mamani et al., en el 2014 en Juliaca investigaron el Efecto in vitro del ajo (Allium
sativum) liofilizado, sobre la Candida albicans, con la cantidad de alicina por cada
gramo de ajo 9mg. En dicho procedimiento se encontré que la concentracién minima
inhibitoria CMI produjo un halo de inhibicién de promedio de 7.3mm siendo la
concentracion de ajo 25mg/ml. La concentracion minima letal CML, produjo un halo
de inhibicién promedio de 11.6 mmy una concentracion de 50mg/ml de solucién
de ajo. Ademéas se determind la concentracién 6ptima CO fue 200mg/ml y un halo
promedio de 31.3mm. En la presente investigacion se trabajé con diferentes
concentraciones de 25mg/ml con un resultado de 7.1mm de halos de inhibicion,
segun Mamani et al, obtuvo un resultado similar, a diferencia en otras
concentraciones, en 75mg/ml se obtuvo 13.05mm, segun el estudio realizado por
Mamani et al, obtuvieron un halo de inhibicion en concentracion 50mg/ml de
11.6mm, y después en concentracion de 200mg/ml con una medida de 31.3mm, en la
investigacion solo se trabajo hasta 100mg/ml con una medida de 15.25mm, la
discrepancias que existe entre las medidas de los halos de inhibicion, esti

relacionado en las concentraciones utilizados en las diferentes investigaciones (1)

Segun las investigaciones de diversos autores el efecto antimicético de Allium
sativum, la accion antimicrobiana de ajo es bien conocida, el diente de ajo posee un
compuesto sulfurado denominado alicina (5-alil-L-cisteina sulféxido), segun estudios
se ha demostrado que este compuesto tiene un amplio espectro de actividad
antibacteriana contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Se establecié que
el extracto de alcohol etilico que aparecen las propiedades de la mayoria de los

antimicrobianos. Este destilado, thiosulfinate dialilo, llamaron a la alicina. Las
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propiedades méas resaltantes antimicrobiana frente a Candida albicans es la
sensibilidad, este hongo es muy sensible al ajo, disminuyendo el consumo de
oxigeno, reduciendo el crecimiento del organismo e inhibiendo la sintesis de lipidos,
proteinas y acidos nucleico, que ocasionan dafios a nivel de la membrana de estos

organismos patégenos *°.

Su principal efecto antimicrobiano de este compuesto, se debe a su reaccion quimica
con los grupos tiol de las enzimas diferentes. La susceptibilidad al ajo puede
depender de diferentes estructurales de las cepas bacterianas. Los polisacaridos y
lipidos contenidos en la pared celular tienen un efecto sobre la permeabilidad de la
alicina y otros constituyentes de ajo lo que puede ser responsable de la diferencia en

la susceptibilidad al ajo, entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas *”.
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VII.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Allium sativum (AJO) presento efecto

antimicético contra la cepa Candida albicans ATCC 10231.

Se determind las concentraciones, donde al 75% se observa la actividad
antimicdtica y al 100% se presentd una mejor actividad frente a la cepa
Candida albicans. La inhibicion que se presentd en los tres grupos
farmacoldgicos, indico que a medida que aumenta la concentracion de Allium
sativum el crecimiento del microorganismo Candida albicans es afectado

como se confirma en la presente investigacion.

Se comparo la actividad antimicrobiana, resultando que ha concentracién de
100% de extracto hidroalcohdlico Allium sativum, mayor cantidad

antimicotica frente a cepas Candida albicans ATCC 10231.
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RECOMENDACIONES

Seria recomendable ver la accién del extracto hidroalcohélico de Allium sativum
frente a otros microorganismos para ver su actividad o resistencia microbiana.
Ademas realizar otros tipos de estudios al Allium sativum por su variedad de

especies.

Los estudios de este tipo siempre generan inquietudes de diversa indole, las cuales
pueden ser tema de trabajo de estudios posteriores. Algunos de ellos pueden estar
orientados a comparar los resultados en condiciones in vitro con los resultados in
vivo. Otros pueden incluir bacterias emergentes como Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica y Campylobacter jejuni y otros tantos orientados hacia la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria de extractos con resultados

verificados.
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B358600030092 CEPA CANDIDA ALBICANS ATCC 10231.

Denominacién CEPA CANDIDA ALBICANS ATCC 10231.

Principal
Presentacion Vial.
Otra(s) Denominacién(es):
Temperatura de 3147 [CBS 6431;
Almacenamiento 25 °C. CCY 29-3-106; CIP 48.72; DSM 1386; IFO
1594; NCPF 3179; NCYC 1363; NIH 3147; VTT
C-85161]
Documento(s):
- Certificado de Analisis.
Caracteristicas

-N° ATCC : 10231.

- Vial liofilizado. No mas de dos pasajes de la cepa de referencia.

- Condiciones de crecimiento: Agar YM o caldo YM. Temperatura: 25 °C.
- Se utiliza para el control de calidad de medios de cultivo.

Fecha de Vencimiento

No menor de 1 Afio
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