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RESUMEN

La presente investigacion, de tipo experimental, de enfoque cuantitativo y corte
transversal, se realizd con el objetivo de determinar el efecto antimicético in
vitro del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum frente a Candida
albicans. Se utilizd el extracto acuoso a concentraciones de 22 mg/ml y 44
mg/ml para los grupos experimentales, como control estandar al Fluconazol
(25ug /disco). Se evalud la sensibilidad utilizando el método de disco difusion,
Kirby — Bauer para medir los halos de inhibicion, obtenidos a las 24 horas en los
diferentes grupos, a una concentracion de 22 mg/ml (32.40 mm), a 44 mg/mi
(37.82 mm) y para el control estandar (25.31 mm). Los resultados, fueron sometidos
a la prueba ANOVA vy a la Prueba T- STUDENT, se aprecia que existe una
diferencia estadisticamente significativa. Se concluy6 que el extracto acuoso de los

bulbos de Allium sativum presento efecto antimicético frente a Candida albicans.

Palabras clave: Allium sativum, Extracto, Antimicético, Candida albicans.



ABSTRACT

The present investigation, of experimental type, of quantitative approach and cross
section, was carried out with the objective of determining the in vitro antifungal
effect of the aqueous extract of the Allium sativum bulbs against Candida albicans.
The aqueous extract was used at concentrations of 22 mg/ml and 44 mg/ml for the
experimental groups, as a standard control to Fluconazole (25ug/disc). Sensitivity
was evaluated using the diffusion disc method, Kirby-Bauer, to measure the
inhibition zones, obtained at 24 hours in the different groups, at a concentration of
22 mg/ml (32.40 mm), at 44 mg/ml ( 37.82 mm) and for the standard control
(25.31 mm). The results were subjected to the ANOVA test and the T-STUDENT
test, which shows that there is a statistically significant difference. It was concluded
that the aqueous extract of the Allium sativum bulbs had an antifungal effect

against Candida albicans.

Key words: Allium sativum, Extract, Antimicotic, Candida albicans.
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I. INTRODUCCION:

El uso de plantas medicinales de manera tradicional fueron actividades cruciales
a inicios de la humanidad, debido a que las plantas son una materia prima
importante, por los beneficios terapéuticos que se les atribuye a cada especie
vegetal. Sin duda la popularidad de las plantas medicinales, es amplia, debido a
la combinacion de los estudios, a partir de las practicas de medicina tradicional,
el cual forma parte del cimiento de la medicina moderna, que ha evolucionado a
gran magnitud dando origen a la creacion de drogas sintéticas. En efecto, segun
el avance de la ciencia y la tecnologia, existen grandes posibilidades de producir
nuevos farmacos de origen vegetal como alternativa para tratar afecciones de

distinta indole restando efectos adversos @,

Desde tiempos inmemoriales, el hombre ha buscado alternativas para solucionar
problemas relacionados a la salud, lo que la naturaleza ha proporcionado desde
sus inicios, no solo han sido utilizados como alimento, sino también, para
combatir afecciones. Tiempos en los que surgieron los primeros médicos y
boticarios, quienes tenian la capacidad de conocer propiedades terapéuticas de
diferentes especies vegetales, las utilizaban de manera empirica para
tratamientos; con el paso del tiempo, el conocimiento de las plantas medicinales,
basado en su composicion se ha desarrollado grandemente, segln el avance de la
ciencia, de tal manera que, las plantas medicinales y sus principios activos,

forman parte de una fuente casi inagotable para nuevos farmacos @.



Para el uso de diversas partes de una planta, los boticarios, recurrian a diversos
procesos para hacer preparados, con el fin de convertirlos en un medio adecuado
para ser aplicados. Como tratamientos en diversas afecciones, utilizaban
preparados artesanales, zumos, emplastos, pomadas, tinturas, infusiones,
decocciones, etc. Los medios utilizados, fueron preparados con el objetivo de
obtener una mayor potencia terapéutica, por lo tanto, desde los primeros afios del
siglo XX, ha cambiado enormemente la forma de elaboracién de preparados
artesanales , dando paso a la fabricacion industrial, y en la actualidad la industria
farmacéutica, segun los avances cientificos y tecnoldgicos, han logrado un
complejo proceso de investigacion, mediante modificaciones, aislamientos y
sintesis de principios activos, logrando un alto indice de eficacia y seguridad

para su uso @.

En esencia, estas drogas naturales, consisten en partes de plantas o extractos de
plantas purificadas que estan compuestos por variedades de metabolitos que pueden
ejercer un efecto o actividad terapéutica en forma sinérgica, es decir que segun los
componentes de cada droga vegetal uno potencia el efecto del otro o también en
conjunto cumplen o ejercen un efecto terapéutico. A nivel mundial el interés del
publico frente al uso de plantas medicinales, se ve atribuido a diversos factores, las
cuales incluyen reclamaciones por la insatisfaccién en la eficacia de productos
sintéticos. La preferencia de la poblacion por el uso de las terapias naturales ha
incrementado debido a las creencias de que estos, tienen mayor eficacia en las

terapias de diferentes patologias y por ende menos efectos dafiinos en la salud ©.



Allium sativum, comUnmente conocido como Ajo, es una planta versatil, a la que
se le atribuye muchas propiedades terapéuticas, ademas de su uso culinario,
cabe resaltar que ha sido utilizada por mas de 4000 afios. Segun diferentes
investigaciones, el alto contenido de compuestos organicos de azufre, son los
responsables de ejercer efectos toxicos y también diferentes  efectos
terapéuticos™, las cuales se destacan como, antibacteriano, antimicético, antiviral,
estimulante, diaforético, antiasmatico, antioxidante, antiséptico, antihipertensivo,
hipoglucemiante, etc. En la Edad Media, Allium sativum fue prescrito por los
médicos para tratar la sordera; la parte mas utilizada de la planta de Allium

sativum, son los bulbos ©).

El compuesto organosulfurado, aliina, es el substrato principal para la enzima
aliinasa, que al ser liberada de su compartimiento intracelular lo transforma en el
tiosulfonato alicina, responsable de muchas actividades bioldgicas y de su olor
caracteristico y picante del Allium sativum triturado; dentro de la composicién de
Allium sativum, estan presentes vitaminas, minerales, resaltando elementos traza,
germanio y selenio, los aceite volatiles estdn compuestos por azufre como,
disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo y trisulfato de metilalilo ®". Segun, la
investigacion de, Lawal B, et al. sugiere, que la alicina, es responsable de los
efectos terapéuticos y toxicos, pero habia informado la ausencia de efectos
toxicos visibles después de 14 dias de administracion de un extracto acuoso de

Allium sativum en ratas (),



La dermis es susceptible a diversos microorganismos, tienen una capacidad de
defensa al someterse a una elevada presion osmotica y baja temperatura. Los
hongos pueden producir varias enfermedades cutaneas, dentro de las cuales
tenemos la micosis; la micosis se caracteriza por ser infecciones producidas por
hongos patdgenos u oportunistas, capaces de generar una infeccion en hospederos
susceptibles. Los agentes mas cominmente aislados en todo el mundo, tenemos
levaduras del género Candida, estas forman parte de la microbiota del tracto
respiratorio superior, tracto digestivo, cavidad oral y piel, cabe resaltar que,
Candida albicans, es la principal especie comensal (69% a 90%), responsable de
diferentes enfermedades, como la candidiasis, afeccion que se origina en las
mucosas al producirse una alteracion de los mecanismos de defensa , tanto a

nivel local y en algunos casos también sistémicos € - 10),

En la actualidad contamos con muchas plantas que presentan diversos efectos
terapéuticos, una de las plantas mas conocidas es el Ajo (Allium sativum), que por
su efecto antimicotico; muchos hongos, han mostrado su sensibilidad a los
compuestos del Allium sativum, que demostro disminuir el consumo de oxigeno,
reduciendo el crecimiento del organismo e inhibiendo la sintesis de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, que ocasionan dafos a nivel de la pared celular del
hongo. El uso de los medicamentos antifingicos, han tenido pocas respuestas
clinicas, debido a la resistencia del agente al medicamento, por lo que se le suma
la importancia y busqueda de productos alternativos con actividades antimicoticas

de fuentes naturales, resaltando el uso de Allium sativum @12),



Existen multiples medicamentos antimicéticos, de las cuales cabe resaltar sus
efectos adversos, falta de efecto terapéutico por la resistencia al medicamento, alto
costo para ser adquiridas, sobre todo de aquellas personas de bajos recursos
econdmicos. Razon por la que se realizd esta investigacion, con el fin de utilizar
Allium sativum como fuente natural para tratar afecciones producidas por Candida

albicans, es por ello que planteamos la siguiente interrogante:

¢El extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum presenta efecto antimicético

frente a Candida albicans?

Obijetivo general:

> Determinar el efecto antimicético in vitro del extracto acuoso de los bulbos de

Allium sativum frente a Candida albicans.

Obijetivos especificos:

» Determinar el efecto antimicdtico del extracto acuoso de los bulbos de Allium
sativum a una concentracion de 22 mg/ml frente a Candida albicans, expresado
en mm de didmetro del halo de inhibicion.

» Medir el efecto antimicotico del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum
a una concentracion de 44 mg/ml frente a Candida albicans, expresado en mm
de didmetro del halo de inhibicion.

» Comparar el efecto antimicético del extracto acuoso de los bulbos de Allium
sativum a 22 mg/ml y a 44 mg/ml frente a Candida albicans.

» Comparar el efecto antimicotico in vitro del fluconazol y el extracto acuoso de
los bulbos de Allium sativum a diferentes concentraciones frente a Candida

albicans.



Il. REVISION DE LA LITERATURA:

2.1. Antecedentes:

Meriga et al, en el afio 2012, en la India, evaluaron las actividades antimicrobianas
y antioxidantes de extractos de los bulbos de Allium sativum, la actividad
antimicrobiana lo determinaron mediante el método de difusion, discos de
ampicilina, tetraciclina y ketoconazol (20ug), fueron utilizados como antibioticos
estandar contra bacterias y hongos. Las placas fueron incubadas durante 24 horas
a 35°C para bacterias y durante 48 horas a 30 °C para hongos. La zona maxima de
inhibicion observada fue de 20 mm (CMI) con el extracto acuoso a una
concentracion de 100 pg/ml frente a Candida albicans. Demostraron que los
extractos acuosos y de metanol tuvieron una mayor actividad antioxidante.
Concluyeron de que la actividad antimicrobiana y antioxidante de los extractos de

Allium sativum, proporcionan una base cientifica para su uso en la medicina ©.

Corrales et al, en la Universidad de Ciencias Médicas de Granma, realizaron una
investigacion basada en revisiones bibliograficas de 26 documentos, sobre la
actividad antimicrobiana y antifingica del extracto de Allium sativum, en
estomatologia en el afio 2014, obtuvieron informacion de textos y revistas
consultadas en centros de referencia y a través de localizadores electronicos como
Pubmed, Scielo, Medline y Google. Los autores pudieron confirmar, que todo el
conjunto de esta informacion reunida tiene vigencia y su aplicacion resulta de gran
utilidad en tratamientos de las afecciones contra cepas como, Streptococcus
mutans, Lactobacillus casei, Capnocytophaga sputigena y Candida albicans,

hongo implicado en la candidiasis oral 9.



Gavanji et al, en el afio 2017 , en Irén, determinaron el efecto del propdleo y
compararon con el efecto de extractos de hierbas frente a Candida albicans ATCC
10231, hicieron su andlisis por medio del ensayo de disco difusion y su dilucion de
microcaldo , los extractos que utilizaron fueron, Thymus vulgaris, Echinophora
platyloba, Allium cepa y Cinnamomum zeylanicum , al ser evaluados fueron
comparados con dos medicamentos, anfotericina B y nistatina en 24, 48 y 72
horas. Determinaron que el extracto de propdleo tuvo una MIC de 90 y una MFC
entre 39 y 65 ug / ml, los extractos de Allium cepa y Thymus vulgaris, con una
MFC de 169 y 137 pg / ml, mostraron menor efecto antimicotico. LOS
medicamentos produjeron mejores efectos sobre los hongos en comparacion con
los extractos. Llegaron a la conclusién, de que el extracto de propdleo es efectivo

para controlar Candida albicans ®®),

Mendoza et al, en el afio 2017, en México, determinaron la sensibilidad de cepas
aisladas, de la especie Candida, procedente de prétesis dentales, compararon la
sensibilidad en las células plancténicas y en la biopelicula; utilizaron cepas
clinicas, como Candida albicans; evaluaron la sensibilidad frente al aceite esencial
de Allium sativum y al fluconazol mediante la metodologia M27-A3 del CLSI.
Segun sus resultados todas las cepas planctonicas de Candida fueron sensibles al
aceite esencial de Allium Sativum, mientras que el 4,2% fueron resistentes al
fluconazol, en cuanto a la sensibilidad en biopelicula, el 43,8% fueron resistentes
a Allium sativum y el 91,7% lo fue al fluconazol. Concluyeron que todas las cepas
de Candida, son susceptibles a 1mg/ml del aceite esencial de Allium sativum a

diferencia del fluconazol 4.



Munayco et al, en el afio 2013, en Per(, determinaron el efecto antimicrobiano del
extracto hidroalcoholico de Allium sativum frente a Streptococcus mutans,
Capnocytophaga sputigena, Lactobacillus casei y Candida albicans, utilizaron
concentraciones de 12mg/ml, 18mg/ml 30mg/ml, 60mg/ml, 90mg/ml, 120mg/ml.
El extracto que realizaron, fue por maceracion y utilizaron el método de difusion
de discos, el ciprofloxacino y el fluconazol, fueron utilizados para el control
positivo de las bacterias y hongos, alcohol de 70° (control negativo). La
concentracion antimicrobiana frente bacterias y a Candida albicans, fue de
90mg/ml (halo de 28mm), 120mg/ml, (31mm), teniendo como referencia al
estandar fluconazol a una concentracion de 2mg/ml (32mm). Concluyeron, que el
extracto hidroalcohdlico de Allium sativum presenté efecto antimicrobiano frente

a las bacterias y C. albicans %),

Guardia, en el afio 2014, en Perd, determind la accion antimicrobiana de Allium
sativum |, trabajé con diferentes extractos al 100%, extracto puro, alcohdlico y
tintura frente a Estafilococo aureus, Estreptococo pyogenes y Candida albicans.
Utiliz6 20 placas de agar TSA y 10 de Agar sabourau, realizé el antibiograma por
el método de socavado. El tiempo de incubacion, fue de 24 horas, S. aureus y S.
pyogenes, frente al extracto puro, mostr0 mayor halo de inhibicién, que el
extracto alcohdlico vy la tintura. El extracto puro, frente a Candida albicans, tuvo
mayor halo de inhibicion (37,5mm) en 24 horas, a diferencia de los extractos,
alcohdlico (27,7mm) vy la tintura (15,3mm). Concluyeron que la tintura, el extracto
puro y extracto alcohélico presentaron efecto antimicrobiano en comparacién

con la Eritromicina, Penicilina y Nistatina (obtuvo un halo de 16 mm) @9,



2.2.Bases tedricas:

Fitoterapia:

La Organizacion mundial de la Salud (OMS), define a la fitoterapia como “La
ciencia que estudia el uso de plantas medicinales, con fines terapéuticos, para
prevenir, atenuar, incluso curar enfermedades”, resaltando la limitaciones sobre su
uso, debido a que no se han realizados investigaciones exhaustivas de los efectos

tanto terapéuticos y toxicos 7,
Planta medicinal:

La plantas medicinales, son aquellas que, en una o diferentes partes de la misma,
estan presentes los compuestos llamados “principios activos”, estos componentes
cumplen diferentes actividades terapéuticas, por si solos o sinérgicamente, ademas

pueden ser precursores para dar origen a productos semisintéticos 9,
Principios activos:

El principio activo, es aquel componente o sustancia quimica, ya sea de origen

natural o sintético, responsable de ejercer una actividad farmacoldgica t®).

Extracto vegetal:

Un extracto vegetal, es un concentrado de principios activos, puede adoptar
diferentes consistencias, ya sea solida, liquida, semisolida, adquiridos por
tratamiento apropiados de una planta, con el fin de asegurar la estabilidad de sus
componentes de interés, cabe resaltar el uso adecuado de solventes y el tipo de

extraccion que se va a emplear (218),



A. Allium sativum
Descripcion botanica:
Planta carnosa y perenne, con hojas estrechas y sus bulbos son redondeados que
estan cubiertos por membranas, en su parte inferior brotan raices de olor
penetrante y sabor picante. EI género Allium, contiene més de 300 especies, en las
que destaca, Allium sativum, su tallo verdadero es pequefio, aproximadamente 3
cm de diametro y 5 mm de altura, tiene la forma de un plato origindndose de alli
las raices y las hojas, las hojas se forman por una vaina y un limbo aplanado
estrecho, largo y fistuloso, con un nervio central bien desarrollado y puntiagudo
al final 1219,
Las vainas son de forma cilindrica y llegan a constituir el falso tallo o pseudotallo
corto y erecto, caracteristico de la planta, el tallo nace a partir de los bulbos
alcanzando una altura cercana a los 50 cm y las hojas alcanzan un tamafio de 20 a
50 cm de longitud y de 1 a 3 cm de ancho. El bulbo del Allium sativum esta
compuesto por varios bulbillos unidos a una base; en las axilas de las hojas se
forman de seis a siete bulbillos, los bulbillos son envueltos por las capas
interiores y el bulbo completo por las exteriores. Las flores son blancas o rosadas,
conformando una umbela en el extremo del tallo que se cierra antes de la
floracion, generalmente aparecen en el verano 9,
Taxonomia 9):
. Nombre cientifico: Allium sativum.
. Familia: Alliaceae.
. Subfamilia: Allioideae.

" Otros nombres: Ajo.

10



Habitat:

Allium sativum, es originario de Asia Central en estado silvestre, se encuentra en
la India, actualmente se cultiva en diversas zonas sobre todo en climas templados
en todo el mundo. Esta planta se difundié por toda Europa, pasando a Africa y
luego a América 1219,

Composicion quimica:

Allium sativum tienen diferentes componentes como, aceite esencial, agua,
carbohidratos (como la fructosa) y posee gran cantidad de componentes
sulfurosos. Alto contenido de compuestos fenolicos, polifenoles y fitoesteroles
(1219) Segfin, Jangam G, et al, “Allium sativum tiene una mayor concentracion de
compuestos de azufre que cualquier otra especie de Allium” %, Allium
sativum, presenta compuestos de azufre (como, aliina y alicina), enzimas (como
aliinasas), aminoacidos (como, acido aspartico, asparagina, alanina, arginina,
histidina, metionina, fenilalanina, leucina, serina, treonina, prolina, triptéfano y
valina) @9, taninos, flavonoides, alcaloides y glucésidos, estan presentes en
extracto acuoso ®, carbohidratos, pectina, vitaminas del complejo B y vitaminas
A, Cy E , minerales (germanio, calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio, selenio
y zinc) y azucares (inulina) (1920:21.24)

Compuestos azufrados: alicina, aliina, garlicina, ajoeno, adenosina, S-alil mer-
captocisteina, 2-vinil-4H-1,2-ditiina, 5-alilcisteina 21920 1-propenil-alil-

tiosulfinato y 1 -glutamil-S-alquil- 1- cisteina ?22%

11



Segun, Memudu A, et al. “La base de datos de nutrientes del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos, establece que 100 g de Allium sativum crudo
contienen carbohidratos, fibra dietética , grasa, proteinas, -caroteno , tiamina
(Vit B1), riboflavina (Vit B2), niacina (Vit B3), &cido pantoténico (Vit B5),
piridoxina (Vit B6), folato (Vit B9), vitamina C, calcio, hierro, magnesio,
fésforo, potasio, sodio, zinc, manganeso y selenio” 2,

Alicina (dialil tiosulfinato o disulfuro de dialilo):

La alicina (no existe en el Allium sativum, hasta que es triturado o cortado) es un
compuesto azufrado, derivado del aminoacido aliina, que entra en contacto con la
aliinasa (la lesién del bulbo del Allium sativum activa a la enzima),
transformando a la aliina en alicina. La alicina se metaboliza aun mas a
Ajoeno, este proceso de descomposicion, se da en el transcurso de unas horas a
temperatura ambiente y en minutos durante la coccion. La alicina (disulfuro de
dialilo , trisulfuro de dialilo , trisulfuro de alilmetilo, tetrasulfuro de dialilo y
sulfuro de dialilo) es responsable del olor y el picante del Allium sativum ,
ademés de ser una sustancia poco inestable 12 20.23),

Propiedades terapéuticas de Allium sativum:

Propiedades antifungicos:

La alicina cumple un papel primordial, como antimicrobiano; los hongos sensibles
a los componentes del Allium sativum, tenemos: Candida. Albicans,
Trichophyton, Cryptococcus, Trichosporon, Aspergillus niger. El Ajoeno inhibe

el crecimiento de hongos como Aspergillus niger y Candida albicans % 1519,

12



Otras propiedades de Allium sativum:

Antimicrobiano, diaforético, expectorante, diurético, antihipertensivo,
antiescorbutico, antiséptico, antiasmatico &7, antioxidante, antiplaquetario,
antitrombético, hipolipemiante, hipoglucémico, antitumoral, previene la
aterosclerosis y alivia dolores reumaticos (1219 24 25),

Contraindicaciones del uso de Allium sativum:

Allium sativum no debe ser administrado o consumido a grandes dosis en
mujeres embarazadas, madres lactantes, (debido a que puede producirse efectos
adversos sobre la neurogénesis del hipocampo y las funciones neurocognitivas)
y en nifios @4,

Basado en su propiedad antiplaquetaria, Allium sativum, se debe evitar, debido
al riesgo de producirse una hemorragia, sobre todo en pacientes, a quienes se
les administra warfarina, heparina y aspirina. A nivel del tracto gastrointestinal,
los efectos adversos producidos por el consumo de Allium sativum, se ha
reportado la aparicion de dolor abdominal, pérdida de apetito, reacciones
alérgicas como, dermatitis de contacto alérgico, urticaria, angioedema, pénfigo y
quemaduras de piel @4,

Segun, Lawal B, et al, en su estudio determind, que puede considerarse
relativamente seguro el extracto de los bulbos de Allium sativum, como un
tratamiento por via oral a una dosis de 300 mg /kg, debido a que 5 000 mg / kg,
habia causado debilidad, taquicardia y desorientacion en los animales de

experimentacion (ratas), resaltando que no se registré6 muerte @,
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B. Candida

Se estima que los hongos representan un 7% (611.000 especies) de eucariotas en
la tierra, la cual existen un aproximado de 600 especies patdgenas. Dependiendo
del dafio que causan, infecciones leves y graves, entre los patdgenos fungicos mas
comunes, es Candida, responsables de infecciones superficiales (mucosas,
cutaneas) e infecciones sistémicas potencialmente mortales en los humanos, @9
asociados comunmente a candidiasis, tenemos, Candida albicans (65.3%),
Candida glabrata (11.3%), Candida tropicalis (7.2%), Candida parapsilosis

(6.0%) y Candida krusei (2.4%) @7,
Candida albicans:

Es un hongo comensal oportunista, es levaduriforme, puede crecer como un
hongo filamentoso formando hifas, es por ello que se le considera un hongo
polimérfico. Candida albicans forma parte de la microbiota de las personas, se
coloniza en un 30 a 60 % en las mucosas, esta presente en la piel, las mucosas

de la cavidad bucal, es6fago a nivel gastrointestinal y genitourinario 830,
Pared celular de Candida albicans:

La pared celular de Candida albicans, cumple funciones de proteccion contra el
ambiente y sirve para el reconocimiento por el sistema inmune innato del
hospedero. Pared que estd compuesta por polisacaridos como, quitina (esta
presente en la capa interna y en conjunto con [-1,3 - glucano, constituyen el
esqueleto de la pared celular), glucanos y mananos (presente en la capa

externa, este se asocia covalentemente con proteinas formando glicoproteinas) @V,
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Patogenecidad de Candida albicans:

La capacidad de Candida albicans, que produzca una infeccion en el ser humano,
depende de la capacidad del mecanismo de defensa del hospedero, como
también de la capacidad de adhesion y el desarrollo del microorganismo. Dentro
de los factores de virulencia, se basa en la transicion de levadura (facilita la
diseminacion del hongo en el torrente sanguineo al adherirse a las células
endoteliales) a hifa , cambios fenotipicos de células "blancas" a "opacas", ¢7:%%)
la adherencia a células del hospedero, la secrecion de enzimas
degradativas, expresion de adhesinas (biomoléculas que facilitan la union a las
células del hospedero) e invasinas, formacion de biopeliculas (adherencia y
proliferacion de levaduras, embebidas con hifas en una matriz extracelular) , estos

desempefian un papel importante en el proceso de la infeccion ( 26:2829),

La virulencia se relaciona con la transicion del crecimiento de la levadura redonda
u ovoide (blastoconidia) a formas filamentosas como hifas y pseudohifas, donde
las hifas pueden invadir y dafar las células epiteliales como las endoteliales y son
necesarias para escapar de los macréfagos, después de la fagocitosis, invadiendo

al sistema inmune y evitan la respuesta pro inflamatoria del hospedero 629,

Las enzimas degradativas, aspartil proteinasas (SAP), estd presente en la pared
celular y sirve para que Candida albicans, hidrolice proteinas del hospedero
como, colageno, laminina, fibronectina, mucina, lactoferrina e inmunoglobulinas,
de esta manera Candida albicans, logran invadir las células epiteliales, se nutren
y evaden la respuesta inmune. Las fosfolipasas (PL), hidrolizan las uniones de

glicerofosfolipidos de la membrana celular del huésped favoreciendo la invasion
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del hongo capaz de destruir la membrana celular del hospedero, la pared celular
del hongo tiene la capacidad de proteger al mismo, al inhibir la fagocitosis por
neutréfilos debido al mecanismo competitivo entre el polisacérido de la pared

celular y los receptores de los neutr6filos (2628,

La aparicion de hifas es caracteristica de una invasion, y es responsable de las
manifestaciones clinicas de una candidiasis. En el desarrollo de una candidiasis
sistémica, las células fungicas, se pueden diseminar a diferentes drganos del
hospedero, dependiendo de la disponibilidad de diferentes nutrientes que
favorezcan el desarrollo de Candida albicans. Cabe resaltar, que durante una
infeccion, los nutrientes son probablemente glucosa, lipidos, proteinas y

aminodacidos presentes, segdn el 6rgano en el que causan dafio 9,
C. Micosis:

Los hongos a quienes se les conoce como “oportunistas™, caracteristico de los que
forman parte de la microbiota del ser humano, estos agentes tienen la capacidad
de desarrollarse y transformarse en patdgenos dependiendo de las condiciones del
hospedero, resaltando que de la especie Candida spp, Candida albicans es la

mas comun, quien da origen a la candidiasis ©2.

Candida albicans, es un agente etioldgico de micosis superficiales cutaneas,
subcutaneas , mas comunes en la piel y las mucosas, e infecciones sistémicas
mortales en los hospederos susceptibles, particularmente en personas con
disfunciones del sistema inmune 22829 pacientes inmunocomprometidos, otros
factores como, (humedad excesiva, diabetes mellitus, leucemias, desnutricién

severa, uso de medicamentos y tratamientos con radioterapia) desarrollandose la
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patologia dependiendo de la interaccion de los mecanismos patogenicos del

hongo y los mecanismos de defensa del ser humano ¢239),
D. Mecanismo de accién de Allium sativum frente a Candida albicans:

La actividad antifungica de Allium sativum, se basa principalmente en la accion
de la alicina, debido a la disminucion del consumo de oxigeno, inhibe el
crecimiento del hongo al interferir en la sintesis de lipidos, proteinas y acidos

nucleicos, causando dafio a nivel de la pared celular de C. albicans ‘%12 1519)

La accion del ajoeno, se basa en los cambios que se originan a nivel de la
membrana plasmatica, al inducir cambios en su composicion lipidica,
fosfolipidica (inhibiendo la biosintesis de la fosfatidilcolina, produciéndose una
acumulacion de fosfatidiletanolamina como agente precursor que no favorece la
formacion de nuevas membranas celulares), produce un desorden en el
empaquetamiento de fosfolipidos en la membrana , también inhibe a la enzima
glutation reductasa, enzima primordial en la regulacion de la carga oxidativa, que
se genera durante el metabolismo celular, produciéndose un desequilibrio que
tiene como consecuencia el incremento en la aparicion de radicales libres,

causando muerte celular (1112:34)
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I11. HIPOTESIS:

3.1. Hipdtesis alternativa (H1):

> El extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum SI tiene efecto

antimicético frente a Candida albicans.

3.2. Hipotesis Nula (HO):

» El extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum NO tiene efecto

antimicético frente a Candida albicans.
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IV. METODOLOGIA:

4.1.Disefio de la investigacion:

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, de enfoque

cuantitativo y corte transversal.
Control Negativo:

Candida albicans se sembrd en 5 placas, con cuatro discos por placa, con un
medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa méas cloranfenicol. Utilizando el
método de Kirby — Bauer (disco difusion). El tiempo de incubacion fue de 24
horas. En este grupo se evalud la calidad del agua destilada y los discos de
difusion.

Control Estandar:

Candida albicans se sembr6 en 5 placas, con cuatro discos por placa, con un
medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa méas cloranfenicol. Utilizando el
método de Kirby — Bauer (disco difusion). El tiempo de incubacion fue de 24
horas. Se utiliz6 fluconazol como estandar a una concentracién de 25ug /20ul
por disco, teniendo en cuenta la solubilidad del medicamento se utilizd un

vehiculo, agua destilada.

Medicamento utilizado:
v Flumil (Fluconazol), 20 capsulas de 150 mg.
v" Laboratorio: Eurofarma

v' Lote: 1010067, F.V. 01/2020.
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Grupos experimentales:
Experimental N° 01:

Candida albicans se sembrd en 5 placas, con cuatro discos por placa, con un
medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa mas cloranfenicol. Utilizando el
método de Kirby — Bauer (disco difusion). El tiempo de incubacién fue de 24
horas. Se agregd 20ul del extracto acuoso, de Allium sativum a una concentracion
de 22 mg/ml. Se tomé la lectura de los halos de inhibicion segln el tiempo de

incubacion.
Experimental N° 02:

Candida albicans se sembr6 en 5 placas, con cuatro discos por placa, con un
medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa mas cloranfenicol. Utilizando el
método de Kirby — Bauer (disco difusion). El tiempo de incubacion fue de 24
horas. Se agregd 20 ul del extracto acuoso, de Allium sativum a una
concentracion de 44 mg/ml. Se tomd la lectura de los halos de inhibicidn segun

el tiempo de incubacion.

4.2.Poblacion y muestra:

Poblacion vegetal:

La planta de Allium sativum, crece en el Distrito De Huamachuco, Provincia de
Sanchez Carrion, en el Departamento de La Libertad, estd situada a una latitud

de 3.269 msnm.
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Muestra vegetal:

Se recolectaron 255 g de los bulbos de Allium sativum en el Distrito De
Huamachuco, Provincia de Sanchez Carrion, en el Departamento de la Libertad,

fueron seleccionados bajo criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion:
» Bulbos de Allium sativum de tamafio homogéneo
» Bulbos de Allium sativum sanos
» Bulbos de Allium sativum con ausencia de oxidacion.
Criterios de exclusion:
» Bulbos de Allium sativum de diferente tamafio
» Bubos de Allium sativum lacerados

> Bulbos de Allium sativum con presencia de oxidacion.

Poblacién microbiolégica:

La Cepa Candida albicans, ATCC 10231, fue obtenida de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo. Ubicada en la ciudad

de Trujillo, departamento de La Libertad.

Criterios de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion:

» Cepa de una sola especie.

» Cepa de Candida albicans viable.
Criterios de exclusion:

» Cepa de diferentes especies

» Cepa de Candida albicans contaminada.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Definicion Definicion Indicadores Escala de

Variables conceptual operacional Mg/mi medicion

Cantidad en mg de diversos | Es el producto que se obtuvo | Grupo  experimental 01

Extracto del | metabolitos secundarios de | mediante la | 22mg/ml. Variable
Variable Allium Allium sativum, contenidos en | homogenizacion de los | Grupo experimental 02 | cualitativa
Independiente sativum un volumen de agua 9. bulbos de Allium sativum en | 44mg/ml. Nominal.
agua destilada. Grupo control negativo
Omg/ml.

Grupo control estandar

Fluconazol (25ug/disco)

Es la capacidad de una | Es obtenido mediante la Variable
Variable Efecto sustancia para inhibir un | mediciéon de los diametros Mm cuantitativa de
Dependiente antimicotico | cultivo de hongos @9, del halo de inhibicion. (milimetros) razon.




4.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:
Técnica: Obtencion del extracto acuoso de Allium sativum.
Para la preparacion del extracto de Allium sativum , desprendimos la cubierta y
fue eliminada, luego pesamos 255g de bulbos de Allium sativum, fueron lavados
y picados para ser homogenizados en 900 ml de agua destilada, con la ayuda de
un equipo de alta potencia, homogeneizador (BLSTMG-K15), en un tiempo de 3
minutos a velocidad media, para extraer el jugo del material de estudio, luego se
centrifugd a 3000 rpm en un tiempo de 10 minutos. EI material precipitado fue
pesado y el sobrenadante se filtr6 a través de papel filtro Whatman N°1
previamente esterilizado, el extracto fue almacenado en un frasco &mbar a una
temperatura de 4°C @,
Concentracion inicial del extracto:
La concentracion inicial del extracto Allium sativum fue obtenido por la técnica
de peso seco, en la que tomamos una alicuota de 1 ml en una luna de reloj, la cual
fue pesado la luna de reloj previamente en una balanza analitica, luego se coloco
en bafio maria con el fin de eliminar la fase liquida para obtener una fase solida,
seguidamente después de obtener la luna de reloj con el extracto seco, se peso
para el analisis de la concentracidn del extracto, restando peso inicial (de luna de
reloj sola) y la luna con el extracto seco ®). Mediante esta técnica se obtuvo un
extracto seco de 63.1 mg/ml de Allium sativum. A partir de la concentracién
inicial obtenida se realizd las diferentes concentraciones previstas para el
estudio de 22 mg/ml y 44 mg/ml, se obtuvo un rendimiento de 22.3 % del

extracto seco de Allium sativum.
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Preparacion de Nefelémetro:

Preparacion de la suspension estdndar de turbidez 0,5 de McFarland

El patron de McFarland, se prepard afadiendo 99,5 ml de &cido sulfarico al
0.18 Molar (1% V/V), a una solucion acuosa de 0.5 ml de cloruro de bario al
0.048 Molar (1.175% WI/V), la cual se forma un precipitado suspendido de sulfato
de bario €7,

Preparacion de la cepa:

Para el cultivo de Candida albicans, se utiliz6 el medio de Agar Sabouraud
Dextrosa méas cloranfenicol, incubado a 35°C por 24 horas, con el objetivo de
obtener colonias del hongo jovenes ©9).

Preparacion del inoculo:

Se preparo transfiriendo las colonias de Candida albicans a un tubo de ensayo
y se diluyd en una solucién salina estéril (6 ml), para obtener una suspensién
semejante a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de McFarland
(Nefelometro), que permite a simple viste conocer la cantidad aproximada de
levaduras presentes en la dilucion, de tal manera que la solucién corresponde a
una concentracion de 1,5 x 106 UFC/m| (1838),

Sembrado de Candida albicans:

Se agreg6 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 ¢ %),
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Determinar el efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad):
Se realiz6 el sembrado de Candida albicans en las placas Petri, en la cual se
utilizé la prueba de susceptibilidad mediante el método de Difusion de Discos
(Kirby- Bauer), se colocaron discos estériles sobre los cultivos, con la ayuda de
una pinza estéril (presionando los discos suavemente, con el fin de asegurar la
adherencia en el agar s6lido), se colocé 4 discos por placa, distribuido a distancias
semejantes, se agregd 20 pl del extracto acuoso, en las concentraciones de 22
mg/ml y 44 mg/ml en cada disco. Para los grupos controles, en el control
estandar se utilizd 25 pg/disco de fluconazol (agente soluble en agua,
estandarizado por el CLSI en el documento M44A, M44-P), y un grupo control
(SSF). Seguidamente fueron incubados a 35°C por 24 horas, la lectura de los
halos de inhibicién fue tomada en milimetros, por el cual se utilizé un calibrador
Vernier, y se determing el efecto inhibitorio segin la Escala de Duraffourd® - 49,
Escala de Duraffourd:
Segun esta escala utilizada se puede determinar de manera cualitativa la actividad
antimicrobiana, basada en los diametros del halo de inhibicion ¢339,
Duraffourd, que nos indica ¢839:

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

» Para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm, se lo define como

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

» Un didametro superior a 20 mm es sumamente sensible (+++).
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Recoleccién de datos:

En la investigacion se utilizo, un cuaderno de campo, donde se disefid una ficha
de recoleccion de datos, asignando un cddigo referencial a cada grupo
experimental y una respectiva numeracion a cada placa.
4.5.Plan de analisis:

Los datos fueron tabulados en un Software Microsoft Excel version 2010,
para su procesamiento se utilizd un paquete estadistico IBM SPSS V.22. 0.
Para el analisis, se sometieron los datos a la prueba CHAPIRO — WILKS para
determinar la normalidad de los grupos de estudio, seguidamente elegir las
pruebas paramétricas de ANOVA y T-STUDENT para el analisis de los

resultados.
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4.6. Matriz de consistencia:

Titulo de la | Formulacién Objetivos Hipotesis Tipo de | Variables Definicion Indicadores Plan de
investigacion del problema investigacion- operacional | Y escala de analisis
Disefio medicion
Objetivo general: Hipétesis Experimental, Variable Es el | Grupo
Determinar el efecto antimicdtico in vitro del | alternativa de enfogue | Independiente | producto que | experimental
extracto acuoso de los bulbos de Allium | (H1): cuantitativo y se  obtuvo | 1 (22mg/ml)
sativum frente a Candida albicans. El extracto | corte mediante la | Grupo Prueba
acuoso de los transversal. homogenizac | experimental CHAPIRO -
Objetivos especificos: bulbos deAllium Extracto del | i6n de los 2 (44mg/ml) WILKS para
) o sativum Sl tiene Allium sativum | bulbos  de | Grupo control | determinar
Determinar el efecto antimicotico del extracto | efecto Allium negativo. la
EFECTO ¢El extracto | acuoso de los bulbos de Allium sativum a una | antimicético sativum  en | (Omg/ml) normalidad
ANTIMICOTICO | acuoso de los | concentracion de 22 mg/ml frente a Candida | frente a Candida agua Grupo control | de los
INVITRODEL | bulbos de | albicans, expresado en mm de diametro del | ipjcans. destilada. estandar grupos  de
EXTRACTO Allium halo de inhibicion. Fluconazol estudio,
ACUOSO DE | sativum Medir el efecto antimicético del extracto | Hipstesis Nula (25ug/disco) Pruebas
LOS BULBOS | presenta acuoso de los bulbos de Allium sativum a una | (). paramétricas
DE Allium | efecto concentracion de 44 mg/ml frente a Candida | g| extracto Variable de ANOVA
sativum  (Ajo) | antimicético | albicans, expresado en mm de diametro del | ., ¢ ge Jos cualitativa y T-
FRENTE A | frente a | halo de inhibicion. bulbos de Allium Nominal. STUDENT
Candida albicans. | Candida Comparar el efecto antimicotico del extracto . para el
albicans? acuoso de los bulbos de Allium sativum a 22 | sativum NO ) andlisis  de
mg/ml y a 44 mg/ml frente a Candida | tiene efecto Variable Es obtenido Mm los
albicans. antimicotico . mediante la e
Comparar el efecto antimic6tico in vitro del | frente aCandida Dependiente medicion de (milimetros) restiltados.
fluconazol y el extracto acuoso de los bulbos | 5ipicans. los diametros .
de Allium sativum a diferentes concentraciones Variable
del halo de itati
frente a Candida albicans. Efecto o cuantitativa de
inhibicion. razon.

antimicotico.




4.7.Principios éticos:
El presente trabajo de investigacion, se realizé de tipo experimental, in vitro, se
trabajo 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 “2.
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V. RESULTADOS:

5.1.Resultados:

Tabla 01 Evaluacién del efecto antimic6tico in vitro del extracto acuoso de los

bulbos de Allium sativum frente a Candida albicans.

HALOS DE INHIBICION

(X £DSen mm) Sig.
(P)**
Control Control Experimental Experimental
GRUPOS
negativo estandar 01 02
N° Solucion Fluconazol Extracto Extracto
Salina (25ug /disco) acuoso A. acuoso A.
Placa  Fisioldgica sativum sativum
(22mg/ml) (44mg/ml)
1 60 26.82+0.99 34.5+3 39.37+£2.09
2 60 25.5£2.51 32.75+2.5 38.75+2.95
Horas 3 60 265+8.06  325+238  37.97+1.63
4 60 2345.35 30.75+2.06 36.5+248 OO
5 60 24.75x2.36 31.5+£3.10 36.52+0.68
Promedio 6+0 25.31+3.85 324 +£2.61 37.82 £1.97

**P (<0.05); PRUEBA ANOVA.

Fuentes: Paquete estadistico SPSS 22.0, datos obtenidos en la investigacion.
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Tabla 02 Comparacion del efecto antimicético in vitro del extracto acuoso de
los bulbos de Allium sativum frente a Candida albicans de los diferentes grupos

de experimentacion.

GRUPOS Significancia
(p) **

Experimental 01
Vs 0.00

Control estandar

Experimental 02

0.00
24 horas Vs

Control estandar

Experimental 01
VS 0.00

Experimental 02

**P (<0.05); PRUEBA T-STUDENT.

Leyenda: Experimental 01: Extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum a

una concentracion de 22 mg/ml.

Experimental 02: Extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum a

una concentracion de 44 mg/ml.

Fuentes: Paquete estadistico SPSS 22.0, datos obtenidos en la investigacion.
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5.2. Andlisis de resultados:

El efecto antimicotico del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum frente
a Candida albicans fue demostrado, para la cual el extracto acuoso de Allium
sativum a la concentracion de 22 mg/ml presentd un halo de inhibicion de 32.4
mm de didmetro; la concentracion de 44 mg/ml present6 un halo de inhibicion de
37.82 mm de didmetro, el control estandar fluconazol (25 pg/disco) presentd un
halo de inhibicion de 25.31 mm de didmetro, tomados a las 24 horas. Por tanto,
Allium sativum si presentd efecto antimicdtico superior en ambas concentraciones.
Al analizar los resultados, segun la Tabla 01, la prueba paramétrica de ANOVA,
en donde se compara los grupos de estudio, nos muestra un nivel de significancia
de 0.000, es decir el VValor de P es menor que el alfa (0.05), por lo tanto, existe una
diferencia significativa en los resultados obtenidos, segun la concentracion de
44mg/ml posee un efecto antimicotico superior, seguido de la concentracion de

22mg/ml y el fluconazol.

En la Tabla 02, se realiz6 el analisis estadistico con la prueba paramétrica T-
STUDENT, se aprecia que el valor de P < 0.05 en el enfrentamiento de los grupos
de experimentacion, por lo que se observo que entre los promedios de los halos
de inhibicion obtenidos, entre la concentracion de 22mg/ml muestran diferencias
significativas en comparacion con el fluconazol, también se muestra diferencia
significativas entre la concentracion de 44 mg/ml y fluconazol, es decir que tanto
la concentracion de 22mg/ml y 44mg/ml muestran una diferencia estadisticamente
significativa, en efecto el extracto acuoso de Allium sativum presentd efecto

antimicotico mayor al ser evaluado con el fluconazol frente a Candida albicans;
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con influencia de las concentraciones utilizadas de los extractos, tales resultados

se asemejan con otras investigaciones.

Meriga et al. En el afio 2012, evalu6 la actividad antimicrobiana del extracto
acuoso de los bulbos de Allium sativum contra Candida albicans, el halo de
inhibicidn que observaron con el extracto acuoso (100ug /ml) fue de 20 mm, (CMI)
a las 48 h ®, En esta investigacion se trabajé a concentraciones de 22 mg/ml y
44 mg/ml del extracto, y como estandar al fluconazol (25 pg), fue evaluado a las
24 horas, segun Meriga et al, obtuvieron un halo de inhibicion de 20 mm a las
48 horas ©, se obtuvo un halo de inhibicion de 32 mm a las 24 horas con la
concentracion de 22mg/ml, la discrepancias que existen entre las medidas de los
halos, esta relacionada principalmente a la concentracion que se ha utilizado en

ambos estudios.

Gavanji et al. En el afio 2017 determinaron el efecto de extractos (Allium cepa
frente a Candida albicans. Obtuvieron una concentracién minima fungicida (MFC)
de 169 pg / ml, mostraron los menores efectos sobre Candida albicans, a diferencia
de los medicamentos (Nistatina y Anfotericina B) que utilizaron, su efecto fue
superior al de los extractos ). En la evaluacion antifiingica que se trabajo, se utilizo
las concentraciones de 22 mg/ml y 44 mg/ml del extracto acuoso de Allium
sativum, a diferencia de Gavanji, trabajé con Allium cepa, planta de la misma
familia de Allium sativum %, El efecto superior se debe a las concentraciones y
teoricamente, Allium sativum, presenta mayor compuestos azufrados que otra

especie de los Allium, responsables de la actividad antifingica ¢,
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Mendoza et al. En el afio 2017, determinaron que todas las cepas en forma
planctonica y biopelicula de Candida albicans son susceptibles a 1mg/ml del
aceite esencial de Allium sativum a diferencia del fluconazol ™. Guardia, en el afio
2014, determing la accién antimicrobiana del Allium sativum |, donde trabajé con
extractos al 100%, el extracto puro (37,5 mm), frente a Candida albicans, tuvo
mayor halo de inhibicion en 24 horas ®. En esta investigacion in vitro se evalud la
actividad antimicética, donde obtuvimos una halo de inhibicion de 32,4 mm (22
mg/ml) y 37,8 mm (44 mg/ml) en 24 horas, segn los datos obtenidos Allium
sativum muestra un efecto antimicético superior segun las concentraciones, la
discrepancias probablemente se deba a la concentracion y al tipo de extracto que

se utiliz6 en ambas investigaciones.

Munayco et al, en el afio 2013, determind el efecto antimicrobiano del extracto
hidroalcohdlico de Allium sativum frente a Candida albicans, utilizé diversas
concentraciones, en la que determin6, una mayor actividad antifingica frente a la
concentracion de 120 mg/ ml, con un halo de inhibicion de 31mm, tuvieron como
referencia al estandar de fluconazol a una concentracion de 2mg/ml (32mm) @  En
la presente investigacion in vitro, se evalu¢ la actividad antimicdtica del extracto
acuoso de Allium sativum , se obtuvo una halo de inhibicion de 32,4 mm (22 mg/ml)
y 37,8 mm (44 mg/ml) en 24 horas, y como estandar al fluconazol 25ug
(25.31mm), por tanto las discrepancias que existen frente a los halos obtenidos con
los del autor Munayco, se relaciona con las concentraciones de 22 mg/ml y 44
mg/ml, mostraron un efecto antimicotico superior, resaltando las bajas

concentraciones utilizadas.
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Los hallazgos probablemente se deban al método utilizado y el tipo de extracto.
Segun corrales et al, en su investigacion basada en revisiones bibliograficas en el
afio 2014, resalta que uno de los principios activos, principal y responsable del
efecto antifingico, alicina, se ve disminuido tal efecto, debido a la reaccion de
extraccion por solventes?. Lo que explicaria el mayor efecto, segln los halos de

inhibicion que se obtuvo a diferencia del autor Munayco.

Segun las investigaciones de diversos autores, con respecto al efecto antiflngico de
Allium sativum contra Candida albicans, alicina, causa una disminucion del
consumo de oxigeno, inhibe el crecimiento del hongo al interferir en la sintesis de
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, causando dafio a nivel de la pared celular
del hongo (112 1519 E| ajoeno, sustancia que se origina del metabolismo de la
alicina, actda al producir cambios en la composicion lipidica, fosfolipidica, ademas
de inhibir a la enzima glutation reductasa, enzima primordial en la regulacion de la
carga oxidativa, que se genera durante el metabolismo celular, produciéndose un
desequilibrio que tiene como consecuencia el incremento en la aparicion de

radicales libres causando muerte celular 11:12:23),

Basandonos en los halos de inhibicion medidos de las concentraciones de
22mg/ml y 44mg/ml, son superiores a 20 mm, segln la escala de Duraffourd ©339;
en efecto, Candida albicans es sumamente sensible frente al extracto acuoso de
Allium sativum; en cuanto al fluconazol, basado en los halos de inhibicion
obtenidos a la concentracion de 25 pg/disco, segun el método de estandarizacion
de CLSI, M44 A, establece que los halos de 15-18 mm, se considera sensible
dependiente de la dosis “9; por tanto Candida albicans mostrd ser sensible al

fluconazol.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

6.1.Conclusiones:

>

El extracto acuoso de Allium sativum mostrd efectividad antimicético in
vitro frente a Candida albicans, en la cual se demostrd por los mayores
halos de inhibicion.

El efecto antimicotico de la concentracion de 22 mg/ml del extracto acuoso
de Allium sativum frente a Candida albicans, presentd halos de inhibicién

de 32.4 mm de diametro, medido a las 24 horas de incubacion.

El efecto antimicotico de la concentracion de 44 mg/ml del extracto acuoso
de Allium sativum frente a Candida albicans, presentd halos de inhibicién

de 37.82 mm de didmetro, medido a las 24 horas de incubacion.

Se comparo el efecto antimicotico de ambas concentraciones experimentales
del extracto acuoso de Allium sativum frente a Candida albicans, en la que

se observo el mayor efecto antimicotico de la concentracion de 44mg/ml.

Segln la comparacion de los grupos, se demostré el efecto antimicético de
Allium sativum a diferentes concentraciones, presentd mayores halos de

inhibicioén a diferencia de fluconazol.
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6.2.Recomendaciones:

» Se recomienda realizar una investigacion de los metabolitos puros, la cual son

responsables de la actividad antimicotica del extracto de Allium sativum.

» Segun los resultados obtenidos in vitro se recomienda aplicar el extracto de

Allium sativum in vivo para determinar el efecto antimicotico.

» Realizar una investigacion in vitro del extracto de Allium sativum frente a

otros hongos que forman parte de la microbiota del ser humano.

» Es recomendable incentivar el uso de plantas medicinales como, Allium
sativum, debido a sus propiedades terapéuticas, de tal manera que se utilice

bajo estandares establecidos de seguridad y calidad de las plantas.
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ANEXOS:

Anexo 01: Obtencion del extracto de los bulbos de Allium sativum:

‘ 255¢ bulbos de Allium sativum I
Homogenlz_amon en 3 minutos
a una velocidad media.
‘ 900 ml H20 Destilada l

| Centrifugado a 3000 rpm en 10 minutos, (5 ml) l

ﬂ

Precipitado, solucion homogénea y el
sobrenadante.

— \ Se filtra la  solucién
Solucion filtrada H ee——m | homogénea y el sobrenadante

ﬂ (papel filtro Watman N° 1

esterilizado).

Determinacion de la
concentracion inicial.

l

Técnica de peso seco

extracto seco.
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Anexo 02 Prueba de CHAPIRO — WILKS para determinar la normalidad de los
grupos de estudio del efecto antimicoético in vitro del extracto acuoso de los bulbos

de Allium sativum frente a Candida albicans.

GRUPO Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Estadistic gl  Sig. Estadistic gl Sig.
0 0
24 Horas Estandar .180 5 .200(*) 935 5 .633
Experimental 01 203 5 .200(*) .967 5 .854
Experimental 02 242 5 .200(*) .891 5 .361

Fuente: Paquete estadistico SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos en la

investigacion.

Interpretacion: Al realizar el analisis de los datos obtenidos en este trabajo de
investigacion, Segun el anexo 02, se determind los grupos de estudio mediante la
prueba de CHAPIRO — WILKS, teniendo en cuenta el nimero de muestra
utilizadas en la investigacién, menores de 30 datos. En la tabla se observa la
significancia el valor P > 0.05 es decir se acepta la hipotesis nula por lo que los
datos provienen de una distribucién normal, en la cual se hace uso de pruebas

paramétricas como ANOVA y T-STUDENTS dentro de la investigacion.
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Anexo 03 Datos validos segun criterio de normalidad del efecto antimicotico in

vitro del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum frente a Candida

albicans.

GRUPO Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Negativo 5 1000% O 0% 5 100.0%
Estandar 5 1000% O 0% 5 100.0%
24 Horas Experimental01 5 100.0% O .0% 5 100.0%
Experimental 02 5 100.0% O .0% 5 100.0%

Fuente: Paquete estadistico SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos en la

investigacion.

Interpretacion: Segun el anexo 03, se observa que el 100% de los datos que se

obtuvieron en la investigacion, si cumple el supuesto de la normalidad, donde

todos los datos son validos y no se observan datos perdidos.
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FIGURAS

Figura 01: Allium sativum

Figura 02: Cultivo Madre - Candida albicans.

Figura 03: Rejuvenecimiento y sembrado de Candida albicans.

49



Figura 05: Control Negativo- Candida albicans, expuesto a Solucién Salina

Fisioldgica por 24 horas.
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Figura 06: Grupo experimental 01, Candida albicans expuesto a una
concentracion de 22 mg/ml del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum

en 24 horas.

Figura 07: Grupo experimental 02, Candida albicans expuesto a una
concentracion de 44 mg/ml del extracto acuoso de los bulbos de Allium sativum

en 24 horas.

Figura 08: Incubacion de las placas sembradas a 35°C.
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