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RESUMEN

El presente estudio de investigacion fue de tipo experimental, nivel explicativo,
enfoque cuantitativo y corte transversal, el propoésito fue determinar el efecto
antimicotico in vitro del extracto etandlico del bulbo de Allium sativum (ajo) en
cultivos de Trichophyton rubrum mediante el método de difusion de Kirby-Bauer para
los hongos filamentosos. La muestra vegetal fue recolectada en la region de Otuzco,
distrito de San Isidro, departamento de la Libertad e identificada taxonémicamente por
el Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo y fue
procesada en el laboratorio de Farmacognosia de la Universidad Catolica los Angeles
de Chimbote, mientras la muestra bioldgica se obtuvo de un paciente del Instituto
Nacional de Salud e identificada y certificada por el laboratorio Tegumédica S.A de
microbiologia. Para ello se trabajé con 6 grupos de estudio: el grupo control con
dimetilsulfoxido al 0.2%, grupo estandar con terbinafina 250mg y con 4
concentraciones de extracto etandlico de Allium sativum constituidos al 25%, 50%,
75% y 100%, llevandolos a incubar las placas Petri de 20 a 27 °C durante 15 dias,
luego medir los diametros de los halos de inhibicion obtenidos a las 24 horas de los
diferentes grupos de experimentacion.

Los resultados obtenidos para el grupo estandar se logré formar un diametro de halo
de inhibicion de 54.03+£0.8 milimetros; para la concentracion del extracto de Allium
sativum al 25% fue de 17.88+0.9 milimetros, la concentracion al 50% un didmetro de
halo de inhibicion de 26.51+ 0.9 milimetros, la concentracion al 75% de 33.13+ 0.9
milimetros y la concentracion al 100% fue de 36.05+ 1.0 milimetros.

Los resultados fueron sometidos a la prueba Anova y a la prueba T-student, donde se
evidencia que existe diferencia estadisticamente significativa menor de P< 0.05 en los
4 tipos de concentraciones del extracto de Allium sativum. Se concluyd que el extracto
etanolico de los bulbos de Allium sativum presento efecto antimicotico en los cultivos

de Trichophyton rubrum.

PALABRAS CLAVES: Allium sativum, antimicético, Trichophyton rubrum
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ABSTRACT

The present research study was experimental, explanatory level, quantitative approach
and cross section, the purpose was to determine the antifungal effect in vitro of the
ethanolic extract of the bulb of Allium sativum (garlic) in cultures of Trichophyton
rubrum by means of the diffusion method of Kirby-Bauer for filamentous fungi. The
plant sample was collected in the Otuzco region, San Isidro district, department of La
Libertad and taxonomically identified by the Herbarium Truxillense (HUT) of the
National University of Trujillo and was processed in the Pharmacognosy laboratory of
the Los Angeles Catholic University de Chimbote, while the biological sample was
obtained from a patient from the National Institute of Health and identified and
certified by the Tegumédica SA microbiology laboratory. For this, we worked with 6
study groups: the control group with 0.2% dimethylsulfoxide, the standard group with
250mg terbinafine and with 4 concentrations of ethanolic extract of Allium sativum
consisting of 25%, 50%, 75% and 100%, taking them to incubate the Petri dishes at 20
to 27 ° C for 15 days, then measure the diameters of the inhibition halos obtained at

24 hours from the different experimental groups.

The results obtained for the standard group were able to form an inhibition halo
diameter of 54.03 = 0.8 millimeters; for the concentration of the extract of Allium
sativum at 25% was 17.88 = 0.9 millimeters, the concentration at 50% had an inhibition
halo diameter of 26.51 + 0.9 millimeters, the concentration at 75% was 33.13 + 0.9

millimeters and the concentration at 100 % was 36.05 + 1.0 millimeters.

The results were subjected to the Anova test and the T-student test, where it is
evidenced that there is a statistically significant difference of less than P <0.05 in the
4 types of concentrations of the Allium sativum extract. It was concluded that the
ethanolic extract of the bulbs of Allium sativum had an antifungal effect in the

Trichophyton rubrum cultures.

KEY WORDS: Allium sativum, antifungal, Trichophyton rubrum
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I. INTRODUCCION

Antiguamente no existia las especialidades médicas, ni farmacéuticos sino los
curanderos, chamanes que tenian ese don de poder diagnosticar y curar las
enfermedades, ellos mismos preparaban remedios caseros a base de plantas
medicinales como las infusiones, extractos, cataplasmas y asi poder combatirlas las
diversas patologias; a pesar del avance de la tecnologia farmacéutica con la
elaboracion de drogas sintéticas éstas tradiciones se siguen manteniendo en los lugares
andinos, pueblos indigenas, que se transmitian de generacion en generacion para poder
evitar la pérdida del conocimiento .

El uso de plantas medicinales fue utilizado desde la prehistoria, historia y de la cultura
de muchos lugares indigenas, contienen principios activos que son los responsables
del efecto terapéutico @.

Las plantas medicinales proporcionan estructuras complejas novedosas con actividad
bioldgica de gran interés terapéutico; constituyéndose en una fuente principal de
medicamentos, las cuales han formado la base de los sistemas tradicionales de
medicina y por ende han existido por cientos de afios. Esta practica milenaria mantiene
su vigencia e interés del mundo cientifico. En la actualidad se conoce que existe mas
de 35.000 y 70. 000 especies de plantas medicinales en todo el mundo, segin la
Organizacién Mundial de Salud (OMS), determina que las plantas medicinales cubren
las necesidades mas del 80% de la poblacién en general y son beneficiados los paises
de bajo desarrollo &4,

En efecto, su utilidad constituye por sus principios activos que tienen eficacia para
disminuir las enfermedades de manera natural, los problemas de salud es sin duda una

dificil erradicacion; es por ello que ha llevado al uso y manejo de plantas para la



contribucion de la salud publica, Sin embargo, la medicina tradicional ha ido
modificandose con el pasar de los tiempos, el cual forma parte del nacimiento a la
medicina moderna, el interés por el estudio de las plantas medicinales juega un rol
muy importante en el desarrollo e innovacion para la elaboracion de drogas sintéticas,
es asi, con el avance de las plantas ha vuelto tener un desarrollo notable y progresivo
como medicina alternativa para el futuro que ofrece eficacia, seguridad y de bajo costo
siempre y cuando sea usado de manera correcta y por personal capacitado y
calificado®9),

El perd, es uno de los tres paises mas importantes por sus riquezas y mega diversidades
de especies de plantas medicinales que son pilares de la etnoboténica, farmacolégica
y la medicina tradicional desde tiempos muy antiguos hasta la actualidad, es por ello
es muy importante determinar la composicion fitoquimica de los diferentes érganos de
la planta, para saber que metabolitos activos tienen propiedad terapéutica. Son pocas
las plantas medicinales validadas su uso tradicional, unas de ellas es el Allium sativum,
era histéricamente utilizado por casi todas las civilizaciones en el mundo para el
tratamiento de dolores de oido, lepra, infecciones parasitarias, combatir las infecciones
micoticas, se le atribuye ademas por sus propiedades farmacoldgicas como antiviral,
antihelmintica, e hipotensor, entre otras (8

Existen pocos estudios de especies de plantas medicinales usados tradicionalmente
como biocidas, una de ellas el Allium sativum. Sin embargo, poco se ha explorado
sobre su efecto antimicético frente a hongos dermatofitos .

Allium sativum (ajo); es una planta herbacea que tiene origen en Asia central, que se
difundié por toda Europa y llegar hasta América. Esta planta medicinal se preserva por

gue posee mas de 33 principios activos muy importantes como fructanos (inulina),



aceite esencial, 6rganos azufrados como la alicina, ajoene, alilpropil disulfuro, S-alil
cisteina, éstos le dan utilidad terapéutica con propiedades hipocolesterolémicas,
bacterianas, antimicdticas, antivirales, anticancerigenas y antiparasitarias; sin dejar de
lado el uso culinario como condimento y conservante @

La costa Peruana, con un elevado porcentaje de humedad y altas temperaturas,
condicionan habitos y lugarefios a una prevalencia de infecciones cutaneas producidos
por dermatofitos (epidermofitos, tricofitos, microsporis) entre otras dermatomicosis
(levaduras), sobre todo en poblaciones de alto riesgo debido al grado de hacinamiento,
contaminacion ambiental, contacto con los animales domésticos (zoonosis);
constituyendo unas de las 10 causas importantes de consultas en Hospitales y Centros
de Salud en toda la Region 19

Las infecciones fungicas constituyen un incremento de incidencia global, es de suma
preocupacion de la salud publica, debido a la morbilidad que ocasiona. Dentro de este
contexto se encuentra a los dermatofitos, son un tipo de hongo filamentosos que
afectan a la epidermis y anexos cutaneos. Estos tipos de hongos su principal
caracteristica es que afecta a las zonas queratinizadas de la piel, pelos y ufias ).

Las micosis superficiales producidas por hongos dermatofitos, son conocidos como
dermatofitosis o tifias, tienen la capacidad de invadir el tejido queratinizados de la piel,
pelos y las ufias del hombre y de algunos animales, sus agentes causantes son del
género Epidermophytum, Microsporum y Trichophyton. En el primer género se
caracteriza por que parasitan en la piel lampifia o las ufias, el segundo porque parasitan
piel sin pelo y el tercero que es de interés para mi estudio, se caracteriza por que afecta

a la piel, ufias y pelo 12 13)



Existen diversos factores que favorecen la proliferacion de estas infecciones, como el
clima, malos héabitos de higiene, usos de zapatos cerrados, medias sintéticas, etc. Otros
factores que tambien predisponen son el calor, oclusién, diabetes, tratamientos con
corticoides, practicas deportivas, infecciones por HIV ¢4

Las infecciones dadas por Trichophyton rubrum, son un tipo de dermatofitos
antropofilicos, es el agente causal méas frecuentes de tineas en cuerpo, ingle y de los
pies, asi como las onicomicosis. Este tipo de dermatofitos se reproduce en zonas
himedas, célidos, tropicales y subtropicales, se transmite por contacto directo con
personas sintomaticas o asintomaticas, en un periodo de incubacion de 1-2 semanas
que crece en zonas queratinizadas como las ufias, la parte externa de la piel, que se
manifiesta por lo general en humanos una inflamacién con prurito, eritema,
descamacion y pudiendo llegar hasta més graves como la formacion de ampollas #516)
En el Perd, los microorganismos aislados con mayor frecuencia son Trichophyton
tonsurans de 54 a 78% y Microsporum canis de 7 a 26%. Sin embargo, Cardenas et,
al en el 2011 en un estudia realizado en la ciudad de Trujillo, encontraron mayor
frecuencia de Microsporum canis de 84, 7%, para Trichophyton mentagrophytes fue
9,1% y Trichophyton rubrum de 3,1% @7,

Debido al aumento de las infecciones micoéticas, me ha llevado a la basqueda de
nuevos drogas de descendencia natural, como son las plantas medicinales que poseen
una serie de principios activos con propiedades antimicoticas, que van a servir para
inhibir el crecimiento o matar al hongo, convirtiéndose asi como tratamientos
alternativos para la elaboracion de nuevos farmacos antimicoticos de origen vegetal

con menos efectos secundarios, mayor espectro de accién y menor costo; comparados



con los disponibles actualmente usados para el tratamiento de las infecciones de los
hongos 18

Por otro lado, cabe mencionar que existen tratamientos farmacoldgicos que son muy
costosos, producen efectos adversos muy severos y una alta resistencia de los
antifungicos que son utilizados por via sistémica en la practica clinica, es por ello para
dar solucion a este problema existen tratamientos alternativos con el uso de las plantas
medicinales, que poseen una diversidad de propiedades terapéuticas como
antibacterianos, antiparasitarios, antimicoticas, entre otras, que pueden ser utilizados
para la elaboracion de extractos, formulaciones, tinturas, etc 29

De alli larelevancia y el interés por realizar investigaciones con actividad antimicotica
que posee el Allium sativum (ajo) in vitro en Trichophyton rubrum, para lograr que la
poblacion disponga de fitofarmacos rigurosamente estudiados, y asi contar con una
alternativa barata y alcance de toda la poblacién peruana para tratar la micosis. Es por
ello propuse el siguiente problema:

¢El extracto etandlico del bulbo de Allium sativum (ajo) in vitro presenta efecto
antimicético en cultivos de Trichophyton rubrum?

Los objetivos de la investigacion son:

Objetivo general

= Determinar el efecto antimicotico in vitro del extracto etanodlico del bulbo de

Allium sativum (ajo) en cultivos de Trichophyton rubrum.



Objetivos especificos

Evaluar el efecto antimicotico del extracto etandlico de Allium sativum (ajo) de las
diferentes concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% en los cultivos de
Trichophyton rubrum.

Comparar los didmetros de los halos de inhibicion de los diferentes grupos del
extracto etanolico de Allium sativum con el grupo estandar (terbinafina 250mg)

frente a cultivos de Trichophyton rubrum.



II. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.Antecedentes

Segun Danladi et al, en Nigeria en el 2018, en su investigacion sobre actividad
antimicotica del extracto del Allium sativum (ajo) en algunos hongos seleccionados,
las muestras de ajo se compraron en el mercado central de Dutsinma, éstas muestras
se lavaron, separaron y pelaron para obtener la porcion comestible. Los hongos se
aislaron utilizando el método de cultivo y se identificaron segun las caracteristicas
morfolégicas. El extracto se prepard utilizando dos disolventes (acuoso y etanol)
mediante el método de remojo. La actividad antifungica del extracto de ajo acuoso y
etandlico se determind en algunos hongos seleccionados, a saber, en fusarium spp y
Rhizopus spp @Y

De los resultados obtenidos, queda claro que el extracto etanol mostré més actividad
en comparacion con el extracto acuoso, sus didmetros de inhibicion para el extracto
etanolico oscil6 entre 4,1 y 14,3 mm, mientras el extracto acuoso oscilé entre 2,4 y 10,
4mm. La concentracién minima inhibitoria (CMI) para el extracto etandélico fue de 2.5
mg / ml y 5,0 mg / ml para Fusarium spp y Rhizopus spp respectivamente. Mientras
para el 1° extracto acuoso no hubo efecto en ambos organismos probados.
Concluyeron que el extracto de ajo mostro actividad antifangica contra el organismo
de prueba. Ademas, el extracto etandlico mostro actividad inhibitoria entre los hongos

probados V)

Carrillo et al, en el afio 2016 en Ecuador. En su estudio fue determinar el efecto
antimicético in vitro del vegetal de Amarun Waska y Allium sativum en 2 variedades

de hongos como son el Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes, por tal



motivo realizaron 3 extractos, empleando el método de dilucién por suspension de
esporas 2

Los resultados que obtuvieron tanto para Trichophyton rubrum y como para
Trichophyton mentagrophytes para la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de
1,00mg/ml que pertenece a la C3 de la proporcion 50:50 de solvente, ya que en ambas
casos el porcentaje de crecimiento del hongo fue menor comparado con las demas
concentraciones de extracto; sin embargo al obtener un valor mayor de 25% de
crecimiento de hongo lo que significa que la inhibicion es negativa comparado con el
medicamento sintético de terbinafina, concluyen que el medicamento sintético
mencionado anteriormente, sigue siendo una herramienta indispensable para el
tratamiento para este tipo de enfermedades comparado con el uso del Amarun Waska

y Allium sativum @2,

Shivakumar et al, en India en el 2015, estudiaron la actividad antifingica de 61 plantas,
obteniendo 315 extractos acuosos de acetato de etilo y metanol, frente a cepas de
Trichophyton rubrum (ATCC 1344), con un control estandar de ketoconazol. Los
resultados obtenidos muestran que de 61 vegetales solo 18 poseen actividad
antifangica alta, dentro de este grupo se encuentra Allium sativum, donde ademas se
encontré que con 5 mg del extracto metandlico de Allium sativum posee un halo de
inhibicién de 05.66+1.15 y 05.33+0.57 mm para Trichophyton rubrum. Por lo tanto,
concluyeron que los extractos acuosos de Allium sativum presentan efecto

antimicotico frente a cepas de Trichophyton rubrum ATCC 1344 @3,



Abdelbasit et al, en Sudan en el 2014, estudiaron la actividad antifungica in vitro de
Allium sativum sobre algunos hongos patdgenos. Los extractos acuosos y organicos de
ajo se obtuvieron por maceracion y extractor Soxhlet. Los extractos de metanol y éter
de petrdleo se probaron contra Candida albicans, Aspergillus, Curvularia y
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, usando 12 métodos de difusion
en copa y agar Sabouraud. Los resultados se obtuvieron una concentracion minima
inhibitoria de 10 mg/ml para los dermatofitos, por consiguiente, concluyeron, que los
extractos acuosos y organicos de Allium sativum presentaron actividad antifungica en

Trichophyton rubrum @4-

Patankar et al, en India en el 2014, compararon la concentracion fungicida minima
(MFC) de clotrimazol con miconazol, ketoconazol y terbinafina en dermatofitos
cutaneos. El estudio demostro que clotrimazol tenia menor MFC en comparacion con
ketoconazole y miconazole contra Trichophyton rubrum. El clotrimazol demostré
MFC mas bajos (0,01- 0,03 mcg/ml) en comparacion con terbinafina (0,06 mcg/ml) y
miconazol (0,06-1,25 mcg) frente a Trichophyton rubrum, finalmente concluyeron que
la terbinafina en comparacion con el miconazol y ketoconazol presenta mejores

resultados de la concentracion minima fungicida frente a dermatofitos >

Lazo et al, en Ecuador en el 2014. El propoésito de esta investigacion fue evaluar la
actividad antimicética, realizando extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Cassia
grandis (Carao) y bulbos de Allium sativum (ajo) en cepas de Microsporum canis,
Trichophyton rubrum y Epidermophytum floccosum. Los productos obtenidos le

hicieron pruebas fitoquimicas, para determinar los principales metabolitos



secundarios, utilizando la técnica en cromatografia en capa fina, empleando el método
Kirby Bauer modificado. Los resultados obtenidos fue que el principio activo de
alicina es el responsable del efecto antimicético del ajo. Finalmente concluyeron que
estas dos plantas mencionadas anteriormente presentan actividad antimicotica frente a

Microsporum canis, Trichophyton rubrum y Epidermophytum floccosum @),

Bhadauria et al, en la India en el 2011, realizaron trabajos sobre antidermophitica de
tres plantas entre ellas el Allium sativum frente a cepas de Trichophyton rubrum,
encontrando actividad antifungica fuerte con el extracto con agua de Allium sativum
en Trichophyton rubrum, con un halo de inhibicién de 22 mm. (indice de actividad =
0.48), y para Trichophyton mentagrophytes no se encontr¢ actividad antifingica con
dicha preparacion del extracto. Concluyeron que el Allium sativum presenta efecto

frente a dermatofitos 7).

Idrogo et al, en Cajamarca en el 2019. En la universidad Privada Antonio Guillermo
Urrelo. Realizaron una investigacion, que fue evaluar y determinar la concentracion
de alicina presente en el Allium sativum para la formulacién y elaboracion de una
crema antimicotica, para ello se utiliz6 un extracto obtenido a partir de bulbos de ajo
con buenas caracteristicas organolépticas y en buen estado ?®:

Para el disefio experimental se realizé diluciones de piruvato de sodio 0,1; 0,2; 0,3;
0,4;0,5;0,6; 0,7;0,8; 0,9y 1 mL para luego graficar una curva de calibracion, la que
se utiliz6 para determinar la concentracion de piruvato de sodio y luego la
concentracion de alicina mediante el método espectrofotométrico; asimismo se elaboro

dos crema antimicéticas a base de ajo (una mediante el método en frio y la otra en

10



caliente); determindndose también de ellas la concentracion de alicina; asi como, las
caracteristicas organolépticas y la propiedad de extensibilidad 2.

Los resultados mostraron 3,3376 umoles/g de alicina para el extracto de ajo; 4,3152
umoles/g para la crema de ajo en frio y para la crema de ajo en caliente 1,7726
umoles/g de alicina; indicando diferencias significativas (p < 0,05) contrastados por la
prueba de T-Student; ademas, en ambas cremas se evidenciaron buenas caracteristicas
organolépticas, con la diferencia que la crema preparada en frio mantuvo mas estable
la propiedad de extensibilidad en comparacién con la crema que se prepard en caliente.
Por lo que concluyeron, que Allium sativum (ajo) tiene considerable concentracion de

alicina, manteniéndose mucho mas estable en la crema que se preparo en frio ¢®

Alayo, en Trujillo en el 2019, en la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote,
realiz6 un trabajo de investigacion in vitro, con el propésito de demostrar el efecto
antimicético del extracto acuoso del bulbo de Allium sativum (ajo) sobre cepas de
Epidermophyton floccosum. Se utilizé el extracto acuoso a diferentes concentraciones
(18.86, 28.3, y 56.6%) para los grupos experimentales, como control estandar al
fluconazol (25ug). se evalud la sensibilidad utilizando el método de discos difusion.
Kirby-Bauer para medir los halos de inhibicion, obtenido a las 24 horas %

Los resultados mostraron para el control estandar fluconazol un halo de inhibicion de
(25.31+3.85mm); para el extracto 18,86% (20.3£0.47mm), 28,3%(25.1 +0.97mm)
56,6%(31.05 +31.05mm). Los resultados, fueron sometidos a la prueba Anovay a la
prueba T- student, (P <0.05). se aprecia que existe una diferencia estadisticamente

significativa en los tres tipos de concentraciones. Se concluyé que el extracto acuoso
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de Allium sativum (ajo) a dosis 28.3% y 56.6% tuvieron efecto similar al medicamento

estandar fluconazol, frente a Epidermophyton floccosum @9

Rodriguez, en Trujillo en el 2018, en su investigacion de estudio fue demostrar el
efecto antifungico del extracto de Allium sativum en cepas de Trichophyton rubrum
ATCC 1344, usando como patrdn al ketoconazol, in vitro. El estudio realizado fue
experimental. Se trabajo con 10 placas Petri en diferentes concentraciones de extracto
de ajo al 25%, 50%, 75% y 100%, ademas contrastado con ketoconazol grupo estandar
y solucion fisiolégica como control. Se evalu6 la prueba de sensibilidad utilizando el
método de difusion, Kirby — Bauer para medir los halos didmetros de inhibicion,
obteniendo como resultado la concentracion al 100% fue de (32,3mm) y los didmetros
mas pequefios fue 50% y 25% respectivamente (22,8 y 14,5 mm). Como resultado se
observd que a mayor concentracion de Allium sativum tuvo mayor halo de inhibicién,
concluyd que la concentracion al 100% presenta mayor efecto antifungico frente a

Trichophyton rubrum in vitro ©°

Riojas, en Trujillo en el 2016. Realiz6 un estudio en la Universidad César Vallejo,
con el proposito de determinaron el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico
de Allium sativum (ajo) al 1% sobre Trichophyton spp, la siembra de este hongo se
hizo con agar Mycosel, dividiéndose en 5 campos de tratamiento. Obteniendo como
resultados, no hubo efecto inhibitorio sobre Trichophyton spp. Finalmente se concluye
que el extracto etandlico de Allium sativum “ajo” al 1%, cuyo solvente extractor fue el

alcohol etilico al 96 ® no tuvo efecto inhibitorio sobre Trichophyton spp ©-
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Lora et al, en un estudio local en el 2010. Realizaron un estudio de investigacion del
efecto in vitro de diferentes concentraciones de Allium sativum (ajo) frente a
dermatofitos y Candida albicans. Para ello trabajaron con 100g de ajo y cultivos de
dermatofitos y Candida albicans aislados de pacientes con micosis en piel, ufias y
cabellos (2

Segun andlisis estadisticos, los resultados indican que para el caso de dermatofitos por
el método de difusion en Agar (MDA\) se logra inhibicion entre 300 a 400 ug de ajo
liofilizado, una concentracién minima inhibitoria de 500 ug/ml y un efecto fungicida
de 1000 ug /ml. En el caso de C. albicans por el MDA se obtuvo un mayor didmetro
de inhibicion entre 4000 a 5000 ug, una CMI de 2500ug/ml y un efecto fungicida de
5000ug/ml. Concluyendo que estos resultados seran utilizados para estudios in vivos

que corroboren propiedades medicinales que se le atribuye al ajo ¢?
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2.2.Bases teoricas

Fitoterapia

Es la ciencia que estudia a las plantas medicinales con utilidad terapéutica, es decir
para prevenir, disminuir o curar un estado patologico G

Planta medicinal

Es cualquier planta vegetal, que contiene en uno 0 méas de sus 6rganos los principios
activos que pueden ser usados con fines terapéuticos o profilacticos ¢4

Droga vegetal

Es cualquier parte de la planta medicinal que es utilizada en terapéutica ¢
Principios activos

Son los constituyentes quimicos de las plantas, que son responsables de la accion
farmacologica ©

Extracto vegetal

Son compuestos producidos de la obtencidn de las sustancias biolégicamente activas
que estan presentes en los drganos de las plantas, que a su vez utilizan un disolvente
como el alcohol, agua o mezcla de estos, para realizar un proceso de extraccién
adecuado de sus fitoconstituyentes ©-36)

Extracto etandlico

Son preparaciones liquidas concentrados (extractos fluidos o tinturas) o semisdlida
(extractos blandos o densos), obtenidos de la extraccion de una planta medicinal o

parte de ella, utilizando como solvente al alcohol @7
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Allium sativum (ajo) ©®
Clasificacion Taxonomica
Nombre cientifico: Allium sativum
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Allioideae
Orden: Asparagales
Familia: Alliaceae
Género: Allium
Especie: Sativum
Nombre vulgar: Ajo
Descripcion geografica 8
Es originario de Asia Central, esta Planta es cultivada en terrenos planos de poca
pendiente, caracterizados por dias largos y calurosos. Crece en huertos y cultivos que
requieren de un terreno pesado, bien abonado, pero moderadamente himedo.
Descripcion botanica ¢
Es una Planta medicinal herbacea perenne resistente de pequefio tamafio de 20 a 40
centimetros de altura, que posee hojas lineales envolventes, de flores blancas o rojas,
bulbos macizos que esta formado por varios dientes 0 gajos, envueltos en una
membrana suave y sedosa.
Parte utilizada

El bulbo subterraneo (cabeza de ajo).
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Composicidon quimica
El ajo contiene numerosos componentes activos, como el aceite esencial, agua,
carbohidratos (como la fructosa) y posee gran cantidad de compuestos azufrados,
fibra y aminoé&cidos libres. También vitamina C y A. asi mismo posee alto contenido
de compuestos fendlicos, polifendlicos y fitoesteroles. Dentro de sus metabolitos
azufrados que predomina en el Allium sativum es el aliina, alicina, alil metano
tiosulfinato, aminoacidos como (alanina, arginina, histidina, metionina, fenilalanina,
serina, treonina, prolina, triptéfano y valina). Vitaminas del complejo B, Minerales
como (calcio, germanio, potasio, cobre, hierro, magnesio, selenio y zinc) y azucares
como (inulina) G538
Compuestos azufrados:
La aliina, alicina, garlicina, ajoeno, s-alil  mercaptocisteina,
adenosina, 2- vinil 4H- 1,2- ditiina,5-alil cisteina, 1-propenil- alil- tiosulfinato y
1- glutamil- S-alquil- 1- cisteina.
Alicina (dialil tiosulfinato o disulfuro de dialilo):
La alicina no se encuentra en el Allium sativum, hasta que es sometido a la accién
de la trituracién o cortado, que entra en contacto con la aliinasa que actta sobre la
aliina convirtiéndola en aliicina. La alicina se metaboliza mas aun en ajoeno, este
proceso de descomposicion, se da en el transcurso en unas horas a temperatura de
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) que son responsables del olor caracteristico y el sabor picante del Allium

sativum, ademas de ser una sustancia con poca inestabilidad 49
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Propiedades terapéuticas del Allium sativum
Propiedades antifungicas:
El compuesto azufrado como la alicina cumple un papel muy importante, como
antimicrobiano; los hongos sensibles a los compuestos del Allium sativum son:
Trichophyton, candida albicans, Aspergillus nicer, Cryptococcus, Tricosporon. El
ajoeno inhibe el crecimiento de hongos como Trichophyton, candida albicans y
Aspergillus nicer “b-
Otras propiedades de Allium sativum
Tiene diversas propiedades que son atribuidas al ajo, verificadas
experimentalmente: actividad antibacteriana y antimicdtica demostradas in vitro.
Otras como expectorante, antisépticas, diurético, diaforético, antihipertensivo,
antioxidante, antitrombdtico, antiplaquetario, hipolipemiante, hipoglucémico,
antitumoral, hasta que previene la ateroesclerosis y alivia los dolores reumaticos
(8,42).
Toxicidad del Allium sativum
No tiene una toxicidad especifica solo se conoce que es muy escasa. salvo con el
uso elevado en dosis, especialmente en crudos y en extractos, esta desaconsejada
en casos de hemorragias, ya sea de causas traumaticas (heridas, accidentes, etc.) o
menstrual (reglas abundantes)
Mecanismo de accion del Allium sativum frente a Trichophyton rubrum:
La actividad antimicética del Allium sativum, se basa a la accion de la alicina,
debido a la disminucion de la absorcion de oxigeno, reduciendo el crecimiento del
hongo e inhibe la sintesis de lipidos, proteinas y acidos nucleicos, causando dafio

en las membranas de su pared 4442
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Los dermatofitos.
son un tipo de hongo filamentosos que atacan a las capas superficiales de tejidos
queratinizados (piel, pelo y ufias) de hombres y animales, excepto a tejidos mas
profundos. Se clasifican en 3 géneros: Trichophyton, Microsporum vy
Epidermophytum. Los dermatofitos tienen una amplia propagacion mundial en su
distribucion, algunas especies tienen mayor frecuencia en distintas regiones que en
otras, crecen mejor en ambientes calidos y himedos y son, por lo tanto, mas
predominantes en climas tropicales y subtropicales. Es decir, su distribucion
geografica varia en funcion al tipo de microorganismo o género “344)
Trichophyton rubrum
Caracteristicas:
Es un hongo dermatofito antropofilico que afecta al ser humano. El Trichophyton
rubrum presenta hifas enrolladas que por lo general tiene macroconidios en forma
de lagrimas a lado de las hifas y las colonias desarrollan un color rojo en el reverso
(44).
Etiologia:
Es la causa més frecuente de enfermedades de la piel, es decir como el pie de atleta,
tifias de cuerpo, de la ingle, asi como también de onicomicosis *4
Factores de virulencia:
Este dermatofito cuenta con un arsenal de atributos de virulentos que hacen factible
su infeccion. Esta se caracteriza por tres etapas: Adhesion, invasién y crecimiento.
En cuanto a la adhesion, este dermatofito se adhiere a su pared celular gracias a las
glicoproteinas; luego ocurre la germinacion dos a tres horas post- adhesién. Esto va

seguido de la penetracidn de sus hifas para evitar que estas sean descamadas con el
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epitelio. Una vez instalados, el dermatofito debe encontrar nutrientes para crecer y
éste lo logra gracias a enzimas como permeasas y enzimas de la pared celular, asi
como también otras enzimas hidroliticas como nucleas, lipasas, proteasas no
especificas y queratinasas (4546
Terbinafina
Es un antifangico lipofilico y queratolitico que pertenece a las alilaminas, es utilizado
para las infecciones fungicas de la piel, cuero cabelludo y ufias, y que ha demostrado
ser eficaz contra los dermatofitos, entre ellos se hace mencion al Trichophyton rubrum
que son causantes de las tifias, onicomicosis (hongos en las ufias de las manos y de los
pies) (7).
Mecanismo de accion de la terbinafina
Inhibe de manera selectiva al escualeno epoxidasa, enzima indispensable para la
sintesis del ergosterol, interfiriendo en la sintesis de la membrana celular del
hongo®“":
Sensibilidad a los antifingicos (antifungigrama)
Es una prueba in vitro, que esta orientada para determinar concentraciones minimas
inhibitorias de agentes antifingicos. Sirven para emplear tratamientos especificos,
disminuir o eliminar las enfermedades fungicas y prevenir la resistencia de farmacos
antimicoticos “®.
Halos de inhibicion

Es una zona en donde no se aprecia crecimiento de agentes patdgenos alrededor de un

disco de antibioticos en una prueba de antifungigrama “.
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Valores de sensibilidad en el aromatograma segun Duraffourd para antifungicos
Segun clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), realizado en el 1985, estudios
microbioldgicos realizados para el estudio de sensibilidad a los antifngicos, es decir
es para la interpretacion de resultados en la evaluacion de diametros de inhibicion de
forma cuantitativa ©¢1.52-

= Sensible (+++): >30mm

= Sensibilidad limite o intermedia (++): 21-29mm

= resistente (-): <20mm
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1. HIPOTESIS

3.1.Hipdtesis nula (HO)

» EIl extracto etanolico del bulbo de Allium sativum (ajo) no presenta efecto
antimicaotico in vitro en cultivos de Trichophytum rubrum.

3.2.Hipdtesis alternativa (H1).
» EIl extracto etandlico de los bulbos de Allium sativum (ajo) presenta efecto

antimicético in vitro en cultivos de Trichophytum rubrum.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, nivel explicativo,
enfoque cuantitativo y corte transversal.

El estudio experimental estuvo formado por 60 placas Petri, contenido de Agar
dextrosa Sabouraud (25mg/100ml) y el sembrado de los cultivos de Trichophyton
rubrum, de las cuales se subdividieron en 6 grupos conformados por:

Grupos de estudios:

Control con dimetilsulfoxido al 0.2%.

Estuvo formado por 10 placas Petri, con Agar Sabouraund dextrosa (25mg / 100ml)
de la marca (HIMEDIA MO063), donde se sembro el cultivo de Trichophyton rubrum
1x10® UFC por ml el cual se realiz6 mediante el método de difusion de Kirby Bauer,
se usO el tubo 0.5 de turbidez de Mc Farland, para medir la concentracion del inéculo.
Se realizaron cuatro pocillos en el agar por cada placa que contenia 30ul de solucion
de dimetilsulféxido (DMSO) al 0.2%, se llevo a la incubadora a una temperatura 20-
27°C por 15 dias. Posteriormente se realizo la lectura de los halos de inhibicion.
Grupo estandar con terbinafina 0.03ug/ml.

El grupo estuvo formado por 10 placas Petri, con Agar Sabouraund dextrosa (25mg /
100ml) de la marca (HIMEDIA MO063), en donde se sembré el cultivo de Trichophyton
rubrum, 1x108 UFC por ml, se realiz6 un pocillo al centro de la placa donde se coloco
30ul de la solucion de terbinafina al 0.382ug/ml usando como disolvente al
dimetilsulfoxido al 0.2%. Incubados a temperatura ambiente entre 20 a 27°C por 15

dias, posteriormente se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion
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Concentracion N °01 (extracto etandlico de Allium sativum al 25%0)

Estuvo formado por 10 placas, con Agar dextrosa Sabouraund (25mg/100ml) de la
marca (HIMEDIA MO063), en donde se sembré el cultivo de Trichophyton rubrum,
1x10® UFC por ml el cual se realiz6 mediante el método de difusion de Kirby Bauer,
se uso el tubo 0.5 de turbidez de Mc Farland, para medir la concentracion del indculo.
Se realizaron cuatro pocillos en el agar por placa que contenia 30ul del extracto
etandlico de Allium sativum al 25% disueltas en una solucion de dimetilsulfoxido al
0.2%. EI tiempo de incubacion fue de 15 dias, a una temperatura de 20- 27°C.
Posteriormente se realizd la lectura de los halos de inhibicion.

Concentracion N° 02 (extracto etandlico de Allium sativum al 50%b)

Estuvo formado por 10 placas, con Agar dextrosa Sabouraund (25mg/100ml) de la
marca (HIMEDIA M063), en donde se sembro el cultivo de Trichophyton rubrum,
1x108 unidades formadoras de colonia (UFC) por ml, el cual se realiz6 mediante el
método de difusion de Kirby Bauer, se usé el tubo 0.5 de turbidez de Mc Farland, para
medir la concentracion del in6culo. Se realizaron cuatro pocillos en el agar por placa
que contenia 30ul del extracto etandlico de Allium sativum al 50% disueltas en una
solucion de dimetilsulféxido al 0.2%. El tiempo de incubacion fue de 15 dias, a una
temperatura de 20- 27°C. Posteriormente se realizo la lectura de los halos de
inhibicion.

Concentracion N° 03 (extracto etanélico de Allium sativum al 75%)

Estuvo formado por 10 placas, con Agar dextrosa Sabouraund (25mg/100ml) de la
marca (HIMEDIA MO063), en donde se sembrd el cultivo de Trichophyton rubrum,
1x108 UFC por ml el cual se realizd, mediante el método de difusion de Kirby Bauer,

se uso el tubo 0.5 de turbidez de Mc Farland, para medir la concentracién del indculo.
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Se realizaron cuatro pocillos en el agar por cada placa que contenia 30ul del extracto
etandlico de Allium sativum al 75% disueltas en una solucion de dimetilsulfoxido al
0.2%. EIl tiempo de incubacion fue de 15 dias, a una temperatura de 20- 27°C.
Posteriormente se realizd la lectura de los halos de inhibicion.

Concentracion N° 04 (extracto etanélico de Allium sativum al 100%b)

Estuvo formado por 10 placas, con Agar dextrosa Sabouraud (25mg/100ml) de la
marca (HIMEDIA M063), en donde se sembro el cultivo de Trichophyton rubrum,
1x10® UFC por ml el cual se realiz6, mediante el método de difusion de Kirby Bauer,
se uso el tubo 0.5 de turbidez de Mc Farland, para medir la concentracion del indculo.
Se realizaron cuatro pocillos en el agar por cada placa que contenia 30ul del extracto
etandlico de Allium sativum al 100% disueltas en una solucion de dimetilsulfoxido al
0.2%. EIl tiempo de incubacion fue de 15 dias, a una temperatura de 20- 27°C.

Posteriormente se realiz6 la lectura de los halos de inhibicién.
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4.2.Poblacién y muestra

Poblacion vegetal:

Estuvo conformada por la planta (bulbos) de Allium sativum, crece en el distrito de
San lIsidro, Provincia de Otuzco, departamento la Libertad, que esta situada a una
latitud de 2641 msnm.

Muestra vegetal:

Se recolectd bulbos de Allium sativum (ajo) en buen estado, en el distrito de San Isidro,
Provincia de Otuzco, departamento la Libertad, fueron seleccionados bajos los
criterios de inclusion y exclusion. (ver anexol).

Criterios de inclusion

Se utilizé bulbos de Allium sativum en buen estado, de tamafio homogéneo, libre de
oxidacion, con olor caracteristico no putrefactos intactos cubiertos por su envoltura
externa que protege de agentes contaminantes.

Criterios de exclusion

Se rechaz tajantemente aquellos bulbos demasiados jovenes (pequefios) o envejecidas
con mal olor, y también aquellas que hubieran estado expuestas a insecticidas u otros
factores que podrian la composicion quimica de la mismay asi puedan afectar su poder
antifangico.

Poblacion bioldgica:

Estuvo conformada por un conjunto de cultivos de Trichophyton rubrum del Instituto
Nacional de Salud, ubicada en la ciudad de Lima.

Muestra bioldgica

La muestra biologica fue aislada de un paciente del Instituto Nacional de Salud,

constituido por cultivos de Trichophyton rubrum, ubicada en la ciudad de Lima, e
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identificada y certificada por el laboratorio de microbiologia Tegumédica S.A, ubicada

en la ciudad de Lima. (Ver anexo 2).
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4.3.Definicion y operacionalizacion de las variables e indicadores

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores (

medidas)

Escala de

medicion

Independiente:

Extracto etanélico del

Es

diversos

la cantidad en g de

metabolitos

Es el producto que se obtuvo mediante la

maceracion de los bulbos de Allium

Concentracién del

extracto etandlico

cualitativa nominal

bulbo de Allium
sativum en los cultivos
de

rubrum.

Trichophyton

crecimiento antifungico de un

medio de cultivo.

considerando:
Sensible: >30mm; intermedia: 21-29mm

resistente:<20mm

expresada en mm

( milimetros)

bulbo de  Allium | secundarios  de  Allium | sativum en disolvente de alcohol, se filtrd | de Allium sativum
sativum (ajo). sativum, contenidos en un |y luego se paso al rotavapor. Se utiliz6 4 | 25% p/v
volumen de alcohol. concentraciones de extracto etanolico. 50% plv
75% plv
100% p/v
Dependiente: Es la capacidad de una | Es obtenido mediante la medicion de los | Medida del halo cuantitativa de
Efecto antimicotico del | sustancia para inhibir el | didmetros del halo de inhibicion, | de inhibicion | razén
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.4.1.

4.4.2.

Obtencion de la muestra de Allium sativum.

Se recolectd 3Kg de bulbos de la planta de Allium sativum (ajo) distrito de San
Isidro, provincia de Otuzco, departamento de la Libertad y la planta de Allium
sativum fue identificada y certificada por el Herbarium Truxillense (HUT) de
la Universidad Nacional de Trujillo (Ver anexo 3).

Preparacion del extracto etanélico de Allium sativum.

La muestra recolectada fue llevado al laboratorio de la facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote, donde se
desecho las sustancias extrafias presente en el material vegetal, desprendimos
la cubierta., se lav6 con agua destilada para eliminar las impurezas. Asi mismo
se selecciono los bulbos en buen estado, con la ayuda de una balanza marca
(SBS-LW-7500 A) se pesd 2000g, posterior a ello se procedid a someter los
bulbos del ajo en un frasco de vidrio color ambar con capacidad de 4 litros, se
agrego 3,5 litros de alcohol de 96°C, y dejo a macerar por 2 semanas. El
contenido se filtr6 de dos formas: primero a través de gasas plegadas, varias
veces para eliminar residuos mas groseros y segundo fue con papel filtro
Whatman N° 41, éste ultimo se filtrd 3 veces, el extracto liquido se llevo a
rotavapor a 40°C al vacio para extraer el etanol, obteniendo el extracto seco un
total de 649, restando 52g de la luna de reloj. Por consiguiente, solo se obtuvo
12 g de extracto seco. Después de este proceso se procedio a la dilucion del

extracto en diferentes concentraciones (ver anexo 4)°*
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4.4.3.Preparacion de las diferentes concentraciones del extracto etandlico de
Allium sativum al 25%, 50%, 75% y 100%
Para la investigacion se trabajo con 4 concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%
de Allium sativum. El extracto seco obtenido (12g), se procedi6 a la dilucién de
la muestra madre, se cogid 1g de extracto seco de Allium sativum y aforar en 4ml
de dimetilsulfoxido al 0.2% y se colocO en un vaso de precipitacion marca
PYREX, utilizando una varilla para homogenizar dicho extracto, posterior
incorporacion a un frasco microgotero de color &mbar, ésta concentracion fue al
25%. La segunda concentracion fue al 50%, utilizando 2g de extracto seco de
Allium sativum en 4ml de Dimetilsulfoxido al 0.2%, colocados en un vaso de
precipitacién marca PYREX, para su homogenizacion se utiliz6 una varilla 'y se
procedié la incorporacién de dicho extracto a un frasco microgotero de color
ambar, en la tercera concentracion fue al 75%, utilizando 3g de extracto seco de
Allium sativum en 4ml de Dimetilsulfoxido al 0.2%, se colocO a un vaso de
precipitacion marca PYREX, se utiliz6 una varilla para la homogenizacién y
posterior incorporacion de dicho extracto a un frasco microgotero de color ambar
y la dltima concentracion fue al 100%, utilizando 4g de extracto seco en 4ml de
Dimetilsulfoxido al 0.2%, colocando en un vaso de precipitacion marca PYREX,
con la ayuda de una varilla se procedié a homogenizar dicho extracto, colocando
el contenido a un frasco de microgotero color ambar y luego se puso a refrigerar
las 4 concentraciones del extracto etandlico de Allium sativum a 4-8°C hasta su
utilizacion. Ver el siguiente procedimiento de la preparacion de las diferentes

concentraciones del extracto de Allium sativum (ver anexo 5y 6) >,
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4.4.4. Preparacion del grupo estandar terbinafina 250mg.

El farmaco antimicotico de referencia utilizado fue terbinafina que sirve como

control positivo de inhibicion, por su actividad in vitro e in vivo contra

Trichophyton rubrum, y se prepararon de la siguiente manera:

De 20 tabletas de terbinafina 250mg del laboratorio Genfar® fueron pesadas y

se obtuvo el peso promedio de una tableta X= 436 mg. Luego fueron trituradas

y homogenizadas, de esta mezcla se pesaron 52.32 mg y se disolvieron hasta

un aforo de 100ml de dimetilsulfoxido al 0.2%, de esta solucion madre se toma

1ml y se aforé a 100ml, para su posterior uso.

4.4.5. Preparacion de las muestras bioldgicas en las placas Petri
4.4.5.1.Preparacion del medio de cultivo para Trichophyton rubrum.
Se cultivo los cultivos de Trichophyton rubrum en tubos de ensayo con Agar
Sabouraud dextrosa para activar al hongo. Se incub6 a temperatura ambiente
con el fin de obtener colonias jovenes, caracterizadas macroscopicamente
las colonias de Trichophyton rubrum por el color y aspecto del haz blanco
algodonoso y el envés con el rojo vinoso. A partir de este cultivo reciente se
realizaron los demas procedimientos ©5-
4.4.5.2.Preparacion del inéculo para Trichophyton rubrum.

Para la realizacién de las pruebas de susceptibilidad, se prepar6 un inéculo
donde se produjeron los microconidios piriformes del hongo, los cuales se
utilizaron para enfrentar a las diferentes concentraciones del extracto
etanolico de Allium sativum. Para lograr la esporulacién del hongo se
sembrd el Trichophyton rubrum en Agar de harina de avena con 30g, 159

de Agar simple en 1000ml de agua destilada, dejandolos por 21 dias. Una
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vez terminada éste procedimiento, los cultivos de Trichophyton rubrum
fueron sembrados en Agar dextrosa sabouraud e incubados por 15 dias a una
temperatura de 27°C
Luego de observar un buen desarrollo, se agregd 10ml de agua destilada
estéril hasta alcanzar una turbidez del tubo 0.5 del Nefelometro de Mac
Farland, cuya concentracion es equivalente a 6x 10%/mL y se levantd
cuidadosamente con una varilla de vidrio todo el desarrollo del hongo,
trasvasandolo a un tubo estéril para su posterior uso.

4.4.5.3.Siembra y prueba de susceptibilidad por el método de difusion de
Kirby- Bauer, para determinar el efecto antimicético.
Utilizando un hisopo estéril, se procedid la siembra de este indculo en las
placas Petri conteniendo el agar sabouraud por cepa de 6mm de grosor de
manera uniforme en la superficie de las placas. Posterior se hicieron 04
excavaciones en el centro de la placa de 6mm de didmetro. En estos pocillos
se colocaron 30ul de las diferentes concentraciones de Allium sativum (25%,
50%, 75% y 100%) consecutivamente embebidos en discos de papel filtro
Whatman N°3 (6mm de didmetro) con la ayuda de una micropipeta para los
grupos experimentales; y en otra placa se colocd 30ul de terbinafina para
cada pocillo del grupo control estandar y 30ul de dimetilsulfoxido al 0.2%
como control respectivamente. Luego se incubaron a una temperatura de

20°C- 27°C por 15 dias (Ver anexo N° 7) 4556)
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Técnica.

Se utilizo la técnica de la observacion directa de los cultivos de Trichophyton rubrum

en las placas Petri.

Instrumento.

El instrumento que se utilizé fue la ficha de recoleccion de datos que consistia en

observar las placas, los diametros de los halos de inhibicién de los diferentes grupos

de experimentacion formados a las 24 horas y algunas caracteristicas que se encontrd

en el proceso del efecto antimicético.

4.4.6. Medicion y clasificacion de los didmetros de los halos de inhibicion
La lectura se realiz6 a los 15 dias de incubacion, cada una de las placas fueron
examinadas visualmente y las zonas de crecimiento del hongo se hizo cerca a
la excavacion, midiendo su didmetro del halo de inhibicion en milimetros (la
distancia que existe entre el hoyo y el micelio del hongo) alrededor del disco,
con la ayuda de un milimetro vernier, luego los valores de la inhibicion fueron
promediados y comparados con las medidas de halo de inhibicion de los
controles (estandar y control) con las diferentes concentraciones del extracto
etandlico de Allium sativum.
El resultado final se clasifico de acuerdo Clinical Laboratory estandar Institute
(CLSI) de la escala de Duraffourd, escala utilizada para la determinacion
cualitativa del efecto inhibitorio in vitro en diferentes categorias: sensible

(>30mm), sensibilidad intermedia (21-29mm) y resistente (<20mm) Ver anexo

NO 8 (51,52).
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4.5.Plan de analisis

La recoleccién de informacion se utilizé una ficha de recoleccion de datos, para luego
ser tabulados en el programa Excel 2013, y ser procesados a través del paquete
estadistico SPSS-Version 22.0, la cual se cont6 con un profesional estadistico, para el
analisis, se sometieron los datos a la prueba SHAPIRO WILKS para determinar la
normalidad de los grupos de estudio, sequidamente se utilizé las pruebas paramétricas
de Anova para la comparacion entre varios grupos ya sea inter e intragrupos (grado de
confianza 95% - 4. < 0,5) y la prueba T-student para la comparacion entre las diferentes
concentraciones del extracto de Allium sativum con el grupo estandar (la medicion fue

a las 24 horas).
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4.6. Matriz de consistencia

Titulo de la | Enunciado del Objetivos Hipotesis Disefio de la | Variables Definicion Indicadores y | Plan de analisis
investigacion problema investigacion operacional escala de
medicion
Efecto antimicdético In | ¢El extracto | Objetivo general HO: El | Experimental Es el producto | Grupos: Los resultados se
vitro de extracto | etandlico  del | Determinar el efecto | extracto de nivel | Independient | que se obtuvo | control utilizé la prueba
etanolico del bulbo de | bulbo de Allium | antimic6tico in vitro del | etandlico de | explicativo, e: mediante la | estandar estadistica
Allium sativum (ajo) | sativum (ajo) in | extracto etanélico del bulbo | Allium enfoque Extracto homogenizacié | -E. etandlico | Anova y la
en cultivos de | vitro presenta | de Allium sativum (ajo) en | sativum  no | cuantitativo etandlico del | n de los bulbos | del ajo al 25% | prueba T-student
Trichophyton rubrum | efecto cultivos de Trichophyton | tiene efecto | y corte | bulbo de | de Allium | p/v para la
antimicotico en | rubrum. antimicotico | transversal Allium sativum en | - E. etanédlico | comparacion
cultivos de | Objetivos especificos in vitro en sativum (ajo). | disolvente de | del ajo al 50% | entre los grupos
Trichophyton -Evaluar el efecto | cultivos  de alcohol. p/ v (la medicién fue
rubrum? antimicotico del extracto | Trichophyton - E. etandlico | a las 24 horas).
etanolico de Allium sativum | rubrum. del ajo al 75%
(ajo) de las diferentes | Ha: El p/ v
concentraciones al 25%,50%, | extracto - E. etandlico
75% y 100% en los cultivos | etandlico de del ajo al
de Trichophyton rubrum. los bulbos de 100% p/ v
-Comparar los diametros de | Allium Es  obtenido | cualitativa
los halos de inhibicion de los | sativum (ajo) mediante la | Nominal
diferentes grupos del extracto | presenta medicion  de
etandlico de Allium sativum | efecto in vitro los diametros | Mm
(ajo) con el grupo estdndar | en cultivos de Dependiente: | del halo de | (milimetros)
(terbinafina) frente a cultivos | Trichophytum efecto inhibicion. cuantitativa
de Trichophyton rubrum. rubrum. antimicético de razén
del bulbo de
Allium

sativum en
cultivos  de
Trichophyton
rubrum.
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4.7.Principios éticos
Para el desarrollo de la investigacion tipo experimental, in vitro, se trabaj6 con medios
de cultivo (hongos), respetando debidamente las normas de bioseguridad dentro y
fuera del laboratorio; tomando en cuenta los cuidados para evitar la contaminacion
bioldgica del medio externo con el hongo, tanto el investigador como la zona donde se
desarrolle el proyecto, descritas por Instituto Nacional de Salud. 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. Se considerd los principios éticos que rigen la actividad investigadora de la
Universidad Cat6lica Los Angeles de Chimbote, los cuales consisten en:
4.7.1. Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad.
Las investigaciones que involucran el medio ambiente, plantas y animales
deben tomar medidas para evitar dafios. Las investigaciones deben de respetar
la dignidad de los animales y el cuidado del medio ambiente incluido las
plantas, por encima de los fines cientificos; para ello, deben tomar medidas
para evitar dafios y planificar acciones para disminuir los efectos adversos y

maximizar los beneficios 7.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Evaluacion del efecto antimicotico in vitro del extracto etanolico de los
bulbos de Allium sativum en los cultivos de Trichophyton rubrum, en diferentes

concentraciones.

Halos De
_ Inhibicion (en Significancia
Grupos de estudio o
milimetros) P(**)
X+ DS
Control (dimetilsulfoxido al 0.2%) 6.0 £ 0.0
Estandar (terbinafina al 0.03ug/ml) 54.03+ 0.8
C. de Allium sativum al 25% 1788+ 0.9
) ) 0.000*
C. de Allium sativum al 50% 2651+ 0.9
C. de Allium sativum al 75% 33.13+ 0.9
C. de Allium sativum al 100% 36.05+ 1.0
*ANOVA (P<0.05).
leyenda:

Control: (Dimetilsulfoxido + agar dextrosa sabouraud)
Estandar: (terbinafina al 0.03ug/ml + agar dextrosa sabouraud)
X: promedio

D.S.: desviacion estandar

C: (concentracion de Allium sativum + Agar dextrosa sabouraud)
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Tabla 2: Comparacion de los diametros de los halos de inhibicidn de los diferentes

grupos del extracto etandlico de Allium sativum con el grupo estandar(terbinafina)

frente a Trichophyton rubrum

Didmetros de los halos de inhibicion

_ en milimetros de los 2 grupos Significancia
Grupos de estudio
comparados (\Valor P)
X DS
Estandar vs concentracion de
_ _ 54.03+0.8 17.88+0.9 0.000*
Allium sativum al 25%
Estandar vs concentracion de
_ _ 54.03+0.8 26.51+0.9 0.000*
Allium sativum al 50%
Estandar vs concentracion de
_ _ 54.03+0.8 33.13+0.9 0.000*
Allium sativum al 75%
Estandar vs concentracion de
_ _ 54.03+0.8 36.05+1.0 0.000*
Allium sativum al 100%
C. de Allium sativum al 25% vs
_ _ 17.88+0.9 26.51+0.9 0.004*
C. de Allium sativum al 50%
C. de Allium sativum al 25% vs
_ _ 17.88+0.9 33.13+0.9 0.002*
C. de Allium sativum al 75%
C. de Allium sativum al 25% vs
_ _ 17.88+0.9 36.05+1.0 0.001*
C. de Allium sativum al 100%
C. de Allium sativum al 50%
) _ 26.51+0.9 33.13+0.9 0.023*
vs C.de Allium sativum al 75%
C. de Allium sativum al 50% vs
26.51+0.9 36.05+1.0 0.001*
C. de Allium sativum al 100%
C. de Allium sativum al 75% vs
33.13+0.9 36.05+1.0 0.044*

C. de Allium sativum al 100%

Prueba T para comparacion de medias (*p<0.05)

Leyenda:
X: promedio

D.S.: desviacion estandar

C: concentracion de Allium sativum
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5.2.Anélisis de resultados

En el estudio se busco determinar el efecto antimicoético in vitro del extracto etanolico
de los bulbos de Allium sativum a diferentes concentraciones sobre cultivos de
Trichophyton rubrum.

El efecto analizado sobre el tamafio de los halos de inhibicion en los cultivos de
Trichophyton rubrum se muestra en la tabla 01, se observan los promedios y la
desviacion estandar por cada grupo de experimentacion, también la significancia entre
los grupos, para esto se prob6 la prueba estadistica ANOVA el valor P fue de 0.000
(es decir menor a 0.05) demostrando que existe diferencia estadisticamente
significativa entre las zonas de inhibicion de los grupos de los extractos etanélicos del
bulbo de Allium sativum al 25%,50%,75%,100% Yy el farmaco de referencia, esto
confirma la hipotesis alternativa de la presente investigacion.

Los resultados obtenidos tienen similitud con otros trabajos de investigacion, donde
utilizan los extractos elaborados por varios métodos de extraccion como, destilacion,
hidroalcoholicos y percolacion en los que se aprecia los didmetros de los halos de
inhibicidn tal es el caso presentado por Bhadauria et al, en India en el 2011, donde
realizd trabajos para combatir los hongos dermatofitos dando uso a las plantas, entre
ellas el Allium sativum frente a cepas de Trichophyton rubrum, Mostrando el efecto
antimicético fuerte del extracto de Allium sativum contra Trichophyton rubrum, con
un diametro de 22 milimetros cifra muy cercana a la obtenida en nuestra investigacién
a una concentracion del extracto de A. sativum al 50% fue de 26.51milimetros, seguida
de la concentracion 75% y 100% respectivamente con diametro de 33.13milimetros y
36.05 mm, existiendo en éstas Ultimas de menor variabilidad (mas homogéneo) de 0.9

y 1.0 mm como se evidencia en la tabla 1. Por otro lado, el didametro de halo de
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inhibiciébn medio obtenido con la terbinafina fue de 54.03 milimetros y una
variabilidad de 0.8milimetros.

Estadisticamente se observa que el aumento de los cultivos son dependientes a las
disimiles concentraciones del extracto del ajo; es decir, al ser la concentracion mayor,
el didmetro de crecimiento del hongo es fungicida, se observé también, que el grupo
estandar de terbinafina es méas alta, manteniéndose nula el grupo control y la
concentracion al 25%, revelando que no prexiste otros componentes que estén
afectando la experimentacion.

Por otro lado, los resultados presentados por Rodriguez, en Perl en el 2018, quienes
muestran zonas de inhibicién para T. rubrum superiores a 15.5 milimetros valores que
se obtuvieron en los extractos al 50%,75% y 100%, sin embargo, para el extracto al
25%, ellos obtuvieron valores por debajo de nuestro estudio, esta variacion puede
deberse al tipo de extracto, época de recoleccion de la muestra y las condiciones de
laboratorio durante la experimentacion ©°

En el grupo control donde se utilizé solamente el solvente (dimetilsulfoxido al 0.2%),
este disolvente fue usado por ser el que permite solubilizar el farmaco de inhibicién
del crecimiento del hongo, debido a esto los didmetros de los halos fueron de 6mm
(correspondiente al diametro del pocillo) este grupo sirvié como control de calidad
microbiologico del agar, de los materiales y del solvente de dilucion. Se utiliz6
Dimetilsulfoxido al 0.2% debido a que ésta pequefia molécula anfipatica, actia como
tensoactivo, es altamente polar que permiten interactuar con moléculas azufradas, es
el caso del componente del A. sativum, que permitid diluir el farmaco y el extracto

obtenido 859,
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Respecto al grupo estdndar con el farmaco de referencia (terbinafina) en nuestra
investigacion tiene un efecto antimicética con un diametro > 30 milimetros que en
promedio resultd con un halo de 54.03 mm, y un grado de uniformidad, en su
concentracion minima inhibitoria se consider6 el méas efectivo seguido de la
concentracion al 100% de Allium sativum que en promedio se obtuvo un diametro de
36.05 milimetros, este efecto vino reduciéndose por las menores concentraciones de
Allium sativum segun los resultados obtenidos por las pruebas estadisticas de T-
student; en consecuencia, este valor se encuentra dentro de lo esperado por reportes
como el de Nweze y Mukherjee et al, quienes sefialaron valores superiores a 47mm
para cepas de T. rubrum sensibles a terbinafina €069,

La escualeno epoxidasa es una enzima prominente producida por T. rubrum, es
responsable de la sintesis de acidos grasos en dermatofitos y juega un papel clave en
la biosintesis de esteroles, ademas, se evidencia que la escualeno epoxidasa conduce a
la sintesis de ergosterol siguiendo una cascada de vias de biosintesis que son esenciales
para mantener la integridad y la funcionalidad de las células fungicas, debido a ésta
propiedad, actia como objetivo principal para los medicamentos que estan disefiados
para inhibir la dermatofitosis. El clorhidrato de terbinafina (N,6,6- trimetil- N-
(naftalen-1-ilmetil) hept-2-en-yn-1-amina) es un aminodacido sintético de alilamina. Es
de naturaleza altamente lipofilica antifingico que inhibe la escualeno epoxidasa para
prevenir la formacién de ergosterol y causar una acumulacion de escualeno,
debilitando la pared celular de las células fungicas. La terbinafina inhibe la enzima
escualeno monooxigenasa (también llamada escualeno epoxidasa), evitando la
conversion de escualeno a 2,3-oxidosqualeno, un paso en la sintesis de ergosterol,

esta inhibicion conduce a una disminucion del ergosterol, que normalmente se
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incorporaria a la pared celular, y a la acumulacion de escualeno, la generacion de una
gran cantidad de vesiculas que contienen escualeno en el citoplasma puede liberar
otros lipidos de la pared celular y debilitarla atin mas ¢,

En la tabla 02, se aprecia los valores comparados de los promedios y la significancia
por cada comparacion utilizando la prueba estadistica T — Student donde los valores
para todos los grupos muestran una significancia P<0.05, es decir, existen diferencias
estadisticamente significativas en todas las comparaciones realizadas. Comparando el
estandar (terbinafina) con los extractos etandlicos de Allium sativum al 25%, 50%,
75% y 100% en todos los casos el medicamento mostro un efecto significativamente
mayor, sin embargo, el extracto también mostro efecto antimicdtico, ese efecto podria
explicarse por la mezcla de diferentes componentes que forman el extracto de Allium
sativum, estos pueden tener volatilidad, y diferentes concentraciones que haria variar
la respuesta frente a T. rubrum.

Entre los metabolitos secundarios reportados en Allium sativum se han descrito a las
sapogeninas, saponinas Yy flavonoides que poseen propiedades farmacoldgicas
prometedoras. Ademas, estas plantas poseen compuestos de azufre Gnicos que también
son responsables de su olor y son los principales responsables de las propiedades
bioldgicas atribuidas al ajo. El andlisis fitoquimico de los compuestos azufrados
presentes en el ajo ha mostrado una potente actividad antimicdtica en compuestos
como la alicina, aliina y el ajoeno, aunque recientemente se han descrito nuevos
metabolitos que presentan grupos funcionales como los ditiosulfinatos vy

disulfoxidos(®®,
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Dentro de sus metabolitos del Allium sativum, denota importancia el estudio con
propiedades antifungicas para Trichophyton rubrum es el ajoene, que actla
interfiriendo la integridad de la membrana plasmatica del hongo, al inducir cambios
en su composicion lipidica, incrementando el contenido relativo de los esteroles e
induciendo fuertes cambios en la composicion fosfolipidica; por tal efecto, el ajoene,
es un producto de gran estabilidad, que se origina por la ruptura y la reparacion no
enziméatica de la alicina, y que se puede ser obtenido sintéticamente para las
infecciones micGticas 4.,

Existen estudios acerca de una sustancia derivada del A. sativum, el ajoeno de su accién
antimicotica contra los dermatofitos como es el T. rubrum, en la que logro inhibir el
crecimiento minimo inhibitoria (CMI) de 60ug/mL y con la concentracion minima
fungicida (CMF) de 75 ug/ML, segun (Borlinghaus et al, 2014), es por ello el ajoeno
es atil para el tratamiento de la tinea pedis, cruris, corporis y la onicomicosis, con
similares resultados a la terbinafina %),

El extracto de Allium sativum al 100% mostré una zona de inhibicion de 36.05+1.0
mm este valor fue mayor que el de las otras tres concentraciones con 17.88+0.9 mm,
26.51+ 0.9 mm y 33.13+ 0.9 mm (25%,50% Yy 75% respectivamente), estos valores se
relacionan a la respuesta ante hongos dermatofitos como T. rubrum ejercida por los
bulbos de A. sativum debido a su composicion con cientos de fitoquimicos, incluidos
los compuestos que contienen azufre, como los ajoenos (E-ajoeno, Z-ajoeno),
tiosulfinatos (alicina), vinilditiinas (2-vinil-(4H)-1,3-ditiina,3-vinil- (4H)-1,2-ditiina),
sulfuros (disulfuro de dialilo (DADS), trisulfuro de dialilo (DATS) y otros que
representaron el 82% del contenido total de azufre en ajo. Aliina, el principal sulfoxido

de cisteina se transforma en alicina por la enzima aliinasa después de cortar el ajo y
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romper el parénquima, S-propil-cisteina-sulfoxido (PCSO), alicina y S-metilcisteina-
sulfoxido (MCSO) son las principales moléculas azufradas, éstas ademéas pueden
producir méas de cincuenta metabolitos que dependen del contenido de agua y la
temperatura, asi como de la enzima alinasa que puede actuar sobre las mezclas para
producir otras moléculas, como alil metanos tiosulfinatos, metil metanos, tio sulfinatos
y otros tiosulfinatos correspondientes (RSSR"), por el cual R y R” son grupos alilo,
propilo y metil. La actividad antimicrobiana de la alicina se debe a su interaccion
quimica con enzimas que contienen tiol, por ejemplo, tiorredoxina reductasa, ARN
polimerasa y alcohol deshidrogenasa al oxidar la proteina cisteina o los residuos de
glutation en condiciones fisioldgicas. La alicina es una biosida relacionado con la dosis
que puede influir en el metabolismo esencial de la cisteina proteinasa y, por lo tanto,
matar todas las células eucariotas debido a la presencia de grupos en todas las células
vivas (66,67).

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con los presentados por
Carrillo et al, 2016 en Ecuador, quienes también encontraron actividad antimicética
de Allium sativum utilizando el método de microdiluciones, a una concentracion de
extracto al 50% y con una CMI de 1,00ug/ml, este valor fue mayor al de nuestro
estudio probablemente porque el cultivo de Trichophyton rubrum utilizado sea un
cultivo obtenido de una muestra biolégica y no una cepa sensible 2

Sin embargo, Lora et al, en Peru en el 2010, evaluaron la actividad antifingica del A.
sativum en cepas de dermatofitos y candida albicans, donde se estimé que para T.
rubrum en las diferentes concentraciones, 500 ug/ ml es la concentracion minima
inhibitoria; asi también, el efecto fungicida de Allium sativum es 1000 ug/ ml estas

cifras refuerzan segun lo obtenido en la presente investigacion pues de acuerdo a la
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escala del Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI), cabe resaltar que en
nuestra investigacion que tuvo efecto antifungico fueron a las concentraciones al 100%
de A. sativum'y 75% (fueron sensibles), la concentracion al 50% fue intermedio, donde
reportan inhibicion frente a Trichophyton rubrum, y en cambio, la concentracion al
25% no tuvo efecto inhibitorio®?:

Al elucidar el probable mecanismo de accidén se considera que el extracto de ajo
actuaria como un antimicotico al afectar la pared flngica y causar cambios
ultraestructurales irreversibles en las células fungicas, lo que conduce a la pérdida de
integridad estructural y a la capacidad de germinacion. Estos cambios en el contenido
citoplasmatico llevan a dafios en los nucleos y organulos celulares que finalmente
conducen a la muerte celular. Ademas, la alicina y el aceite de ajo mostraron potentes
efectos antifungicos ya que actla penetrando la membrana celular y las membranas de
los organulos como las mitocondrias y provocando la destruccién de los organulos y

la muerte celular 68
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\4

. CONCLUSIONES Y ASPECTOS COMPLEMENTARIOS.

6.1. Conclusiones

Se evalud que los extractos etanolicos del bulbo de Allium sativum al 50%, 75% y
100% presentan efecto antimicético, mientras que la concentracion al 25% no
presentd efecto antimicético en los cultivos de Trichophyton rubrum, segin la
escala de Duraffourd del instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI).

Al comparar los diametros de los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del extracto etandlico del bulbo de Allium sativum al
25%,50%,75% y 100% con el grupo estandar sobre los cultivos de Trichophyton
rubrum, se observa que si existe diferencia estadisticamente significativa menor
de P<0.05. En efecto, las Unicas que presentan mejores resultados de efecto
antifungico es la concentracion al 100% y el farmaco de referencia (terbinafina),
ya que muestran un diametro de halo inhibitorio superior a los 30 milimetros de

diametro establecidos por el CLSI.
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6.2.Aspectos complementarios.

Se sugiere continuar con las investigaciones a diferentes concentraciones y con
diferentes procesos de extraccion de los principios activos con el fin de determinar
mejores resultados.

Es necesario determinar otros metabolitos activos presentes en el Allium sativum
para demostrar otros efectos terapéuticos en otras patologias.

Se sugiere realizar una marcha fitoquimica del Allium sativum, cual es el
componente activo que tiene efecto antimicotico para otros posibles estudios que

desean continuar con esta planta medicinal.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: Ubicacién y extraccion de los bulbos de Allium sativum “ajo”

CAJAMARCA

GRAN CHIMU

SINSICAP

SANTIAGO

TRUJILLO DE CHUCO

N JULCAN
o

Figura 2: Ubicacion geografica del Allium sativum (ajo)
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ANEXO NO 2: Certificacion del cultivo de Trichophyton rubrum

Figura 3: Informe de ensayo del cultivo
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Figura 4: Resultados del informe de ensayo del cultivo
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Figura 5: Conclusiones del informe de ensayo del cultivo
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ANEXO N°3: Certificacion del Allium sativum (ajo)

Figura 6: Certificacion del Allium sativum (ajo)
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ANEXO NO 4: Preparacion del extracto etanélico de Allium sativum (ajo)

Seleccioén del Allium
sativum (ajo)

Seleccion de los
bulbos para su
lavado

Lavado de los
bulbos del Allium
sativum (ajo)

Retirada de la
cubierta de los
bulbos

Limpieza de las
sustancias extrafas
en los bulbos

Reposicion de los
bulbos limpios en el
papel Kraft
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Agregar alcohol de
96° en la probeta

Agregando el
alcohol al frasco con
los bulbos limpios

Llenar de alcohol
hasta el tope del
frasco y cerrar

Cubrir con una bolsa
negra el fresco para
su maceracion

Pasadas dos
semanas, filtrar el
macerado

Colocar papel filtro
en el equipo de
vapor al vacio
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Filtrar el macerado
en el equipo de
vapor al vacio
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Completado el
extracto  etandlico
para  pasar  al
rotavapor




ANEXO NO° 5: Preparacion de las diferentes concentraciones de extracto de Allium
sativum (ajo)

Pesaje del extracto
seco y la luna de
reloj

1g de extracto
etandlico + 4ml de
dimetilsulfoxido

29 de extracto
etanolico + 4ml de
dimetilsulféxido

3g de extracto
etanolico + 4ml de
dimetilsulfoxido

49 de extracto
etanodlico + 4ml de
dimetilsulféxido

Extractos etanélicos
de Allium sativum al
(25,50, 75y 100) %
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ANEXO N° 6. Esquema de las concentraciones del extracto etanélico de Allium
sativum (ajo)

o 25Q----------mo--- 100ml % 50Q------------------ 100ml
Kemmmmmmm oo 4ml Kommmmmmmm oo 4ml
X=1gal 25% X=2g al 50%
% 75Q----------- --100ml % 100g------------------ 100ml
Kmmmmmmmmm e 4ml Kommmmmmmm oo 4ml
X=3g al 75% X=4g al 100%
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ANEXO N° 7: Sembrado de los cultivos de Trichophyton rubrumy las

concentraciones en las placas Petri y las pruebas de susceptibilidad

Figura 7: Concentracion de extracto al 25%, 50%, 75% y 100%

Figura 8: Sembrado del inoculo en las placas Petri
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ANEXO N°8: Medicion de los diametros de los halos de inhibicién y clasificacion

Figura 9: Lectura de los halos al 25%, 50%, 75% y 100%

Figura 10: Halos formados para su lectura
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ANEXO N°9: Datos estadisticos para analizar los datos obtenidos

Tabla 3: Prueba estadistica de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
GRUPO . .
Estadistic : Estadistic .
gl Sig. gl Sig.
0 0
25% 147 10 .200(*) .905 10 .250
50% 187 10 .200(*) .960 10 .780
H24 75% 167 10 .200(*) .968 10 .868
100% 272 10 .034 .802 10 .150
STAA‘I'Q\I D 115 10 .200(*) .965 10 .838

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors.
b. H24 es una constante cuando GRUPO = BLANCO y se ha desestimado.

Cumple con el supuesto de normalidad.

Tabla 4: Prueba estadistica Anova

H24
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 13515.024 5 2703.005  3866.960 .000
Intra-grupos 37.746 54 .699
Total 13552.770 59

*La varianza entre grupos es estadisticamente significativa, se acepta H1.
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Tabla 5: Prueba T de estadisticos de grupo 25% vs 50%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
25% 10 17.9200 90652 .28667
H24
50% 10 26.5300 92981 29403

Tabla 6: Prueba de muestras independientes 25% vs 50%

Prueba de Levene

para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
Error tin. de 95% Intervalo
. Sig. Diferencia p- de confianza
F Sig. t gl . . la
(bilateral)  de medias . . para la
diferencia . i
diferencia
Inferior  Superior Inferior  Superior Inferior Superior Inferior  Superior In;erl
Sehanasumido 540 409 20967 18 004 -8.61000 41065  -9.47274 7.747
varianzas iguales
H24 26
No se han -
asumido -20.967  17.988 .004 -8.61000 41065 -9.47278 7.747
varianzas iguales 22

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto).
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Tabla 7: Prueba T de estadisticos de grupo 25% vs 75%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
25% 10 17.9200 90652 .28667
H24
75% 10 33.1600 94892 .30007

Tabla 8: Prueba de muestras independientes 25% vs 75%

Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias

varianzas
95% Intervalo de

) . . Error tip. i
Sig. Diferencia p confianza para la

F ig. I : . I i i
Sig t g (bilateral)  de medias . de la . diferencia
diferencia . .
Superior  Inferior
Se.han asgmldo .038 .848 -36.723 18 .002 -15.24000 41500 16.1118 14.3681
varianzas iguales

H24 | ?

No se han - -
asumido -36.723  17.963 .002 -15.24000 41500 16.1120 14.3679

varianzas iguales 1 9

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto).
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Tabla 9: Prueba T de estadisticos de grupo 25% vs 100%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
H24 25% 10 17.9200 90652 28667
100% 10 36.0600 .98680 31205

Tabla 10: Prueba de muestras independientes 25% vs 100%

Prueba de Levene

para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
Error tip. de 95% Intervalo
. Sig. Diferencia P- de confianza
F Sig. t gl . . la
(bilateral)  de medias . . para la
diferencia i i
diferencia
Inferior  Superior Inferior  Superior Inferior Superior Inferior ~ Superior In:)‘?rl
Se han asumido 533 -42.809 18 001 -18.14000 42374  19.0302 17.24
varianzas iguales
H24 4 976
No se han - -
asumido -42.809 17.872 .001 -18.14000 42374 19.0307 17.24
varianzas iguales 0 930

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto).
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Tabla 11: Prueba T de estadisticos de grupo 50% vs 75%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
50% 10 26.5300 .92981 29403
H24
75% 10 33.1600 .94892 .30007
Tabla 12: Prueba de muestras independientes 50% vs 75%
Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
Error tin. de 95% Intervalo
. Sig. Diferencia p- de confianza
F Sig. t gl . . la
(bilateral)  de medias . . para la
diferencia . i
diferencia
Inferior  Superior Inferior  Superior Inferior Superior Inferior  Superior In;?“
Ho4 ~ Sehanasumido - a0 853  -15781 18 023 -6.63000 42012  -7.51264 5.747
varianzas iguales 36
No se han -
asumido -15.781  17.993 .023 -6.63000 42012 -7.51266 5.747

varianzas iguales

34

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)

78



Tabla 13: Prueba T de estadisticos de grupo 50% vs 100%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
H24 50% 10 26.5300 92981 29403
100% 10 36.0600 .98680 31205

Tabla 14: Prueba de muestras independientes 50% vs 100%

Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
95% Intervalo de

Sig. Diferencia  E'TOr tip.  confianza para la

F Sig. t gl (bilateral)  de medias dela diferencia
diferencia . ]
Superior  Inferior
Sehanasumido ., 549 22227 18 001 953000 42876  10.4307 -8.62921
varianzas iguales

H24 9
No se han .

asumido -22.227 17.937 .001 -9.53000 42876 10.4310 -8.62899
varianzas iguales 1

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)
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Tabla 15: Prueba T de estadisticos de grupo 75% vs 100%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
75% 10 33.1600 94892 .30007
H24
100% 10 36.0600 .98680 31205

Tabla 16: Prueba de muestras independientes 75% vs 100%

Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas

95% Intervalo de

. . . i confianza para la
Sig. Diferencia Error tip. P

. | _ A P
F Sig t gl (bilateral)  de medias dif(;?elr?cia erencia

Superior  Inferior

Sehanasumido g 678  -6.699 18 044 290000 43292  -3.80954 -1.99046

varianzas iguales
H24 No se han
asumido -6.699  17.972 044 -2.90000 43292 -3.80964 -1.99036
varianzas iguales

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)
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Tabla 17: Prueba T de estadisticos de grupo Terbinafina vs 25%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
STANDAR 10 54.0300 .79589 25168
H24
25% 10 17.9200 .90652 28667
Tabla 18: Prueba de muestras independientes Terbinafina vs 25%
Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
95% Intervalo de
. i ) | Sig. Diferencia Er(rj(;rlglp. congl_inza pard la
g g (bilateral)  de medias . . Iferencia
diferencia . .
Superior  Inferior
Sehanasumido o0 25, 94659 18 000 3611000 314y o>3085 369114
varianzas iguales 5 5
H24 No se han
asumido 94.659  17.703 .000 36.11000 .38147 35.3075  36.9124
varianzas iguales

9 1

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)
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Tabla 19: Prueba T de estadisticos de grupo Terbinafina vs 50%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
H24 STANDAR 10 54.0300 .79589 25168
50% 10 26.5300 92981 29403

Tabla 20: Prueba de muestras independientes Terbinafina vs 50%

Prueba de Levene

para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
i 0,
. Sig. Diferencia Error tip. 95 /o.Intervan de
F Sig. t al . . de la confianza para la
(bilateral)  de medias . . . .
diferencia diferencia
Inferior  Superior Inferior  Superior Inferior Superior Inferior  Superior Inferior
Sehanasumido o7 759 71050 18 000  27.50000  .3g704 206868 283131
varianzas iguales 6 4
H24 No se han
asumido 71.052  17.582 .000 27.50000 .38704 26.6854  28.3145

, . 7 3
varianzas iguales

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)
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Tabla 21: Prueba T de estadisticos de grupo Terbinafina vs 75%

GRUPO N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
Ho4 STANDAR 10 54.0300 .79589 25168
75% 10 33.1600 .94892 .30007
Tabla 22: Prueba de muestras independientes Terbinafina vs 75%
Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
95% Intervalo de
i . t | Sig. Diferencia Ef;zflgp- confl.anza pz.alra la
g g (bilateral)  de medias . . diferencia
diferencia . .
Superior  Inferior
Sehanasumido 00 501 53288 18 000 2087000 39165 200471 216928
varianzas iguales 8 2
H24 No se han
asumido 53.288 17471 .000 20.87000 39165 20.0453 216946
varianzas iguales

9 1

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto)

83



Tabla 23: Prueba T de estadisticos de grupo Terbinafina vs 100%

GRUPO N Media

Desviacion tip. Error tip. de la media
Hoa STANDAR 10 54.0300 .79589 25168
100% 10 36.0600 .98680 31205
Tabla 24: Prueba de muestras independientes Terbinafina vs 100%
Prueba de Levene
para la igualdad de Prueba T para la igualdad de medias
varianzas
1 0
. Sig. Diferencia Error tip. 95 A).Intervalo de
F Sig. t gl . . de la confianza para la
(bilateral)  de medias . . . .
diferencia diferencia
. . . . . i i . Inferio
Inferior  Superior Inferior  Superior Inferior Superior Inferior  Superior
Sehanasumido —— \, g5 gagos 18 000 1797000  4oogo  L7ierr 18812
varianzas iguales 4 26
No se han
asumido 44.824  17.228 .000 17.97000 40090 17.1250 18.814

varianzas iguales

2

98

Existe diferencia significativa entre ambos grupos (Muestran diferente efecto
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ANEXO 10: PROCOTOCOLO DE INVESTIGACION
INVESTIGACION RELACIONADOS CON MICROORGANISMOS
(Ciencias Médicas y de la Salud)

Titulo de la Investigacion: EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL BULBO DE Allium sativum (ajo) en CULTIVOS DE

TRICHOPHYTON rubrum.

Investigador Responsable: Medina Lopez Claudina

Yo, como investigador principal, acepto la responsabilidad de conducir este estudio y de

cumplir con los principios de ética relacionados con el microorganismo siguiente.

Describa brevemente los procedimientos a los que seran expuestos los microorganismos

durante su estudio:

= Se cultivd los cultivos de Trichophyton rubrum en tubos de ensayo con Agar
Sabouraud dextrosa para activar al hongo. Se incubé a temperatura ambiente con el
fin de obtener colonias jovenes, caracterizadas macroscopicamente las colonias de
Trichophyton rubrum por el color y aspecto del Haz blanco algodonoso y el envés con
el rojo vinoso. A partir de este cultivo reciente se realizaron los demas procedimientos.

= Para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad, se prepar6 un indculo donde se
produjeron los microconidios piriformes del hongo, los cuales se utilizaron para
enfrentar a las diferentes concentraciones del extracto etanolico de Allium sativum
(ajo). Para lograr la esporulacion del hongo se sembré el Trichophyton rubrum en
Agar de harina de avena con 30g, 15g de Agar simple en 1000ml de agua destilada,

dejandolos por 21 dias. Una vez terminada éste procedimiento, los cultivos de
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Trichophyton rubrum fueron sembrados en Agar sabouraud e incubados por 15 dias a
una temperatura de 27°C.

Luego de observar un buen desarrollo, se agregé 10ml de agua destilada estéril hasta
alcanzar una turbidez del tubo 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland, cuya
concentracion es equivalente a 6x 108/mL y se levanté cuidadosamente con una varilla
de vidrio todo el desarrollo del hongo, trasvasandolo a un tubo estéril para su posterior
uso.

Utilizando un hisopo estéril, se procedi6 la siembra de este inoculo en las placas Petri
conteniendo el agar sabouraud por cepa (de 6mm de grosor) de manera uniforme en
la superficie de las placas. Posterior se hicieron 04 excavaciones en el centro de la
placa de 6mm de didmetro. En estos pocillos se colocaron 30ul de las diferentes
concentraciones de Allium sativum (25%, 50%, 75% y 100%) consecutivamente
embebidos en discos de papel filtro Whatman N°3 (6mm de didmetro) con la ayuda de
una micropipeta para los grupos experimentales; y en otra placa se coloc6é 30ul de
Terbinafina (equivalente a 0.03ug/ml) para cada pocillo del grupo control
farmacoldgico y 30ul de dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.2% como control
respectivamente. Luego se incubaron a una temperatura de 20°C- 27°C por 15 dias.
La lectura se realiz6 a los 15 dias de incubacion, cada una de las placas fueron
examinadas visualmente y las zonas de crecimiento del hongo se hizo cerca a la
excavacion, midiendo su didmetro de inhibicion en mm (la distancia que existe entre
el hoyo y el micelio del hongo) alrededor del disco, con la ayuda de un milimetro

vernier. Luego los valores de la inhibicion fueron promediados y comparados con las
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medidas de halo de inhibicion de los controles (positivo y negativo). El resultado final
se clasifico de acuerdo Clinical Laboratory estandar Institute (CLSI) de la escala de
Duraffourd.

INFORMACION ACERCA DE LOS MICROORGANISMOS:

ESPECIE

Nombre cientifico: Trichophyton rubrum.

Ndmero a utilizar: cultivos de Trichophyton rubrum

Justifique el nimero de microorganismo a utilizar:

Se utilizaran cultivos de Trichophyton rubrum jévenes que fueron certificadas por el

laboratorio Tegumédica en la ciudad de Lima.

Que estuvo compuesto por 6 grupos de estudio:

= Grupo control (DMSO al 0.2%).

= Grupo control estandar (terbinafina 250mg).

= Extracto etandlico de Allium sativum al 25%

= Extracto etandlico de Allium sativum al 50%

= Extracto etandlico de Allium sativum al 75%

= Extracto etandlico de Allium sativum al 100%
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PROCEDIMIENTOS:

Descripcion de la Obtencion de material bioldgico (método a utilizar, muestra a tomar,

manejo de la muestra de ser el caso): los cultivos de Trichophyton rubrum se aislé de un

paciente del Instituto Nacional de Salud y fue identifica y certifica por el laboratorio

Tegumédica, ubicada en la ciudad de Lima.

Bioseguridad (procedimientos para evitar impactos negativos en el ambiente, en casos de

trabajos de campo de ser el caso):

= Colocar nuestros equipos de proteccion personal, usando adecuadamente para evitar
riesgos de contaminacion con las muestras bildgicas.

» Realizar debidamente la asepsia del area de trabajo a utilizar.

= Esterilizar los materiales a utilizar.

= Realizar un correcto lavado de las placas Petri.

Manejo de desechos (indicar si las muestras estan contaminadas con toxicos o

microorganismaos, 0 no.):

= Se hizo un lavado adecuado de las placas Petri en donde estuvieron colocadas los
hongos.

= Se procedi6 a secar las placas con papel toalla.

Firma del investigador Principal Fecha: 26/09/2020

:
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