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RESUMEN

La resistencia antifingica en las infecciones urinarias son muy frecuentes, convirtiéndose
actualmente en un problema de salud publica, razon por la cual se realizd la presente
investigacion, con el objetivo de poder determinar la Concentracion Minima inhibitoria
adecuada del extracto de Curuma longa, sobre la cepa de Candida albicans la
metodologia utilizada para determinar la Concentracién Minima inhibitoria adecuada (35,
50, 65, 80y 100%) del extracto de Curuma longa, sobre la cepa de Candida albicans fue
la de difusion de disco (CLSI, 2020) ,Y para comparar el efecto anti fungico in vitro del
extracto de Curuma longa y Fluconazol sobre la cepa Candida albicans fue el de kirby
Bauer de concentraciones “in vitro” y para verificar la comparacion del efecto inhibitorio
in vitro del extracto de curcuma Curuma longa y el antibi6tico fluconazol sobre la cepa
del hongo Candida albicans se utilizé el analisis de varianza (ANDEVA) de un disefio
completamente al azar (DCA) y para determinar las diferencias entre las concentraciones
respecto a la inhibicion producida en Candida albicans, se utilizd la prueba la
comparacion de medias de Duncan; los resultados obtenidos es que la concentracién
minima inhibitoria (CMI) del extracto de circuma es del 35%, con un promedio de halo
de inhibicion del 20.33 mm y su efecto fungicida del 78.01% de inhibicion, respecto a la
inhibicion fungica se obtuvo un promedio de 26.06 mm de halo de inhibiciéon por
fluconazol en relacion al extracto de circuma al 100% con un promedio del 25.19 mm
de inhibicion Concluyendo que el extracto de circuma si presenta efecto antifingico
frente a la cepa de Candida albicans; este resultado beneficiara a todas aquellas personas
que quieran optar por la medicina natural para combatir la candidiasis y disminuir el gasto

en medicamentos.

Palabras claves: Candida albicans, Cdrcuma longa, Extracto, inhibicion,
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ABSTRACT

Antifungal resistance in urinary tract infections is very frequent, currently becoming a
public health problem, which is why the present investigation was carried out, in order to
be able to determine the appropriate Minimum Inhibitory Concentration of the Curcuma
longa extract, on the strain of Candida albicans, the methodology used to determine the
adequate Minimum Inhibitory Concentration (35, 50, 65, 80 and 100%) of the extract of
Curcuma longa, on the Candida albicans strain was that of disk diffusion (CLSI, 2020),
and to compare the in vitro antifungal effect of the Curcuma longa and Fluconazole
extract on the Candida albicans strain was that of Kirby Bauer of concentrations "in vitro"
and to verify the comparison of the in vitro inhibitory effect of the turmeric extract
Curcuma longa and the antibiotic fluconazole on the strain of the fungus Candida
albicans, the analysis of variance (ANDEVA) of a completely randomized design (DCA)
was used and for To determine the differences between the concentrations with respect to
the inhibition produced in Candida albicans, the Duncan's mean comparison test was
used; The results obtained is that the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
turmeric extract is 35%, with an average inhibition halo of 20.33 mm and its fungicidal
effect of 78.01% inhibition, with respect to the fungal inhibition an average of 26.06 mm
of inhibition halo by fluconazole in relation to the 100% turmeric extract with an average
of 25.19 mm of inhibition. Concluding that the turmeric extract does present an antifungal
effect against the Candida albicans strain; This result will benefit all those who want to

opt for natural medicine to combat candidiasis and reduce spending on medications.

Keywords: Candida albicans, Curcuma longa, Extract, inhibition,
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Se ha estimado que aproximadamente el 75% de todas la mujeres, en algin momento
de su vida van a desarrollar infeccion causada por hongos y de estas el 40% a 50%
desarrollan recurrencias que también pueden estar relacionadas a condiciones mas
serias, como la infecciébn por VIH (pacientes inmunosuprimidos) o pacientes
diabéticos.(Alvarado,2016), La candidiasis también pueden ser de origen nosocomial o
comunitario; a consecuencia la revista peruana de ginecologia y obstetricia busca un
diagndstico y tratamiento adecuado para poder contrarrestar estas infecciones causadas
por levaduras, (Reynaud, 2007) reportd un 50% de las infecciones causados por
bacterias y el 30 al 35% son causados por la candida, considerandose asi la segunda
causa mas frecuente de las infecciones urinarias; tal como reporta Pamo; 2010, que de
todos los urocultivos realizados al menos el 1% a 8% de ellos son diagnosticados por
candidiasis. Es por ello que busca una terapia eficaz para la candidiasis; la INS en el
2013 reporta con la participacion de 7 hospitales nacionales que los hongos oportunistas
mas frecuentes fueron Candida albicans en un 66.6%, Candida tropicalis 29,6% Yy
Candida parapsilosis 11.1%, al observar la incidencia de las infecciones causadas por
hongos, la poblacion llega a fomentar el uso masivo de anti fangicos, utilizdndolo de
forma preventiva como terapéutica, trayendo consigo graves consecuencias como la
multidrogoresistencia a los diferentes antifingicos; es por ello que la poblacion recurre
a la medicina natural en busca de plantas medicinal, especias entre otros que tengan el

mismo efecto antimicotico que el farmaco pero menos dafiino.

La curcuma Curuma longa una planta que ha sido utilizada como medicina,

condimento y cosmético alrededor del mundo. La Curuma longa es nativa del sudeste
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asiatico, pero también se ha expandido en el Per( de forma semi silvestre en la selva
alta y baja, el rizoma es la parte mas utilizada, el principal compuesto bioactivo que
posee esta planta son los curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina,
bisdemetoxicurcumina, etc.) y sesquiterpenos (ar-turmerona, [-bisabolena, a-
curcumeno, zingibereno, curlona, etc. Valtuefia,2018 .Asimismo, posee un efecto
antiinflamatorio y es utilizado para el tratamiento de trastornos hepaticos, anorexia, tos,
Glceras diabéticas, artritis reumatoide, sinusitis, hipotension arterial, cardioténico,
hemorragia uterina y venas varicosas entre otros(Cornejo, 2017) antiguamente la
circuma solo era considerado en el arte culinario de la cocina o usado como un
antibacteriano pero lo toman en menor importancia como un anti fangico ya que

tedricamente (Herrero, 2018) llega a describir a la circuma como un anti fangico.

Por lo expuesto, la investigacion realizada demuestra el efecto antifungico que
posee el extracto de curcuma Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans usando
dos controles uno positivo (fluconazol) y el control negativo (agua destilada)
comparando asi la efectividad del extracto y del farmaco la cual servira a los pacientes
con candidiasis a poder optar un tratamiento natural y sin el uso de farmacos, por tal

razén se plante6 los siguiente objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad anti flngica in vitro del extracto de la circuma Curuma longa,

sobre la cepa Candida albicans.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la Concentracion Minima inhibitoria adecuada (35, 50, 65, 80 y
100%) del extracto de Curuma longa, sobre la cepa de Candida albicans.
b) Comparar el efecto anti fangico in vitro del extracto de Curuma longa y

Fluconazol sobre la cepa Candida albicans.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Samadi, et al, 2018 observa la actividad anti fungica que posee la Curuma Longa,
gracias a su componente principal, que es la curcumina; dicho estudio lo realizé con un
95% de confiabilidad y que se llevo a cabo a causa de la gran resistencia farmacologica
que hoy en dia se puede observar en la poblacion; de manera similar Meza, et al (2000)
lleva a cabo un estudio basado en la curcuma, concluyendo que los curcuminoides si
son los responsables en gran parte de sus diferentes propiedades medicinales que esta
posee, ya sean antiinflamatorios, antibacterianos y antimicoticos; y gracias a ese estudio
es que Saiz, 2014 demuestra una propiedad medicinal mas, aparte de los ya descritos
anteriormente, que es ser antiparasitaria. Y ahora en estos Gltimos afios, Carril et al,
2014 llega a corroborar mediante investigaciones bibliograficas que la Curuma longa
posee grandes beneficios para el hombre como los ya antes mencionados y que no solo
se puede utilizar como una especia en la industria alimentaria; seguidamente los
estudios de Oneyda, et al, 2011; Pefia,2016 y Sirisidthi, et al,2015 llegan con una misma
conclusion acerca de la Curuma longa que posee una actividad anticancerigena,
antiinflamatoria, antimicrobiana, anti fangica, anti lipémia, anti hepatoprotectora, con
una proteccion cardiovascular y con una proteccion gastrointestinal, estos Gltimos
estudios fueron corroborados mediante investigaciones experimentales que dichos

autores llevaron a cabo con un nivel de confianza de 95 y 99% estadisticamente.
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Rojas,et al, 2017 corrobora la actividad antibacteriana y anti fungica de la
circuma, mediante un extracto hidro alcohdlico de la Curuma longa con una CMI de
25% de curcuma sobre la cepa de Candida albicans y Sthaphylococcus aureus; al igual
que en el estudio experimental de Gomez, et al, 2017 llega a demostrar que el extracto
de clrcuma posee una concentracion fungicida minina de 33.78 +-2.64 % sobre la cepa
de Candida albicans y de manera similar a los estudios de Cornejo, et al, 2017 llega a
determinar su efecto que posee la circuma pero partir del aceite esencial, y al mismo
tiempo Acevedo y Gutierrez,2017 confirman en su estudio que el aceite esencial llega a
poseer un efecto antifungico con un CMI de 19.8mm contra la cepa de Candida
albicans, ambos estudios se basaron bajo los estudios de Apisariyakul, et al 1995 que
ya mucho mas antes realizo el estudio con el aceite de Curuma longa y comprobd su
efecto antimicético con quince aislamientos de dermatofitos, demostrando su inhibicién

por la curcumina.

Por otro lado en los estudios de Gomez., et al, 2012 Ilega a concluir que con tan
solo con una pequefia cantidad de curcumina y fluconazol, pueden llegar a actuar
sinérgicamente para poder sensibilizar a la cepa de Candida albicans que fue aislado de

una poblacién inmunodeprimido

Como también en otros estudios parecidos, llegan a demostrar el efecto
antimicético que posee la curcuma; como por ejemplo tenemos al estudio realizado por
Palmieri, et al, 2018. Que fabrica un recubrimiento en dispositivos médicos, poniendo
en las superficies nano compuestos de curcumina PEG reduciendo la adhesion,
proliferacion y formacion de Candida albicans. Y de igual manera el trabajo de
Leonhard, et al, 2018 demuestra el efecto eficaz de 2aminobencimidazol (2ABI) y la
curcumina (CUR) inhibiendo el crecimiento de Candida albicans y Staphylococcus

aureus en siliconas.
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Acerca de la epidemiologia y la frecuencia de Candida albicans, se encontré en
los estudios de Sobel, 2007 dando a conocer todo sobre la candidiasis, su epidemiologia,
su patogenicidad, sus factores predisponentes y sus diferentes tratamientos que se
pueden emplear para poder combatir dicha micosis, concerniente a esto Hernandez,
2009 concluye con 230 muestras citologicas cérvico vaginales, el 28% presentaron
infeccion por Candida albicans y segun las estadisticas de la union americana un 75%
de mujeres padecen un episodio de candidiasis vulvovaginal, de ahi que Rodriguez,
2011 pudo identificar 103 cepas de levaduras que fueron aisladas de exudados vaginales
y las principales cepas aisladas fueron Candida albicans en un 62,2%, seguido por
Candida glabrata en un 34,9% y por ultimo Candida kruseii en un 3%. Y gracias a
dichos estudios Sanchez, 2015 concluye que la candidiasis es causante en un 11%, de
las infecciones urinarias y las mas frecuentes en mujeres y su comorbilidad mas
importante es la diabetes mellitus tipos 2, por otra parte Colomer, 2012 comprueba que
la infeccion vaginal es la segunda causa méas frecuente en mujeres comprendidas en la

edad fértil.

Segun el estudio de Echevarria, et al, 2006 obtiene como resultados que los casos
encontrados con ITU, causados por Candida albicans se encuentran en pacientes
diabéticos, inmunosuprimidos o que estan recibiendo antibioticos con un amplio

espectro.

19

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2 MARCO TEORICO.
2.2.1 HONGOS DEL GENERO CANDIDA.

Las levaduras que pertenecen al género Candida comprende mas de 160 especies y una
de sus principales caracteristicas es la ausencia en la forma sexual, a excepcion de
algunas especies micéticas (Murray, 2014). Son clasificadas como levaduras, con un

desarrollo unicelular

Solo algunas especies pertenecientes al género Candida tienen la capacidad de adaptarse
a las temperaturas normales del cuerpo humano 37°C; y en algunas ocasiones pueden
llegar a ser patogenas para el ser humano cuando este se encuentra inmunodeprimido y
es por ello que se les considera como hongos oportunistas (Salazar, 2019). Son siete,
las especies mas representativas de Céndida que podemos observar (Murray, 2014),

ellas son:

Candida albicans
Candida tropicalis
Candida stellatoidea
Candida pseudotropocalls
Candida Kruseii

Candida parapsiloides
Candida guillermondl
Candida albicans

Sabiendo que Charles Phillipe Robin, padre de la Candida, en 1853, describe la biologia
del hongo Candida albicans, denominandola primero como Oidium albicans; quince
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afios después Charles Quinquaud (discipulo de Robin) la denomino Syringospora robini

(Suncita, 1923).

En los afios 1893-1936, la micologa holandesa Christine Marie Berkhout, presenté su
tesis doctoral en la Universidad de Utrecht, describiendo el género Candida, femenino
del adjetivo latino Candidus, que viene a significar “blanco brillante”, o ardiente o
luciente (Angulo, 2003). Los taxonomistas, mantuvieron el nombre de la especie de
Robin (1853) y el género de albicans por Berkhout 1923. Que fue aceptado por el tercer
congreso internacional de microbiologia en Nueva York en 1939, por lo cual todas las
afecciones producidas por Candida se conocen con el nombre de candidiasis (Murray,

2014)
2.2.2 Clasificacién taxondmica de Candida albicans

Reino: Fungi (Mycota)
Divisién: Ascomycota
Subdivision: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: albicans (Garza, 2012)

2.2.3 Caracteristicas morfologicas de Candida albicans

Candida albicans es un organismo unicelular; en el estado saprofito se puede observar
en forma de levadura (Pineda - murillo J, 2017), de forma redonda u ovalada de

aproximadamente 2 a 4 micras (Murray, 2014). Sus paredes son finas. Cuando se
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encuentra en estado parasitario forma filamentos con extremos redondos de 3 a 5 micras
de didmetro (Arenas, 2014).

Su longitud es variable pues los brotes no se separan de la célula madre y toman asi una
forma cilindrica, formando un pseudomicelio, que son células alargadas de levadura que
permanecen unidas entre si (Murray, 2014)

Desde un punto de vista microscopica de las especies de Candida son similares, todas
las levaduras son Gram positivas (Murray, 2014), en algunas ocasiones la forma de Las
blastosporas puede variar de ovoide a elongada o esférica. Microscopicamente. C.
albicans presenta dimorfismo, el cual se transforman de la forma ovoide de las
blastosporas (levaduras) gemantes a hifas (Arenas, 2014). La transformacion de
blastosporas (levaduras) a micelio, es sinénimo de cambio del estado de comensalismo

al de parasitismo (Murray, 2014).

2.2.4 Inmunidad y factores de huésped

Una vez que el microorganismo invade los tejidos o penetra el torrente circulatorio, los
polimorfo nucleares, monocitos, macré6fagos y eosinéfilos actian como mecanismo de
defensa por lo que se requiere la respuesta inmune de la IgG y otros componentes que
ejercen una accion opsonizante sobre Candida albicans (Gonzales V. C., 2017)

La capacidad de adhesion de Candida albicans presenta una relacion directa con el nivel
de virulencia que se lleva a cabo por medio de la interaccién de un ligando con su
receptor y las fuerzas electrostéticas de van de Waals. (Murray, 2014)

La diversidad de secrecion de diversas enzimas influye en el potencial de patogenesidad
de esta especie y Candida secreta aspartilproteinasas y llegan a hidrolizar proteinas
pertenecientes a las defensas del hospedador frente a la infeccion, lo que permiten que

atraviesen las barreras del tejido conjuntivo. De la misma manera, casi todas las especies
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de Céandida que provocan enfermedad en el ser humano genera fosfolipasas (Murray,

2014)

2.2.5 Composicion quimica de la pared celular de Candida Albicans.

La composicion quimica de la pared de Candida albicans esté representada por 20-40%
de proteinas y 30-50% de polisacaridos (Gonzales Y. C., 2015), mientras que la
proporcion de lipidos es variable. La pared celular de Candida albicans estd compuesta
principalmente por los polisacaridos Manan, Glucan y Quitina (Arenas, 2014).

Estudios ultraestructurales de la pared celular de Candida albicans han demostrado una
compleja micro arquitectura. La pared estd compuesta por varias capas (figura 1), su
namero y su morfologia varian; esta variacion esta relacionada con varios factores tales
como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento (como levadura o como
tubo germinal), la capa seleccionada para su estudio, el medio de cultivo empleado para
el crecimiento celular y los procedimientos de fijacion (Flores, 2017). La mayoria de
los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared celular, las cuales son (de
adentro hacia afuera): Manoproteinas, B-Glucan-Quitina, B-Glucan, Manoproteinas y

una capa de fibrillas (figura 2) (Quispe, 2017).

R L . MEMBERANA
TS S0 N, e Wy CITOPLASMATICA

........

Figura 1:Esquema de la pared celular de Candida albicans,
Fuente.https://www.google.com.pe/Kf4Ag&q=estructura+molecular+de+candida+al
bicans&oq=estructura+molecular+de+candida+albicans&g
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Figura 2: Pared celular micética de levaduras
Fuente.https://www.google.com.pe/search?rlz=1C1GGRV_enPE751PE751&biw=109

2.2.6 Patogeniay anatomia patoldgica y epidemiologia de Candida albicans

La principal causa de su patogenia de la candidiasis esta méas relacionado con las
alteraciones del sistema inmunolégico, asi como otros factores predisponentes que
llegan a interferir en el equilibrio biol6gico, manteniendo a las levaduras en estado
comensal (Gonzales Y. C., 2015).A partir de todo ello es por lo que surge un incremento
en el numero total de células de Candida y dafio de la piel o del epitelio, que permite la
invasion local por las levaduras y por las speudohifas (Arenas, 2014). Aparece
candidiasis sistémica cuando llega a penetrar en la corriente sanguinea y las defensas
del hospedador no bastan para contener la proliferacion y la diseminacion de dichas
celulas (Murray, 2014). Desde la sangre Candida infecta rifiones se fija a las protesis
valvulares del corazén o produce candidiasis en cualquier otro sitio (como artritis,

meningitis o endoftalmitis). (Gonzales Y. C., 2015)

La epidemiologia de Candida albicans en condiciones normales es parte de la flora
orofaringea, gastrointestinal y del aparato reproductor femenino (Murray, 2014). Las
infecciones son enddgenas excepto en casos de contacto directo de la mucosa con

lesiones de otras personas (por ejemplo el contacto sexual Los procedimientos con
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penetracién corporal y los dispositivos a permanencia pueden actuar como sitio de
entrada para la infeccién y el nimero de microorganismos de Candida disponibles puede
incrementarse con el use de farmacos antibacterianos (Arenas, 2014) y de acuerdo a los
reportes por parte del programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, Candida
albicans es la especie que se aisla con mayor frecuencia entre un 48.4% en las
candidiasis y esta seguida de Candida glabrata de un 18%, Candida parapsilosis 17.2%,
Candida tropicalis 10%, Candida krusei 1.9% y Candida spp con un 4.5% (Gonzales

Y. C., 2015).
2.2.7 Mecanismo de accion del fluconazol en Candida albicans.

Los antifungicos azolicos se dividen en dos grupos estructurales y dentro de ellas
tenemos los imidazoles (dos moléculas de nitrogeno en el anillo azolico) (Figura 3), y
los triazoles (con tres moléculas de nitrogeno en el anillo azdlico) (Figura 4); dentro de
este grupo podemos encontrar al fluconazol, farmaco de primera generacion y su
mecanismo de accion actua inhibiendo la enzima lanosterol 1 4 —alfa — demetilasa
dependiente del citocromo P450 fdngico, esta enzima participa en la conversion de
lanosterol en ergosterol, y su inhibicién altera la sintesis de la membrana celular del
hongo (Figura 2), la inhibicidn de la sintesis del ergosterdl comporta la inhibicion de la
proliferacion de la célula fungica (fungostatico) o bien la muerte celular (fungicida)

(Murray, 2014)
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Figura 3: Estructura molecular del imidazol, con dos moléculas de nitrégeno en el
anillo azdlico
Fuente:https://www.google.com/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fwww.infofarmacia
.com%2F %2Frsrc%2F1379788551392%2Fmicrobiologia

HI:II_:}\\
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Figura 4: Estructura molecular de triazoles, con tres moléculas de nitrégeno en el
anillo azélico.
Fuente:https://www.google.com/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fupload.wikimedia
.0rg%2Fwikipedia%2Fcommons%2Fthumb.

2.2.8 Cuarcuma (Curcuma longa)

Curuma Longa L. es una planta herbdcea perteneciente a la familia Zingiberaceae
originaria del sudeste asiatico (Gomez E. , 2017), es conocida cominmente por sus
propiedades medicinales en la medicina tradicional india (Flores, 2017). Son muchas
las propiedades atribuidas a los extractos de Curuma longa y a su principal componente
la curcumina (Gomez E. , 2017). Esta planta es comUnmente utilizada como
aromatizante de los alimentos, con propiedades cosméticas; también ha sido utilizada

en la proteccion y tratamiento de afecciones cutaneas, hepaticas, digestivas y contra

26

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|


https://www.google.com/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fwww.infofarmacia.com%2F_%2Frsrc%2F1379788551392%2Fmicrobiologia
https://www.google.com/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Fwww.infofarmacia.com%2F_%2Frsrc%2F1379788551392%2Fmicrobiologia
https://www.google.com/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fupload.wikimedia.org%2Fwikipedia%2Fcommons%2Fthumb%2F7%2F78%2F4H-1%252C2%252C4-Triazole_Structural_FormulaV.1.svg%2F120px-4H-1%252C2%252C4-Triazole_Structural_FormulaV.1.svg.png&imgrefurl=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FTriazol&tbnid=fOE6vMbu06JSEM&vet=12ahUKEwienaS-nO3oAhWMoFMKHQDtC1EQMygBegUIARDkAQ..i&docid=UGyTUOnjuiiR9M&w=120&h=116&q=estructura%20molecular%20del%20triazoles&ved=2ahUKEwienaS-nO3oAhWMoFMKHQDtC1EQMygBegUIARDkAQ
https://www.google.com/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fupload.wikimedia.org%2Fwikipedia%2Fcommons%2Fthumb%2F7%2F78%2F4H-1%252C2%252C4-Triazole_Structural_FormulaV.1.svg%2F120px-4H-1%252C2%252C4-Triazole_Structural_FormulaV.1.svg.png&imgrefurl=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FTriazol&tbnid=fOE6vMbu06JSEM&vet=12ahUKEwienaS-nO3oAhWMoFMKHQDtC1EQMygBegUIARDkAQ..i&docid=UGyTUOnjuiiR9M&w=120&h=116&q=estructura%20molecular%20del%20triazoles&ved=2ahUKEwienaS-nO3oAhWMoFMKHQDtC1EQMygBegUIARDkAQ

. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

parasitos intestinales, como remedio de venenos y de picaduras de serpientes (Gomez

G., 2012).

El rizoma de Curuma longa ha sido tema de muchas investigaciones y se ha intentado
encontrar sus principios activos con el fin de poder optimizar su actividad y de explicar
su mecanismo de accion (Gomez G. , 2012); se han preparado numerosos extractos,
etandlicos, metanodlicos y con distintos solventes para analizar sus actividades
bioldgicas. (Navarro, 2013) La curcumina (diferuloilmetano) es la sustancia causante
del color amarillo caracteristico de los rizomas de esta planta, y es uno de los
ingredientes activos responsable de su actividad bioldgica (Casanova, 2018). La sintesis

de este compuesto es conocida y su estructura fue determinada en 1910

Los reportes afirman que desde 1974 se conoce la actividad antibacteriana in vitro del
extracto alcohdlico de C. longa, de la curcumina y de sus aceites esenciales contra las
bacterias Gram positivas (Flores, 2017). En 1978 se demostré la actividad antifungica
de la curcuma en uno de sus principales metabolitos que es la curcumina (Aguirre,
William, Toribio, & Paolo, 2017), asi como del uso topico del aceite de Curuma longa,
en un experimento realizado en cobayas y en condiciones in vitro sobre varios aislados

patolégicos (Alexandra J. Velasco C. Vanegas P., 2017) (figura 5)
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2.2.9 Clasificaciéon Taxonomia de la Clrcuma

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Género: Curcuma

Especie: Curuma longa (Alexandra J. Velasco C. Vanegas P., 2017)

Figura 5: Carcuma (Curuma longa)
Fuente.https://www.google.com.pe/search?q=curcuma&rlz=1C1GGRV_enPE751PE7
51&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiWzsjCs

2.2.10 Distribucion y habitat

Se encuentra ampliamente distribuida en India y en Asia (Aguirre, William, Toribio, &
Paolo, 2017), en el Pert son cosechadas en la selva alta y baja; Esta adaptada a zonas
calidas hiumedas y crece a 1 — 1,200 msnm (Alexandra J. Velasco C. Vanegas P., 2017).
Necesita temperaturas de entre 20y 30 °C. Y su crecimiento es mucho mejor en campos

abiertos con mucha iluminacion y suelo fértil con un pH ligeramente &cido.

28

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Zingiberales
https://es.wikipedia.org/wiki/Zingiberaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Curcuma

. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.11 Propiedades de la Carcuma

Es una planta poco caldrica, baja en grasas y fundamentalmente compuesta por 69,4%
del peso total de carbohidratos, con una alta proporcion de minerales como el potasio,
fosforo y magnesio, como también es una fuente de vitaminas C y E, El compuesto
fenolico que presenta en un 2 — 9% de la planta son los que pertenecen al grupo de los
curcuminoides (Herrero, 2018), la curcumina es el componente principal y responsable
de su color amarillo vibrante que constituye el 2 al 5% de la planta (Aguirre, William,

Toribio, & Paolo, 2017).

2.2.12. Usos medicinales

Se han hecho investigaciones sobre los fito quimicos que contienen la curcuma en busca
de potenciales efectos en enfermedades tales como cancer, artritis, diabetes y otros

desdrdenes quimicos (Flores, 2017)

De acuerdo con un informe, se esta incrementando la actividad investigadora en la
carcuma y la curcumina. A fecha de septiembre de 2012, los Institutos Nacionales de
Salud de Estados Unidos han registrado 71 ensayos clinicos terminados o en proceso
para estudiar el uso de curcumina dietética en varios desordenes clinicos (Lorena L,

2017).

En unos estudios preliminares, se estd analizando la curcumina para saber si altera la
respuesta a la quimioterapia en pacientes con cancer de intestino avanzado, (Farcol,

2000).
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Figura. 6 Usos medicinales de la curcuma Curuma longa
Fuente:http://147.96.70.122/Web//TFG/Memoria/ANDREA%20VALTUE%C3%91A
%20MURILLO.pdf (Valtuefia,2018)
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. AREADE ESTUDIO.

El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad De Medicina Humana de la Universidad Nacional Del Altiplano — Puno.
(Figura 7), La cepa de Candida albicans se obtuvo en el servicio de patologia Clinica
del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron — Puno, &rea de microbiologia de la ciudad
de Puno y la muestra de curcuma se adquirié en el Jr. Lima N° 231 alrededor del
mercado Santa Bérbara de la ciudad de Juliaca en horas de la tarde en la seccion de

especerias.

=T
I.R%gi‘o,nal

Figura 7: Zona de aislamiento de la cepa de Candida albicans, Hospital Regional
Manuel Nufiez Butron, y ejecucion del proyecto Universidad Nacional Del Altiplano

Puno, Durante los meses de Diciembre del 2019 hasta el mes de febrero del 2020.
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3.2. TIPODE ESTUDIO

Experimental.- porque se utiliz6 técnicas de cultivo en agar que son inoculados con
cepas de Candida albicans a los cuales se les aplico discos con el extracto de circuma
Curuma longa en diferentes concentraciones, un control positivo (fluconazol) y un
control negativo (agua destilada) midiendo el grado de efectividad anti fungico de cada

una de ellas.

3.3. POBLACIONY MUESTRA

Muestra bioldgica
- Cepa de Candida albicans
- Extracto de curcuma Curuma longa.
Variables a estudiar:
Variable independiente: extracto de curcuma Curuma longa al 35%, 50%, 65%, 80%,
100%.
Variable dependiente: Efecto anti fungico in vitro sobre Candida albicans.

3.4. DISENO DE INVESTIGACION.

Las distribuciones de las unidades experimentales para el estudio del efecto del extracto
de curcuma Curuma longa sobre la cepa de Candida albicans, correspondio a un disefio
completamente al azar (D.C.A.) la distribucion de unidades experimentales se realizd

de la siguiente manera. (Tabla 1,2)
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Tabla 1.Disefio del experimento, concentraciones y nimero de repeticiones para hallar

la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Extracto de circuma Curuma longa
repeticiones | Placa control | 35% de | 50% de | 65% de | 80% de | 100% de | total
sin extracto extracto | extracto extracto extracto
tratamiento de de de de de
cdrcuma | cUrcuma | cdrcuma | crcuma | cdrcuma
1 1 1 1 1 1 1 6
2 1 1 1 1 1 1 6
3 1 1 1 1 1 1 6
4 1 1 1 1 1 1 6
5 1 1 1 1 1 1 6
6 1 1 1 1 1 1 6
7 1 1 1 1 1 1 6
8 1 1 1 1 1 1 6
9 1 1 1 1 1 1 6
10 1 1 1 1 1 1 6
11 1 1 1 1 1 1 6
12 1 1 1 1 1 1 6
total 12 12 12 12 12 12 72

Para determinar la actividad anti fungica que posee dicho extracto se trabajé con 72
unidades experimentales y con 12 repeticiones por cada dosis utilizada, de igual forma
se coloc6 una placa control sin ninguna concentracién de extracto (control del
crecimiento) para Candida albicans, de tal forma que sirvié para hallar la concentracion

minima inhibitoria
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Tabla 2. Disefio de la investigacion para poder comparar el efecto inhibitorio in vitro
de la mejor concentracion inhibitoria del extracto de Curuma longa y el antifingico

fluconazol sobre Candida albicans.

C-- C+ Extracto de circuma Curuma longa

Agua | flucon | 35% de |50% de | 65% de |80% de | 100% de | Total
destila | azol extracto | extracto | extracto | extracto | extracto
da de de de de de

clrcuma | curcuma | circuma | curcuma | circuma
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Para poder determinar su actividad anti fungica del extracto de Curcuma se trabajé con
84 unidades experimentales que estan conformados por 12 repeticiones, que ademas se
utilizé un control positivo (fluconazol) y un control negativo (agua destilada) para

Candida albicans sirviendo ambos para poder contrastar el efecto inhibitorio.
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35. METODOLOGIA.

3.5.1. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima adecuada (35,
50, 65, 80 y 100%) del extracto de Carcuma longa, sobre la cepa de

Candida albicans.
FASE PRE ANALITICA
a. descripcion de equipos a utilizar.

Estufa Marca "O.R. L", modelo SR-0110, este equipo se uso6 para la incubacién de los
tubos y placas, calibrando la temperatura Optima para el desarrollo de los
microrganismos. Autoclave Marca PINMED, Modelo Y X — 280D, este equipo se utilizo
especialmente para la esterilizacion de los materiales a utilizar en el laboratorio,
evitando la contaminacién. Balanza digital 600gr (0.00). Marca Kambor, se utilizé para
medir el peso exacto de agar en la preparacion del medio. Microscopio binocular Marca:
Zeiss Modelo: DM300, este equipo se uso especialmente para la identificacién de

especie, observando su estructura morfoldgica.

b. Materiales a utilizar para el aislamiento de Candida albicans

Principalmente se utilizd los implementos de bioseguridad (barbijo, guantes, mandil,
gorra); para la recoleccion de muestras se utilizé frascos estériles con tapa rosca, para el
examen directo se utilizd tubos de ensayo(estériles), Laminas porta y cubre
objetos(estériles), microscopio para la coloracion Gram se utiliz6 laminas cubre y porta
objetos(estériles), Kit de tincion, microscopio; para tubo germinativo se utiliz6 laminas
cubre y porta objetos(estériles), tubos de ensayo(estériles), micro pipetas (punta
estériles), asa de siembra, suero sanguineo, microscopio; para la preparacion del medio
de cultivo se estilizo las placas Petri, matraz, probetas, hisopos, agua destilada; Todos
los materiales que fueron esterilizados se autoclavé a 121°C por 30 minutos y entre
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otros materiales como alcohol, asa de kolle, micropipetas, papel Kraft, pabilo, mechero

y cocinilla.

c. Materiales a utilizar para el extracto de circuma Curuma longa

Para realizar el extracto de curcuma se utilizo los siguientes materiales: Papel filtro
watman numero 5, alcohol, perforadora, frascos pequefios con tapa rosca, lunas de reloj,
pinzas, frascos caramelizados con tapa rosca, un mortero, tubos de ensayo, todos estos

materiales fueron esterilizados con el autoclave a 121°C por 30 minutos.

d. Recoleccion de las muestras con levaduras

Para la obtencion de las muestras de orina, positivas a levaduras se cont6 con la
respectiva autorizacion del jefe de departamento de patologia clinica y anatomia
patolégica del HRMNB — PUNO (ANEXO 1). Para luego ser llevadas al laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana y realizar el examen directo

e. Recoleccion y transporte de la Curuma Curuma lonag

Se comprd la carcuma Curuma longa en la especeria del alrededor del Mercado Santa
Barbara de la cuidad de Juliaca, se transportdé a la cuidad de puno en frascos
esterilizados y dentro de un culer se troz6 en pequefios pedazos y se dejé secar

aproximadamente por una semana (en la sombra),
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FASE ANALITICA

a. Procedimientos para la identificacion y aislamiento de la cepa de Candida

albicans
Examen al directo

Una vez recolectadas todas la muestras en un tubo de ensayo se coloc6 entre 10 a 15 ml
de orina, para ser centrifugada a 1500 rpm por 5 minuto, pasado ese tiempo se vertio el
sobrenadante quedando 1ml de sedimento. Golpeteando el fondo del tubo mezclamos
el sedimento y con la ayuda de una pipeta se puso una gota sobre el portaobjetos y siendo

cubierto con un cubreobjetos para observar al microscopio en 40x.
Preparacion del agar Sabouraud Dextrosa (ASD)
Fundamento.

El medio de cultivo funciona como un medio de enriquecimiento para los hongos vy al
afiadirle el cloranfenicol se convierte en un medio selectivo, inhibiendo asi el
crecimiento bacteriano, a su vez este medio contiene peptonas y mucho mayor
porcentaje glucosa que beneficia el crecimiento de los hongos sobre las bacterias

(MINSA, 2007), (Cafiedo & Ames,2004)
Procedimiento.

El medio de cultivo agar sabouraud al 2% fue preparado segun las instrucciones del
fabricante, en un matraz conteniendo 54.6 gr de agar con 840 ml de agua destilada a un
pH de 7 disueltos por 15 minutos y autoclavado a 118 — 121°C por 15 minutos, luego
se vertié el medio en placas Petri a razén de un espesor de 20 ml de agar en cada placa.
Se dejaron solidificar a temperatura ambiente por 15 minutos, se rotularon las placas en

la parte posterior. Y por Gltimo se paso el control de calidad incubando el medio a 37°C
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por 24 horas, pasado es tiempo con la ayuda de un asa de kolle de punta redonda bien
esterilizada, se sembrd las muestras positivas a levaduras en Agar Sabouraud al 2% con
cloranfenicol y se incub6 a 37° C por 24 horas, siendo luego identificadas. (Huaracha,

2019)
Coloracion Gram.

Fundamento: la tincion Gram llega a separar a las bacterias y hongos en dos grupos, y
dentro de ellas tenemos a las Gram positivas que son tefiidos por cristal violeta y las
Gram negativas que se tifie con el segundo colorante que es safranina, estas diferencias
se pueden llegar a observar en la estructura y composicion quimica de la pared celular,
las Gram positivas presentan una pared gruesa de peptidoglicano y la Gram negativa
presentan menor cantidad de peptidoglicano y su capa es delgada, pero esta rodeada de

una bicapa mas externa de lipidos siendo a hacer su membrana externa (Olivas, 2012)
Procedimiento.

Se tomd un indculo del cultivo puro de Candida albicans con el asa kolle de punta
redonda para extenderlo en una ld&mina portaobjetos y se fijé la muestra con la flama de
un mechero solo 2 o0 3 pasadas, se vierte sobre la ldmina cristal violeta dejandolo actuar
por 1 minuto, se lava con abundante agua destilada con mucho cuidado y se procedi6 a
cubrir el frotis con lugol dejando actuar por 1 minuto lavar con abundante agua destilada
con mucho cuidado y se cubre con solucion decolorante (alcohol — acetona) por 30
segundos, lavar con abundante agua destilada y cubrir con colorante de contraste
(safranina) y se dejé actuar por 1 minuto y por dltimo se lavo con abundante agua

destilada con mucho cuidado y dejandola secar al aire en una posicion inclinada.
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Pruebas fisioldgicas (Tubo germinativo)

Fundamento: Las levaduras de Candida albicans cuando se encuentra en contacto con
suero sanguineo humano o plasma de conejo realiza una reaccion en la produccién de
una prolongacién filamentosa que es una caracteristica especifica de la especie albicans
y durante el tiempo de dos horas para poder observar su caracteristica especifica de

Candida albicans. (INS, 2010)
Procedimiento:

Se suspendio6 un inéculo de la cepa pura de Candida en 0,5 mL de suero humano o de
conejo en tubos de ensayo, se puso en la incubadora a 35-37°C de 2h a 4 horas, pasado
ese tiempo se Coloco 2 o 3 gotas de la suspension en una ldmina portaobjeto y se cubrid
con lamina cubre objeto, por Gltimo se observo al microscopio binocular con objetivo

de 40X todas las caracteristicas morfologicas de Candida albicans (INS, 2010)

Todo esto se realizd en el laboratorio de microbiologia de la facultad de Medicina

Humana.

b. Procedimientos para la preparacion del extracto de circuma Curuma

longa
Preparacion del extracto de circuma Curcuma longa

La clrcuma ya seca se tritur6 en el mortero de porcelana templado, una vez ya molido
la circuma se procedié a poner la circuma en un frasco caramelizado con tapa a rosca
esterilizado la circuma en alcohol y dejar reposar por una 0 dos semanas y asi obtener

el extracto de circuma madre (Velasco, 2013).
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Preparacion de las concentraciones del extracto de Curcuma

Con la ayuda de las micropipetas automaticas se procedié a la preparacion de las
concentraciones del extracto de curcuma en la cual estard conformado de la siguiente

manera:

Tabla 3: Preparacion de concentraciones o tratamientos del extracto de curuma
Curcuma longa, laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de

La Universidad Nacional de Altiplano Puno, Durante los meses de Diciembre 2019 a

febrero 2020.

Volumen del extracto | Volumen de | Volumen final | Concentracion
de Cdrcuma etanol al 96° (%)

0.35 ml 0.65ml Imi 35%

0.50 ml 0.50 ml Iml 50%

0.65 ml 0.35 ml Imi 65%

0.80 ml 0.20 ml Iml 80%

1ml 0ml Iml 100%

Las concentraciones se les considera como tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5)
respectivamente, casi del mismo modo se prepard los controles siendo estos el
fluconazol en ampolla de 2mg/ml para el control positivo (C+) y agua destilada para el

control negativo (C-)
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Preparacion de discos

Los discos son de papel watman numero 5 que fueron perforados con la perforadora
(esterilizada) en una luna de reloj obteniendo el disco y fue esterilizado nuevamente con
la autoclave a 121 ° C por 30 minutos.

Evaluacién de la concentracion minima inhibitoria adecuada

Metodologia.- el método utilizado para poder hallar la concentracion minima inhibitoria

frente a la cepa de Candida albicans fue de difusion de disco (CLSI, 2020)
Procedimiento.

Se prepard la suspensién fungica en un tubo de ensayo en la cual se adiciond 10 ml de
solucion salina estéril, la cual se agregd la colonia de Candida albicans con la ayuda
de un asa de siembra esteéril . estas suspensiones fueron ajustadas a la escala estandar de
McFarland de 0.5 (CLSI, 2020), con ella se obtuvo suspensiones con una densidad
micdtica de 1.5x108UFC/ml y en cada placa Petri de agar Sabouraud, con un hisopo
estéril embebido en la suspension micotica se realizé el cultivo sin dejar ninguna zona
libre, se dejé secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos en sus diferentes
concentraciones de 35, 50, 65,80 y 100% Y por altimo se dejo las placas en la

incubadora a 37 °C por 24 - 48horas.(Lobaina et al, 2010),(Calcina, 2020)
FASE POST ANALITICA.

Observacion del examen directo.

Se selecciono todas las muestras que con la ayuda de un microscopio a 40x se observé
levaduras en los diferentes campos.

Observacion macroscopica en agar Sabouraud

Se observaron colonias blanquecinas, cremosas y blandas, con bordes precisos y

elevacidn convexa
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Observacion al microscopio de la coloracion Gram y tubo germinativo

Para la confirmacion de Candida albicans se hizo mediante la tincion Gram y tubo
germinativo; se realizd las lecturas con las ldminas recién tefiidas y secadas con tincion
Gram, observando gran cantidad de levaduras Gram positivas en el microscopio a 100x
y con aceite de inversion, Y el tubo germinativo se observé el tubo germinal que se
form6 luego de una incubacion de la colonia en suero sanguineo durante 2 horas. (Zurita
etal. 2017).

Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria adecuada

Para la evaluacion de la concentracién minima inhibitoria se realiz6 midiendo los halos
de inhibicién fungica (mm) con un vernier calibrado, asimismo se midio los halos en el

control positivo y negativo. (Ochoa et al., 2012).

3.5.2. Comparacion del efecto anti fangico in vitro del extracto de Curuma

longa y Fluconazol sobre la cepa Candida albicans.
Método a utilizar
Método empleado de kirby Bauer de concentraciones “in vitro”
Fundamento.

Es un método cualitativo, de crecimiento rapido y no exigente. EI microorganismo es
inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos
impregnados con la concentracion del antibidtico. Las placas se incuban por 16-18 horas
a 35- 37°C. El diametro del area de inhibicién alrededor del disco puede ser convertido
a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a tablas

publicadas por los organismos encargados del control de tales métodos (CLSI, 2020).
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Preparacion de los discos de sensibilidad con fluconazol

En la preparacion de nuestro control positivo fluconazol en ampolla de 2mg/ml,
simplemente dejamos que los discos de sensibilidad sean embebidas por esta solucion.

Y para nuestro control negativo solo se utilizé agua destilada.

Para Todas las placas de agar sabouraud previamente inoculadas con la cepa de Candida
albicans, se colocé en la superficie los discos con el control positivo (fluconazol) e
incubadas a 372C por 24 horas y medir los halos con un vernier calibrado tanto del

extracto de cdrcuma como el control positivo
Obtencion de la sensibilidad del fluconazol

Para poder interpretar los resultados se realizo el siguiente cuadro estandarizado
recomendado por el Instituto Estandarizado de Laboratorios clinicos “Clinical and

Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2020)

Tabla 4: Tabla de Estandarizacion de los halos de inhibicion (mm)

ANTIGUNGICO MEDIDAS DE LOS HALOS
(mm)
fluconazol R* S—-DD* S*

<14 15-18 >19

Las medidas establecidas de halos de inhibicién en (mm), con la concentracion adecuada
y en comparacion del fluconazol siendo S*: Susceptible; S-DD*: Susceptible

dependiente de dosis y R*: Resistente.
Anélisis estadistico

En la comparacion del efecto inhibitorio in vitro del extracto de circuma Curuma longa
y el antibidtico fluconazol sobre la cepa del hongo Candida albicans, una vez obtenidos
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los resultados de la investigacion, se pudo evaluar las diferencias estadisticas entre las
concentraciones del extracto de circuma, el control positivo (fluconazol) y control
negativo, por lo tanto es por ello que se utilizo el anlisis de varianza (ANDEVA) de un
disefio completamente al zar (DCA). Y los valores fueron procesados en el software

Estadistico InfoStat — version 2020.

Para poder determinar las diferencias entre las concentraciones respecto a la inhibicion
producida en Candida albicans, por el efecto del extracto, asimismo se realizo la prueba
estadistica de comparacion de medias de Duncan entre los diferentes tratamientos, el

andlisis de varianza se realiz6 utilizando el siguiente modelo lineal aditivo:
Yij=pu+rti+eij
i=1,2,..., t(tratamientos) y j = 1, 2,... r (repeticiones)
Yij = Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm)
i = Promedio general
Ti = Efecto de la 1 — ésima concentracion del extracto de circuma
€ij = Efecto del error experimental.
Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Si el resultado es p< a 0.05 las pruebas son significativas

Si el resultado es p> a 0.05 las pruebas no son significativas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL EXTRACTO

DE CURCUMA CURUMA LONGA EN LAS CONCENTRACIONES DE 35,

50, 65, 80 Y 100% SOBRE LA CEPA DE CANDIDA ALBICANS,
En las cinco concentraciones de 35, 50,, 65, 80 y 100%, la concentracién minima
inhibitoria del extracto de circuma Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans
es de 35% con un promedio del halo de inhibicion de 20.33mm de las 12 repeticiones
con un limite inferior de 19.98 mm y un superior de 20.67 demostrando, un efecto
antifangico del 78.01% ; seguidamente la concentracion del 50% demostré un limite
inferior de 21.49 mm y un superior de 22.03 mm obteniendo un porcentaje del 83.49%
de inhibicion fangica, en la concentracion del 65% se llega a determinar un limite
inferior de 22.54 mm y un superior de 23.24 mm, con un porcentaje de 87.83%; la
concentracion del 80% obtuvo un limite inferior de 24.51 mm y un superior de 25.04
mm obteniendo un porcentaje de inhibicion del 95.08%; y la concentracion del 100% se
observo un limite inferior de 24.89 mm y un limite superior de 25.50 mm, con un
porcentaje inhibitorio del 96.66%; en relacion al control positivo; afirmando que la tc

es mayor que la tt, por lo tanto los datos son homogéneos y no dispersos (tabla 5)
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Tabla 5: Determinacidon de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto

de Curuma longa ""circuma' en diferentes concentraciones.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA ADECUADA DEL
EXTRACTO DE Cdrcuma longa, sobre la cepa de Candida albicans
C+ C- 100% 80% 65% 50% 35%

REPETICIONES 12 12 12 12 12 12 12
PROMEDIO DEL | 26.06 -- 25.19 24.78 22.89 21.76 20.33
HALO DE mm mm mm mm mm mm
INHIBICION
LIMITE 2575 | 0.0mm | 24.89 24.51 22.54 21.49 19.98
INFERIOR mm mm mm mm mm mm
LIMITE 26.28 | 0.0mm | 25.50 25.04 23.24 22.03 20.67
SUPERIOR mm mm mm mm mm mm
T calculada 214.79 -- 181.99 | 207.46 | 142.86 176.36 | 130.90
PORCENTAJE 100% | 0.0 mm | 96.66% | 95.08% | 87.83% | 83.49% | 78.01%
PROBABILIDAD | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001
DIAMETRO sensible sensible | sensible | sensible | sensible | Sensible
CRITICO

Espinoza & La fuente, (2017) obtuvo una concentracion minima inhibitoria del 25 y
30% obteniendo un porcentaje del 55% de cepas inhibidas con el extracto etanolico de
Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans; al igual que Rojas, et al; 2017
obtuvieron una concentracion minima inhibitoria del 25 %, en 10 repeticiones obtuvo
un promedio del 85% en dicha concentracion, ambos hallaron una concentracion
minima inhibitoria menores al nuestro, pero Gomez, et al; 2017 demuestra en su estudio
una concentracion minima inhibitoria del extracto de cUrcuma del 33.78 +-2.64%,
resultados similares al nuestro

Otros estudio realizados por Cornejo, et al; 2017 y Acevedo & Gutierrez; 2017 utilizan
el aceite esencial de la circuma frente a la cepa de Candida albicans determinando que
su efecto antifugico que posee la curcuma es gracias a la curcumina y que su

concentracion minima inhibitoria fue del 50% con un promedio de halo de inhibicion
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de 18.5mm y de 19.8mm respectivamente, concluyendo que el aceite esencial de la
circuma requiere de no muchas diluciones para que esta sea mayor eficaz en la
inhibicién fangica frente a la cepa de Candida albicans. También Apisariyakul, et al;
1995 observo el efecto antimicotico del aceite de Curuma longa especificamente por
uno de sus componentes que es la curcumina.

Monzioglu; 2008, quien demuestra el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Curuma longa y el efecto antifungico que posee dicho extracto frente a la cepa de
Candida albicans con una concentracion de 512 pg/ml ctrcuma formando un halo de
inhibicion de 25 mm; por otra parte Sunilson et al; 2009 utiliza el extracto metandlico
de la Curuma longa al 100% sobre la cepa de C.albicans obteniendo un promedio del

14.8 mm de halo de inhibicién.

De todo lo analizado, en nuestro estudio se demuestra que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) es de 35%,, con un porcentaje del 78.01% de todas la cepas inhibidas

por el extracto de circuma Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans

4.2. COMPARACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL

EXTRACTO DE CURCUMA LONGA Y FLUCONAZOL SOBRE LA CEPA

CANDIDA ALBICANS.
En latabla 7 se observa los resultados obtenidos del efecto de inhibicion del extracto de
Curuma longa de 100%, 80%, 65%, 50%, y 35% Y el control positivo frente al hongo
Candida albicans para realizar las comparaciones del mejor efecto anti fungico teniendo
el mayor promedio de halo de inhibicidn en el control positivo con un promedio de 26.06
mm, en relacién de la aplicacion del extracto de Curuma longa a una concentracion de
100% tiene mejor actividad anti fangica siendo su halo de inhibicién de 25.19 mm de
promedio. EI menor efecto anti flngico tiene la aplicacién de Curuma longa a una

concentracion de 35% con un promedio de 20.33 mm.
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Tabla 6. Inhibicidn anti fngico in vitro del extracto de Curuma longa y fluconazol

sobre Candida albicans.

COMPARACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DEL
EXTRACTO DE Curuma longa y fluconazol, frente a la cepa de
Candida albicans

fluconazol | 100% | 80% | 65% | 50% | 35%
PROMEDIO
DEL HALO | 26.06 mm | 25.19 24.78 22.89 21.76 20.33 mm
DE mm mm mm mm
INHIBICION
DESVIACIO +0.42 +0.48 +0.41 +0.56 +0.43 +0.54
N
ESTANDAR
PORCENTA 100% 96.66% | 95.08% | 87.83% | 83.49% 78.01%
JE
DIAMETRO sensible | sensible | sensible | Sensible | sensible | Sensible
CRITICO

Sometidos los datos a la prueba estadistico de ANDEVA del efecto fungistatico a las 24
horas con la aplicacién de Curuma longa en concentraciones de 100%, 80%, 65%, 50%,
35% Yy control positivo, el resultado fue que la Fc es mayor que la Ft por consiguiente
existe una diferencia significativa en el efecto fungistatico con un C.V. de 2.02 y una
probabilidad de 0.05 por lo que se sometid a una estadistica de comparacion de medias
de Duncan con alfa= 0.05, EE=0.2262 y gl=66 entre la zona de inhibicidén con la
aplicacion de Curcuma longa en concentraciones de 100%, 80%, 65%, 50%, 35% y
control positivo frente a la cepa de Candida albicans en relacién a las demas
concentraciones, seguida con la aplicacion de Curcuma longa al 80% en relacién a la
concentracion de 65, 50, y35%, el menor efecto fungistatico se da en la concentracion
de 35% y en conclusion podemos decir que a mayor concentracion del extracto de...

mayor efecto fungistatico se obtendra.
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APLICACION EXTRACTO DE Cdrcuma Curcuma longa y Fluconazol

HALO DE INHIBICION EN mm DE Candida afbicans

Figura 8. Prueba estadistica de comparacion de Duncan de la zona de inhibicion con
Curuma longa en concentraciones de 100%.80%, 65%, 50%, 35% y fluconazol sobre

la cepa de Candida albicans.

Zurita, 2018 concluye que para poder empezar un tratamiento fangico causado por
Candida albicans es recomendable que empiecen utilizando el fluconazol y si el
paciente muestra resistencia al farmaco es mejor cambiar a otro tipo de tratamiento y
como en nuestro resultado no se observo resistencia antifungica por parte del extracto
de carcuma ni fluconazol es decir que ambos pueden funcionar perfectamente frente a
una micosis causado por Candida albicans. como también Milla, 2015 y Vallejo, 2012
demostraron que el fluconazol posee un efecto antifungico eficaz frente a la cepa de
Candida albicans ya que el halo de inhibicion promedio de Milla, 2015 fue del 33.4
mm y Vallejo obtuvo un halo de inhibicion >31mm frente a la cepa de Candida albicans,
y en nuestro estudio obtuvimos un promedio de halo de inhibicion del 26.06mm, Pero

en cambio en los estudio de Bustamante et al, 2017 en un hospital de lima aislé 45 cepa
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de Candida albicans, de los cuales 17 de las cepas mostraron resistencia antifungica al
fluconazol con una medida de halo de inhibicion del 11 a 13 mm, como también Rojas,
2017 obtuvo un similar resultado de la resistencia fungica con el farmaco ya que en sus
10 repeticiones que todas las cepas se inhibieron con el extracto de curcuma con una
concentracion al 100%, pero con el fluconazol no fue eficaz la inhibicién al 100% ya
gue observo resistencia fangica frente al control positivo; pero en los estudios de
Gomez., et al; 2012 utiliza a la circuma y al fluconazol para actuar sinérgicamente para
observar la sensibilidad frente a la cepa de Candida albicans que fue aislado de una
poblacion inmunodeprimido y al igual que en nuestros resultados de nuestra
investigacién observa una inhibicion fangica eficaz por parte del extracto como del

fluconazol

En cambio Neelofar et al; 2011 llega a evaluar la actividad antifingica de la circuma
en 14 cepas de Candida albicans y concluye que la inhibicion de la carcuma frente a la
cepa de Candida albicans es del 70%, en comparacion con su control (fluconazol)

deduciendo que la circuma es menos eficaz que el fluconazol.

De todo lo analizado indicamos que tanto el extracto de circuma Curuma longa vy el
fluconazol ambas poseen un eficaz efecto antifungico frente a la cepa de Candida
albicans y que ambas pueden ser utilizadas para combatir la candidiasis sin causar

problema alguno.
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V. CONCLUSIONES

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es del 35% de concentracion del extracto de
carcuma Curuma longa, con un promedio de halo de inhibicién de 20.23mm y con un

efecto fungistatico del 78.01% frente a la cepa de Candida albicans.

Al comparar del efecto antifungico in vitro del extracto de circuma Curuma longa y
fluconazol, ambos son similares e eficaces para combatir la micosis causado por
Candida albicans ya que su mayor efecto fungistatico fue del 96.66%, con un promedio
de halo de inhibicion de 25.29mm en relacion al control positivo (Fluconazol) con un

promedio de halo de inhibicion de 26.06mm.

51

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

V1. RECOMENDACIONES

- A los nuevos investigadores para que puedan realizar estudios de la
concentracion minima inhibitoria en menores concentraciones del 100,80,65,50
y 35% del extracto de Curuma longa, sobre la cepa de Candida albicans. Y no
solo utilizando el extracto de curcuma, sino también hagan la eficacia

antifungica del aceite esencial de la Curuma longa in vitro

- Los nuevos tesis e investigadores que puedan realizar investigaciones
comparando la eficacia del extracto de circuma Curuma longa y dos farmacos
mas utilizados como el fluconazol y clotrimazol frente a la cepa de Candida

albicans.
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ANEXOS

Figura 9. Obtencidn del rizoma de cdrcuma Curuma longa adquirido en la ciudad de

Juliaca diciembre 2019

Figura 10. Secado del rizoma Curuma longa para poder moler y asi poder hacer el

extracto de cdrcuma

Figura 11. Maceracion y filtracion del extracto de circuma "Curuma longa" en el

laboratorio de microbiologia
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Figura 12. Obtencion del extracto puro de Curuma longa.

Figura 13.Ddilucion del extracto de cdrcuma en las diferentes concentraciones de 35,

50, 65, 80 y 100% de Curuma longa

Figura 14. Impregnacion de los discos de sensibilidad de papel filtro canson con las
diferentes concentraciones de 35, 50, 65, 80 y 100% del extracto de circuma

"Curuma longa”
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Figura 15. Recoleccidn de muestras bioldgicas y centrifugado de estas para poder

obtener la cepa de Candida albicans

Figura 16. Agar Sabouround para el aislamiento de la cepa de Candida albicans

Figura 17. Aislamiento de la cepa de Candida albicans
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Figura 19. Observacién al microscopio de Candida albicans a 40x

Figura 20.0bservacion al microscopio 40 x para Candida albicans(tubo germinativo)
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Figura 21. Comparacion de la turbidez con la escala de Mac Farland

Figura 22 Halo de inhibicidn a una concentracion de 35% de extracto de Curuma

"Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans

Figura 23. Halo de inhibicidn a una concentracion de 50% de extracto de Curuma

"Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans
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Figura 24. Halo de inhibicidn a una concentracion de 65% de extracto de Curuma

"Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans

Figura 25. Halo de inhibicidn a una concentracion de 80% de extracto de Curuma

"Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans

Figura 26. Halo de inhibicién a una concentracion de 100% de extracto de Curuma

"Curuma longa frente a la cepa de Candida albicans
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Figura 27. Control positivo (fluconazol)
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FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, ENCARGADO DEL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

HACE CONSTAR:

Que, las Seforitas. QUISPE MAMANI, Karin Fabiola, identificado con
DNI. 75185982 y Cédigo de matricula N° 143162, estudiante de la
Escuela Profesional de BIOLOGIA de la UNA- PUNO, quien ha
realizado su Proyecto de Tesis titulado: “EFECTO ANTIMICOTICO IN
VITRO DEL EXTRACTO DE LA CURCUMA (Curcuma longa)
FRENTE A LA CEPA DE Candida albicans ”, en el Laboratorio de
Microbiologia de esta Facultad, en las fecha de diciembre del 2019
15 de marzo del 2020.
Se expide la presente a solicitud de la interesada, para los fines

que estime conveniente.

Puno, 21 de octubre del 2020

2 el

LIC. BALBINO LORGIO PALACIOS FRISANCHO
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“ANO DE LA LUCHA CONTRA LA CORRUPCION Y LA IMPUNIDAD"

SOLICITO: Obtencion de muestras biologicas del

servicio de patologia clinica
“HRMNB - PUNO"

JEFE DE DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA -
SERVICIO DE PATOLOGIA CLINICA” HRMNB - PUNO"”
DR. FRASNCISCO LAJO SOTO.

Yo, KARIN FABIOLA QUISPE MAMANI, identificado
con D.N.I. Nro: 75185982, BACHILLER EN CIENCIAS
BIOLOGICAS, Ante usted con el debido respeto me
presento y expongo lo siguiente.

Mediante la presente es grato dirigirme a usted
para saludario cordialmente y manifestarle que habiéndose aprobado mi proyecto de
tesis denuminada “Efecto antimicético de la circuma (Curcuma longa) frente a la cepa
de Candida albicans "y como siguiente paso es llevarlo a ejecucion, es motivo por lo que
s0'icito a usted se me pueda disponer las muestras bioldgicas (orinas} provenidas de
consultorio externo para poder aislar la cepa de Candida albicans.

POR LO EXPUESTO

Ruego a uc. Senor jefe del servicio de patologia clinica acceder @ mi peticion por ser
justa y legal.

Puno, 27 de noviembre del 2015.

Atenitamente

KARIN FA3IOLA QUISPE MANMANI
DNI : 75185982
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