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GLOSARIO

Aceite esencial: Liquido que puede ser aromatico, de aspecto fluido o espeso y de color
variable, cuya composicién depende de la planta de origen. Son segregadas por células
especiales que se encuentran en diferentes partes de la planta, como hojas, flores, madera,

raices y semillas (1).

Concentracion minima inhibitoria antifangica (CMIA): Es la menor concentracion de un

antifungico capaz de inhibir el crecimiento de hongos (2).

Dermatofitosis: Infecciones micoticas causadas por hongos filamentosos denominados

dermatofitos, cuya presentacion clinica se conoce cominmente como tifia (3).

Fluconazol: Antifangico con efecto fungistatico cuyo mecanismo de accién consiste en
reducir la sintesis del ergosterol, esencial para la integridad de la membrana citoplasmatica
de los hongos. Presenta accién contra Candida albicans y otras especies de Candida excepto
C. krusei, C. norvengensis, C. ciferri y C. inconspicua. También, es eficaz contra

dermatofitos (4).
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RESUMEN

Las infecciones ocasionadas por Trichophyton rubrum se caracteriza por su persistencia y
tendencia a la cronicidad cuando no son tratadas de manera adecuada. A ello se suma que los
tratamientos antifangicos convencionales presentan limitaciones importantes, ya sea por su
eficacia reducida, la aparicion de cepas resistentes o los efectos adversos asociados a su uso
prolongado. En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
in vitro de los aceites esenciales de Laurus nobilis L. (laurel) y Pelargonium graveolens L.
(geranio) sobre el crecimiento de aislamientos clinicos de T. rubrum. Los aceites fueron
obtenidos mediante el método de destilacion por arrastre de vapor, lo que permitié preservar
sus compuestos bioactivos. Posteriormente, su actividad antifungica se evalué frente a cinco
aislamientos clinicos y una cepa de referencia (T. rubrum ATCC® 28188™) utilizando la
técnica de dilucién en agar. Los resultados demostraron que ambos aceites esenciales, en
concentraciones de 2 %, 1 % y 0,5 %, ejercieron un efecto inhibitorio significativo sobre el
crecimiento de los aislamientos clinicos. Este hallazgo confirma que los metabolitos
presentes en L. nobilis y P. graveolens poseen accion antifingica efectiva frente a
dermatofitos, incluso a bajas concentraciones. En conclusion, los aceites esenciales de L.
nobilis L. y P. graveolens L. presentan un efecto inhibitorio in vitro sobre el crecimiento de

T. rubrum en todas las concentraciones evaluadas.

Palabras clave: Aceite esencial, Trichophyton rubrum, Laurus nobilis L., Pelargonium

graveolens L., efecto antifingico.
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ABSTRACT

Infections caused by Trichophyton rubrum are characterized by their persistence and
tendency to become chronic if not treated appropriately. Furthermore, conventional
antifungal treatments have significant limitations, due to reduced efficacy, the emergence of
resistant strains, or adverse effects associated with prolonged use. In this context, this study
aimed to evaluate the in vitro effect of the essential oils of Laurus nobilis L. (bay) and
Pelargonium graveolens L. (geranium) on the growth of clinical isolates of T. rubrum. The
oils were obtained using steam distillation, preserving their bioactive compounds. Their
antifungal activity was then evaluated against five clinical isolates and a reference strain (T.
rubrum ATCC® 28188™) using the agar dilution technique. The results demonstrated that
both essential oils, at concentrations of 2%, 1%, and 0.5%, exerted a significant inhibitory
effect on the growth of clinical isolates. This finding confirms that the metabolites present in
L. nobilis and P. graveolens possess effective antifungal action against dermatophytes, even
at low concentrations. In conclusion, the essential oils of L. nobilis L. and P. graveolens L.

exhibit an in vitro inhibitory effect on the growth of T. rubrum at all concentrations tested.

Keywords: Essential oil, Trichophyton rubrum, Laurus nobilis L., Pelargonium graveolens

L., antifungal effect.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
Desde tiempos ancestrales, las plantas medicinales han sido empleadas con fines terapéuticos
por diversas culturas. A lo largo de los afios, la humanidad ha acumulado un valioso
conocimiento tradicional sobre sus propiedades curativas, utilizdndolas tanto para la
prevencion como para el tratamiento de multiples enfermedades. Sin embargo, ain existen
numerosas especies vegetales que no han sido suficientemente investigadas, y podrian

representar nuevas alternativas terapéuticas frente a distintas patologias (5).

El creciente interés cientifico en estas plantas se debe a que muchas de ellas presentan una
eficacia farmacoldgica significativa, con menores efectos secundarios y costos mas
accesibles en comparacion con los farmacos convencionales. Entre sus compuestos
bioactivos destacan los aceites esenciales, reconocidos por sus propiedades antimicrobianas
y utilizados tradicionalmente para combatir microorganismos patdégenos responsables de

diversas infecciones en humanos (6,7).

En el Perd, uno de los problemas de salud méas frecuentes lo constituyen las infecciones
causadas por hongos dermatofitos, que afectan principalmente la piel, los pies y las ufias,
generando afecciones como el pie de atleta, la tifia y la onicomicosis. Entre los agentes
etiologicos mas comunes se encuentran Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes, siendo T. rubrum uno de los principales causantes de infecciones micoticas

en la piel y las ufias (8).



Las infecciones ocasionadas por T. rubrum pueden llegar a ser persistentes si no se tratan de
forma adecuada, afectando negativamente en la calidad de vida del paciente, tanto en el
aspecto fisico, psicoldgico y social. Ademas, el uso prolongado de tratamientos antifungicos
convencionales ha favorecido la aparicion de cepas resistentes, y el incremento de los costos
de los medicamentos, lo que refuerza la necesidad de investigar nuevas opciones terapéuticas

mas accesibles y eficaces, como los productos de origen vegetal con potencial antiflngico

(9).

El Per0 se distingue por su gran biodiversidad vegetal, siendo fuente de una gran variedad de
hierbas y plantas medicinales con alto contenido de fitoquimicos, como flavonoides,
terpenoides y otros metabolitos secundarios con reconocido potencial terapéutico. No
obstante, muchas de estas especies ain no han sido estudiadas en profundidad, y la evidencia

cientifica que respalde su aplicacidn clinica continua siendo limitada (10).

En el departamento de Cajamarca, especies como L. nobilis (laurel) y P. graveolens (geranio)
estan ampliamente distribuidas y son cominmente utilizadas con fines medicinales, debido
a sus conocidas propiedades antimicrobianas. Estas plantas contienen diversos compuestos
activos, entre ellos los terpenoides, que han demostrado actividad antibacteriana y

antifangica (11).

Por ello, la evaluacion del efecto antimicotico de los aceites esenciales de L. nobilis y P.
graveolens frente a aislamientos clinicos de T. rubrum permitira generar informacién valiosa
para futuras investigaciones y contribuir al desarrollo de nuevas formulaciones terapéuticas.
Estas podrian representar una alternativa eficaz frente a cepas resistentes, mejorando el

abordaje clinico de las infecciones micoticas provocadas por este hongo.



En este contexto, la presente investigacion se plantea determinar el efecto in vitro de los
aceites esenciales de L. nobilis L. (laurel) y P. graveolens L. (geranio) sobre el crecimiento

de aislamientos clinicos de T. rubrum.



CAPITULO Il
2.1 Marco tedrico

2.1.1 Antecedentes de la Investigacion

En 2018, un estudio realizado en Polonia evalud la actividad de los aceites esenciales de
Thymus vulgaris, Citrus limonum, P. graveolens, Cinnamomum cassia, Ocimum basilicum y
Eugenia caryophyllus contra 183 aislados clinicos de Candida albicans y 76 aislamientos de
C. glabrata. Se demostrd que todos los aceites presentaban actividad fungistatica y fungicida
frente a C. albicans y C. glabrata. Los valores de concentracién minima inhibitoria de los
aceites variaron entre 0,005 % (0 menos) y 2,5 % (v/v). En la mayoria de los casos, los valores
de concentracién fungicida minima, fueron iguales o el doble que los de la CMI. Se concluy6
que todos los aceites probados mostraron la capacidad de inhibir la transicion de la levadura

a la forma de micelio (13).

En 2019, se evaluaron los efectos antidermatofitos de nueve aceites esenciales de diferentes
variedades de P. graveolens sobre diversas cepas de dermatofitos, incluyendo Trichophyton
rubrum PTCC 6 5143. Se emplearon métodos como el porcentaje de inhibicidon del
crecimiento del micelio y ensayos de dilucion en microcaldo. T. rubrum mostr6é el mayor
porcentaje de inhibicion de micelio, con valores que oscilaron entre 22,5 % y 53,3 %. En el
ensayo de dilucion en microcaldo, se observé que la cepa E22 (proveniente de Iran) presento
valores de CMI y CFM mas elevados en comparacion con los demas aceites esenciales,

demostrando asi su mayor eficacia contra los dermatofitos evaluados. Se concluyé que P.



graveolens contiene componentes como geraniol (30 35%) y citronelol (21%), esenciales

para la formulacién de productos antidermatofitos (14).

En 2021, en Iran, se llevé a cabo un estudio con el objetivo de aislar hongos de colchonetas
deportivas mediante el método de alfombra estéril (4x4) y analizar la actividad antifungica
del aceite esencial de orégano por dilucidn-neutralizacion. Se aislaron hongos en 23
muestras, de las cuales 56,6 % correspondieron a dermatofitos, como T. tonsurans, y un 43,4
% a no dermatofitos, como Aspergillus niger. Se demostro que el aceite esencial de orégano
no mostré un efecto significativo sobre los dermatofitos, pero si presenté actividad

antifangica frente a no dermatofitos (65%) (15).

En Suiza, en 2022, se evaluaron las propiedades antioxidantes, antidiabéticas,
antiinflamatorias, antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales (AE) de Arbutus
unedo L.y L. nobilis L. a una concentracion del 100%. El analisis se realizé sobre dos cepas
de hongos, incluyendo T. rubrum (aislado clinico), utilizando los métodos de difusién en
disco y determinacién de CMI. Los resultados mostraron que el AE de laurel inhibi6 el
crecimiento de todas las cepas analizadas, superando la efectividad de nistatina (16). A
diferencia de dicho estudio, la presente investigacion se evaluara el aceite esencial de laurel
en diferentes concentraciones (0.5%, 1% y 2%), lo que permitira un andlisis mas detallado

de su eficacia en funcion de la concentracion.



En junio de 2022, en Marruecos, se evalud la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Thymus leptobotrys, Laurus nobilis, y Syzygium
aromaticum. Se identific que el componente 1,8-cineol (31.48%) fue predominante en el
aceite esencial de L. nobilis. La actividad antimicrobiana se evalu6 frente a 18 cepas
microbianas patdgenas para humanos (13 cepas bacterianas y 5 levaduras), utilizando el
método de difusion en disco y midiendo la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion minima microbicida. En la mayoria de los casos, los aceites esenciales
mostraron actividades antibacteriana y antifingica superior a la de ciprofloxacino y
fluconazol. Se concluy6 que estos aceites esenciales representan alternativas prometedoras

para reemplazar a los antimicrobianos sintéticos (17).

En Italia, en el 2023, se evalu0 la actividad antimicética de once aceites esenciales, entre
ellos el de geranio, en comparacion con anfotericina B e itraconazol, frente a diferentes
aislados clinicos de Aspergillus (Aspergillus flavus, A. fumigatus y A. niger). Se determin6
la actividad antimicética mediante el método de microdilucion en caldo, la técnica de
difusion en agar, pruebas de actividad fungistatica y fungicida y el ensayo de contacto por
vapor. Los resultados mostraron que los monoterpenos predominaron en la composicion
quimica de la mayoria de los aceites. Se identificaron dos compuestos aromaticos (eugenol
78,91% y acetato de eugenilo 11,64%) como componentes principales del aceite esencial del
clavo. Ademas, se determiné que los AE de clavo y geranio resultaron altamente eficaces en

la inhibicion del crecimiento de Aspergillus spp (18).



En el afio 2018, en Lima, se determind la actividad antimicética del extracto etanolico de L.
nobilis (laurel) en cepas de C. albicans. Se utilizé el método de disco difusion en agar y se
evalud el extracto etandlico de las hojas secas de L. nobilis (laurel) a diferentes
concentraciones: 100 %, 85 %y 25 %. Se utilizé fluconazol como control positivo y alcohol
etandlico al 96 % como control negativo. Se determind que el extracto etandélico al 100 % y
al 50 % resultd sensible y al 25 % fue nulo. Se concluy6 que el extracto de L. nobilis (laurel)

presenta efecto in vitro antimicdtico frente a cepas de C. albicans (19).

En Espafa, en el afio 2018, se llevd a cabo un estudio en el que se evalud la efectividad in
vivo e in vitro del aceite y extractos de P. graveolens (geranio) en el control de hongos
fitopatdgenos. Los resultados evidenciaron que el aceite esencial de geranio fue altamente
eficaz frente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Phytophthora nicotianae var.
parasitica (Phytophthora parasitica), logrando reducir la expresion de la enfermedad en un
75 %'y 60 %, respectivamente. Estas conclusiones demuestran que el aceite de geranio posee
un marcado efecto inhibitorio frente a diferentes especies fungicas (20). Si bien dicho estudio
estuvo enfocado en hongos fitopatdgenos, la relevancia para el presente trabajo radica en que
confirma la actividad antifungica de este aceite esencial, como en hongos de importancia

clinica en salud humana.

En 2018, en Iran, se desarroll6 un estudio en el que se evaluaron las actividades anti-Candida

de seis muestras de aceites esenciales de P. graveolens frente a 31 aislamientos clinicos de



C. albicans. Para ello, se aplicaron dos metodologias: la prueba de difusion en disco y los
ensayos de dilucion en microcaldo. Los resultados demostraron que las muestras de aceite
esencial de P. graveolens, caracterizadas por un contenido variable de citronelol (7,7-43,7
%) y geraniol (19,3-48,5 %), presentaron actividad anti-Candida consistente en ambos
métodos de evaluacion. En conclusion, los autores sugieren que los aceites esenciales de P.
graveolens pueden ser considerados como agentes prometedores en el desarrollo de terapias

alternativas contra C. albicans, recomendando su validacion en estudios posteriores (21).

En 2024, en la region de Cajamarca, se llevd a cabo un estudio para evaluar el efecto in vitro
del extracto alcohdlico y del aceite esencial de Hyptis eriocephala Benth. sobre el
crecimiento de aislamientos clinicos de T. rubrum. Las cepas fueron obtenidas de muestras
de pacientes con onicomicosis, recolectadas en los laboratorios de microbiologia de la red
asistencial de Cajamarca. Los resultados mostraron que el aceite esencial de H. eriocephala,
a concentraciones de 2%, 1% y 0,5%, present6 un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
las cepas clinicas de T. rubrum. En cambio, el extracto alcohélico de la misma especie no
mostré actividad antifingica en las concentraciones evaluadas. Se concluyo que el aceite
esencial de H. eriocephala posee un efecto inhibitorio in vitro frente Trichophyton rubrum
en todas las concentraciones probadas (22). Estos hallazgos refuerzan el potencial terapéutico
de los aceites esenciales de origen vegetal como agentes eficaces contra especies micoticas

patdgenas..



2.2 Bases Tedricas

2.2.1. Fitoterapia

La fitoterapia consiste en el tratamiento de enfermedades mediante el empleo de vegetales o
sus derivados. Este concepto abarca la utilizacion de fitofarmacos, los cuales se emplean con
fines preventivos, paliativos o curativos. Dichos fitofarmacos corresponden a extractos
vegetales previamente estandarizados, aptos para el consumo humano y con calidad
controlada. La investigacidn en este campo busca ampliar el conocimiento sobre la flora con
propiedades medicinales, con el propdsito de identificar su potencial terapéutico y desarrollar
fitofarmacos con dosis adecuadas que puedan ser indicados por el profesional de salud en

diversas patologias (23).

Las plantas medicinales han demostrado ser de gran utilidad en tratamientos medicos. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1975, promovi6 el uso de la medicina
tradicional como alternativa complementaria. Se pretende que conforme pasen los afios, los
fitofarmacos sean empleados con mayor frecuencia, reduciendo progresivamente los
medicamentos de sintesis quimica. Sin embargo, la OMS indica que es necesario establecer
la eficacia de estos productos, asi como determinar la dosis adecuada, posibles efectos
secundarios, interacciones, contraindicaciones, que puedan garantizar la seguridad y calidad

del producto fitoterapéutico (24).

Entre los principales beneficios de los fitofarmacos destacan: obtencién de fitoconstituyentes
de forma mas econdmica, presencia de distintos principios activos que puedan mejorar
resultados terapéuticos debido a una accion combinada, asimismo se puede encontrar varios
principios activos en una planta que pueden tratar mas de una patologia a la vez produciendo

diversidad de efectos, hay pocas posibilidades de encontrar efectos secundarios, ausencia de
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desechos toxicos, ya que los residuos que se puedan producir al momento de elaborar un

fitofarmaco podrian ser utilizados como abonos naturales (25).

2.2.2. Laurus nobilis L (laurel)

2.2.2.1 Taxonomia (19)

e Dominio: Eukarya

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Magnoliidae

e Orden: Laurales

e Familia: Lauraceae

e Género: Laurus

e Especie: Laurus nobilis L

2.2.2.2 Historia

El laurel es originario de la region del mar Mediterraneo y el Asia Menor, desde donde se
extendio al resto de América y Europa, como Francia y Espafia. es una planta de gran

importancia industrial, utilizada en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética (26).
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2.2.2.3 Nombres comunes

Aurelar, laurel, Arbol de Apolo, aurelero, auré, aurero, choriu, laureado, laurel comdn, laurel
de Dafne, laurel de Apolo, laurel del Mediterraneo, laurel macho, laurel hembra, entre otras

7).

2.2.2.4 Descripcion botanica

Arbusto dioico que puede alcanzar entre 5y 10 m de altura. Presenta una copa generalmente
densa y oscura, algo irregular, con varios troncos de corteza lisa, de tonalidad verdosa o
grisacea, y ramas relativamente erguidas. Sus hojas son alternas, de forma lanceolada, con
dimensiones aproximadas de 6 a 13 cm de largo por 1,5 a 4,5 cm de ancho; poseen base
atenuada o cuneada, margen ligeramente ondulado en ocasiones y apice agudo o acuminado.
Tienen una textura algo coriacea, desprenden aroma al ser estrujadas y muestran un color
verde oscuro en el haz y mas claro en el envés, con un nervio central visible en ambas caras
y entre 10 y 12 pares de nervaduras laterales. Las flores aparecen agrupadas en umbelas
sésiles de 4 a 6 unidades, de tonalidad amarillenta, observandose principalmente entre marzo
y mayo. El fruto es una baya carnosa, de forma elipsoide u ovoide, similar a una aceituna,
que mide aproximadamente de 1 a 1,5 cm y adquiere un color negro al madurar. Esta especie
suele crecer en zonas rocosas y bosques mediterraneos, aunque actualmente se cultiva en

diversas regiones del mundo (27).
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2.2.2.5 Usos

El laurel ha sido reconocido desde hace mucho tiempo como una planta con propiedades
medicinales y diversos efectos beneficiosos para la salud. Se emplea cominmente en forma
de infusion para aliviar distintos problemas, como la sinusitis, ya que los aceites esenciales
que contiene contribuyen a la descongestion nasal. En relacidn con los trastornos digestivos,
puede afiadirse un par de hojas a las comidas o incluso masticarlas en ayunas. Ademas, el
laurel se utiliza por su accién antiséptica; por ejemplo, en casos de infecciones por hongos
vaginales puede emplearse en infusion para realizar lavados intimos. Entre otras propiedades
atribuidas a esta planta destacan sus efectos antisépticos, aperitivos, eupépticos,

antirreumaticos y antiinflamatorios (19).

2.2.2.6 Composicion quimica

Las hojas de laurel contienen principalmente 1,8-cineol, en proporciones aproximadas de 30-
60 %. El aceite esencial se localiza tanto en las hojas como en el tronco e incluso en el fruto.
Respecto a la calidad de estas hojas, es importante considerar que su contenido de aceite
esencial estd influido por el nivel de insolacién que recibe la planta. Los frutos también
presentan aceite esencial y cerca de un 15 % de lipidos, a partir de los cuales se obtiene el
aceite o “manteca” de laurel, de tonalidad verde, constituida sobre todo por triglicéridos de
acidos grasos, principalmente monoinsaturados y diinsaturados, ademas de algunos saturados
como los &cidos laurico, palmitico, oleico y linoleico. Asimismo, contienen compuestos
responsables de la coloracién del fruto, entre ellos 3-O-glucoésidos, antocianésidos y 3-O-

rutinosidos de cianidina y peonidina (28).
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2.2.2.7 Composicion fitoquimica

Diversos estudios fitoquimicos han evidenciado que L. nobilis contiene metabolitos
secundarios, principalmente terpenoides y compuestos fendlicos. Estas sustancias han
demostrado actividad antifungica y antimicrobiana, atribuida a su capacidad de actuar sobre
distintos blancos quimicos de los microorganismos, suprimiendo diversos factores
relacionados con su desarrollo. Se ha sefialado que los compuestos fenolicos pueden ejercer
maultiples mecanismos de accion, como la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos tanto
en bacterias grampositivas como gramnegativas, la alteracion de la produccién energética, la
inhibicién de la formacion de biopeliculas o biofilms, la reduccién de la adherencia a las
células del huésped y la neutralizacion de toxinas bacterianas. Asimismo, estos compuestos
pueden provocar modificaciones en la membrana celular, aumentando su fluidez vy
permeabilidad, ademas de interferir en la respiracion bacteriana y en los procesos de
transporte idnico en bacterias grampositivas y gramnegativas. Entre los principales principios
activos identificados se encuentran terpineol, eugenol, pineno, boldina, cineol, sabineno,

metileugenol, reticulina y launobina, entre otros (29).

2.2.3 Pelargonium graveolens L. (geranio)

El término Pelargonium deriva del vocablo griego pelargos, que significa “cigiiefia”,
denominacion relacionada con la forma caracteristica de su fruto. Asimismo, se trata de una
planta ampliamente reconocida y con notable popularidad en los cultivos que se desarrollan

a nivel mundial (30).
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2.2.3.1 Taxonomia (31)
+ Dominio: Eukarya
* Reino: Plantae
» Filo: Magnoliophyta
+ Clase: Magnoliopsida
* Orden: Geraniales
+ Familia: Geraniaceae
» Género: Pelargonium

» Especie: Pelargonium graveolens

2.2.3.2 Historia

Es una especie originaria del sur de Africa, especialmente de las Islas Comoras, aunque en
la actualidad su cultivo se ha extendido ampliamente a paises como Rusia, Egipto, Argelia,
Marruecos, Congo, Japdn, asi como a regiones de América Central y de Europa, incluyendo
Espafia, Italia y Francia. Entre los principales productores de su aceite esencial, destacan

Reunion, Egipto y Rusia (30).

2.2.3.3 Nombres Comunes

Pelargonium graveolens es conocida comunmente por una variedad de nombres que hacen
referencia a sus caracteristicas, aroma floral y su apariencia. Entre ellos destacan:
pelargonium rosa perfumado, geranio rosa, rosa geranio de olor y malva silvestre. Estos

nombres populares reflejan su uso extendido tanto en la medicina tradicional como en la
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industria cosmética y perfumera, donde es apreciada por el intenso y agradable aroma a rosa

que emana de sus hojas y flores (32).

2.2.3.4 Descripcion botanica

Se trata de arbustos que pueden alcanzar entre 1 y 1,20 metros de altura, con porte erguido y
abundante ramificacion. Sus hojas presentan el haz de color verde oscuro y el envés en un
tono mas claro; son pecioladas, alternas y generalmente lobuladas. Las flores se agrupan en
falsas umbelas y pueden presentar tonalidades blancas, rosadas o violaceas, siendo de tamafio
pequefio. En cuanto a los frutos, estos poseen una envoltura que contiene semillas muy

pequefias (30) .

2.2.3.5 Usos

Las plantas de geranio pueden emplearse con diversos fines y aplicaciones, por ejemplo, en
forma de decocciones, infusiones o extractos fluidos elaborados a partir de distintas partes
de la planta, especialmente las hojas. Estos preparados se han utilizado tradicionalmente para
ayudar en afecciones como gastroenteritis, hemorragias, amigdalitis y diabetes, debido a sus
propiedades antisépticas, tonicas y astringentes. Incluso las raices también presentan un

efecto astringente que contribuye a sus usos terapéuticos (30).
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2.2.3.6 Principios activos

Geraniol

Se trata de un alcohol de tipo terpenoide que presenta propiedades antiinflamatorias y
capacidad para modificar la fluidez de la membrana celular tanto en hongos como en
bacterias. La accion antifingica se atribuye principalmente a los terpenos, ya que estos
pueden atravesar la pared celular del hongo y actuar sobre las cadenas de acidos grasos de la
bicapa lipidica. Este proceso altera la organizacion de los lipidos y, en consecuencia, la
estructura de la membrana celular, lo que ocasiona la pérdida de material citoplasmético e

interfiere en la cadena respiratoria del microorganismo (33).

Citronelol

Se ha evidenciado que el citronelol presenta una actividad importante frente a Pseudomonas
spp. y Escherichia coli; ademés, también se ha observado un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de C. albicans. Aunque su mecanismo de accion aln no se conoce con precision,

se considera que podria ser semejante al descrito para el geraniol (33).

Linalol

Componente perteneciente al grupo funcional de alcoholes terpenos. Se considera que podria
tener efectos anticonvulsivos y que, ademas, posee la capacidad de favorecer la induccion

del suefio (34).
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Terpenol

Alcohol monoterpenicos mas ampliamente distribuidos en la naturaleza, presente en diversas
flores como las fresas o los narcisos, asi como en hierbas aromaticas tales como el romero 'y

el orégano (35).

Taninos

Compuestos sintetizados por ciertas plantas que se caracterizan por su sabor astringente; esta

propiedad se asocia con sus efectos antidiarreicos y antiinflamatorios (36).

Flavonoides

Son pigmentos naturales responsables de aportar coloracion a las plantas. Estos flavonoides
también presentan diversos efectos beneficiosos en los seres humanos, ya que se les atribuyen

propiedades antioxidantes, antivirales, anticancerigenas y antiinflamatorias (36,37).

Principio amargo (geranina)

La podemos encontrar en la raiz del geranio, y presenta actividades astringentes(37).

2.2.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias volatiles de compuestos organicos que se obtienen a
partir de plantas aromaticas y por distintos métodos fisicos (38). . En el siglo XVI, se

introdujo el término aceite esencial por Paracelso quien fue un médico y paramédico que
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ademaés considerd al aceite esencial como la quinta esencia, la cual propuso Aristételes 2000
afos antes (39). Entre los siglos XV1'y XVII, los aceites esenciales comenzaron a prepararse
en farmacias para distintos usos terapéuticos. Sin embargo, con la aparicién de las vacunas y
los antibidticos su empleo disminuyd considerablemente. Posteriormente, hacia el siglo XIX,

se observo nuevamente un aumento en la demanda de estos productos (39).

El término “esencial” puede interpretarse de dos maneras segun el contexto. Cuando se aplica
a los acidos grasos, hace referencia a algo “necesario”, como ocurre con el acido linoleico,
considerado indispensable para el crecimiento y desarrollo de los animales. En cambio, al
hablar de aceites esenciales, la palabra “esencial” funciona como un adjetivo derivado de
“esencia” (40). Estos aceites pueden almacenarse en distintos tejidos vegetales, como
semillas, hojas, flores o frutos, localizandose principalmente en glandulas especializadas o

en espacios intercelulares (39).

2.2.4.1 Grupos funcionales de los aceites esenciales

Aldehidos

Benzoico, butanal, cindmico, propanal. Las propiedades que posee son: antiviral, sedativo,

espasmolitico (36,37).

Cetonas

Pulegona, tuyona. Son regeneradores celulares, mucolitico, neurotdxico(34).

Alcoholes terpenos
Geraniol, linalol, mentol, citronelol, nerol. Funciona como antiséptico, actla contra
microorganismos, tonificante y espasmoliticos(34).
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Esteres

Acetato de geranilo, acetato de linalilo. Presenta una accion antifingica, sedante y

espasmolitico (34).
Acidos
Palmitico, acético (35).

Fenoles

Irritante, estimula al sistema inmunoldgico y antimicrobiano. Por ejemplo, anetol y

eugenol(35).

2.2.4.2 Métodos de obtencion de aceites esenciales

Hidrodestilacion

Este método se basa en la destilacién por arrastre con vapor de agua aplicada a determinadas
partes de la planta. Durante la ebullicion, el vapor de agua se mezcla con el aceite esencial y
lo transporta hacia el condensador, donde la mezcla se enfria. Posteriormente se produce la
separacion entre el aceite esencial, que constituye la fase organica, y el agua, que corresponde
a la fase acuosa. Debido a que el aceite esencial es menos denso e inmiscible con el agua,
tiende a flotar sobre esta, lo que facilita su separacion y permite obtener finalmente el aceite

esencial libre de agua (41,42).

Pelado o raspado
Este procedimiento se utiliza principalmente para la obtencién de aceites esenciales a partir
de frutos citricos. Consiste en dividir la fruta para retirar la pulpa y someter la corteza a un

proceso de remojo, lo que permite la liberacion de los aceites esenciales presentes en ella 'y
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la posterior formacion de una emulsion. Para aislar el aceite esencial, dicha emulsion se
somete a un tanque homogeneizador y luego a un sistema de centrifugacion, con el fin de

romper la emulsion y facilitar la separacion del aceite esencial (41,42).

Enfleurage, enflorado o enfloracion

Se trata de un método antiguo, pero aun importante cuando la cantidad de aceite esencial es
muy baja y permanece en el agua, como ocurre en la hidrodestilacién o con aceites sensibles
al calor. Este procedimiento consiste en emplear una grasa fria formada generalmente por
una parte de sebo purificado y dos partes de manteca de cerdo; ademas, se afiaden
estabilizantes y alumbre para favorecer la coagulacién de las impurezas. La grasa se extiende
sobre placas de vidrio, se estria con peines de madera y luego se colocan los pétalos de las
flores. Las placas se apilan en un ambiente fresco, como un soétano, y los pétalos se
reemplazan cada 24 o 48 horas, segun comiencen a marchitarse. Este proceso se repite
durante toda la temporada de cosecha. Finalmente, la grasa impregnada se somete a batido

con alcohol etilico durante varios dias, hasta lograr la extraccion del aceite esencial (41,42).

2.2.5 Micosis

Las enfermedades causadas por micosis cutaneas son muy frecuentes en nuestro medio y se
distribuyen universalmente. Por ello estas enfermedades son de frecuente motivo de consulta
para el médico en especial para el dermat6logo. Hay datos que nos brindan informaciéon sobre
la incidencia de esta enfermedad, ya que se halla en progresivo aumento y se indica que cerca
del 15 % de la poblacién puede padecer una infeccion micotica cutanea. Los hongos que

provocan micosis cutaneas con mayor frecuencia en nuestro medio son los dermatofitos en
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sus tres géneros (Microsporum, Epidermophyton y Trichophyton), asi como también las
levaduras de los géneros Candida y Malassezia. Las dermatofitosis y las candidiasis cutaneas
adoptan numerosas formas de presentacion clinica debido a la aparente simplicidad en el

plano etioldgico (43).

2.2.6 Dermatofitosis

Las dermatofitosis, conocidas cominmente como tifias, son infecciones causadas por un
grupo de hongos con afinidad por la queratina, denominados dermatofitos. Estos
microorganismos pueden afectar principalmente estructuras queratinizadas y, aunque suelen
producir micosis superficiales, comprometen la piel y sus anexos, como las ufias y el cabello

(43).

2.2.7 Genero Trichophyton

Los integrantes de este género presentan una amplia distribucion y se consideran causas
frecuentes de infecciones en ufias y pies; ademas, pueden originar tifia corporal, del cuero
cabelludo y de la barba (44). Dentro del género se incluyen especies como T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, T. verrucosum, T. violaceum y T. schoenleinii, reconocidas
como importantes agentes de dermatofitosis. Estas especies se caracterizan por producir
tricofitinas y por su capacidad de parasitar piel, ufias y cabello. La invasion del pelo suele
presentarse en forma endothrix, mientras que en manifestaciones inflamatorias o supurativas

puede observarse el patron endoectothrix. Desde el punto de vista morfoldgico, este género
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se distingue principalmente por la abundante produccion de microconidios o0

microaleuroconidios (45).

2.2.7.1 Trichophyton rubrum

T. rubrum es uno de los principales y mas frecuentes agentes etiolégicos de los dermatofitos,

produciendo diversos tipos de tifia, especialmente a nivel corporal (46).

Taxonomia

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes

Orden: Onygenales

Familia: Arthrodermataceae
Género: Trichophyton

Especie: T. rubrum Malmsten, 1845

2.2.7.1.1 Caracteristicas

Se trata de un hongo hialino que puede identificarse a partir de su morfologia, asi como por
sus caracteristicas nutricionales y fisioldgicas (35). A nivel macroscopico, las colonias suelen
presentar un aspecto algodonoso de color blanco, con una consistencia firme, mientras que

en el reverso se aprecia un pigmento rojo vinoso. Desde el punto de vista microscopico, se
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observan microconidias laterales con forma de pera o lagrima, dispuestas de manera alterna

y unidas directamente a la hifa (47).

2.2.7.1.2 Cuadro clinico

Las dermatofitosis o tifias son micosis superficiales que podrian afectar a la piel y faneras
(pelo, uiias) de diferentes partes del cuerpo, recibiendo distintos nombres de acuerdo a la
funcion de la zona afectada: tinea corporis, tinea cruris, tinea capitis (pelo), tinea pedis o pie
de atleta y tinea ungium u onicomicosis (ufia). Las manifestaciones clinicas que se presentan
son lesiones eccematosas, incluso en algunas oportunidades se pueden formar vesiculas y

pustulas, intertrigo o decoloracion de las ufias (48,49).

2.2.7.1.3 Cultivo

T. rubrum puede cultivarse en medios comunes como agar glucosado Sabouraud con NaCl
al 5 %, agar Littman Oxgall, agar peptona al 1 %, medio de urea de Christensen o agar
Trichophyton. A partir de estos cultivos se han descrito dos tipos de cepas. La cepa granular
produce colonias planas, sin micelio aéreo, con un aspecto que recuerda al polvo de azUcar.
Por otro lado, la cepa aterciopelada (downy), que es la mas habitual, presenta micelio aéreo
algodonoso de color blanco o beige, similar a “colas de conejo”. El reverso de la colonia
suele mostrar una tonalidad rosada rojiza, aunque también puede observarse amarillo-

marron, rojo vino o violeta; en algunos casos incluso puede carecer de pigmentacion (50).

En el examen microscopico del cultivo suelen observarse hifas largas y delgadas, junto con

abundantes microconidias de forma piriforme o redondeada, con dimensiones aproximadas
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de 3,0-5,5 x 2,0-3,5 um. Las macroconidias se presentan con menor frecuencia; cuando
aparecen, tienen forma alargada similar a un puro o cigarrillo, pared delgada y varios septos,

aunque su tamario puede ser variable (50,51).

Figura 1. Morfologia microscopicay de cultivo de T. rubrum. (A y B) colonia con pigmento

purpura e hifas con microconidios con forma redondeada de T. rubrum (51)

2.2.7.1.4 Diagnéstico

El diagndstico diferencial se establece principalmente frente a T. mentagrophytes. Por ello,
se utiliza la prueba de ureasa, que puede ser positiva para T. mentagrophytes y negativa para
T. rubrum; también se diferencia con la prueba de perforacion de pelo, negativa para T.
rubrum y positiva para T. mentagrophytes. Otro método de diagndstico consiste en la
produccién de pigmento rojo en el agar dextrosa- maiz o Agar Sabouraud y la formacién de

un halo verde en el medio de Littman (50).
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2.2.7.1.5 Tratamiento

El tratamiento de las dermatofitosis se puede clasificar en tratamientos topicos o sistémicos;
en los casos donde el dermatofito invade el pelo y las ufias, el tratamiento que se recomienda

es sistémico (44).

Tratamiento tépico: Hay muchos farmacos en presentacion de crema, locion o unguento,

que se recomiendan ser usados por tres semanas (44,48).

Tratamiento sistémico: Es mucho mas efectivo que el tpico y se recomienda aplicarlo en
los casos de lesiones extensas, como en los casos de tinea capitis o tinea ungium. No existen
muchos antifingicos por via oral para el tratamiento de las dermatofitosis; ademas de algunos

azoles, la griseofulvina, la terbinafina y la nistatina (44,48).

Griseofulvina: Este inhibe la mitosis celular fingica ya que puede destruir la estructura del
uso mitético, interrumpiéndose la metafase en el proceso de division celular. Es recomendado
para infecciones fangicas de la piel, cabello y ufias. Los tratamientos con este farmaco pueden
ser largos, sobre todo, si estan asociados a tinea ungium, ya que esta puede permanecer hasta

6 meses para ufias de las manos o incluso un afio para ufias de los pies (44,48).

Itraconazol: Es un derivado del imidazol altamente lip6filo ya que se une fuertemente a la
queratina llegando a alcanzar concentraciones elevadas en piel, pelo y ufias. Dosis en nifios

de 3 a 16 afos se puede emplear 100mg/dia (44,48).

Terbinafina: Es un farmaco fungicida que se caracteriza porque se puede unir fuertemente
a la queratina y al tejido graso. Esta indicada para dermatofitosis de tifia de cuero cabelludo,
tifa del cuerpo, tifia de palmas y plantas y tifia de las ufias de los dedos de la mano y de los

pies (44,48).
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Ketoconazol: Es un farmaco antifungico de la familia de los imidazoles, se caracteriza por
la capacidad de inhibir la sintesis de los corticoides adrenales activo por via oral. Esta
propiedad se le debe a su efecto de poder alterar la sintesis de la membrana celular de los
hongos. En el grupo de los imidazoles, se encuentran el clotrimazol, floconazol e imidazol

(44).

Fluconazol: Inhibe la sintesis fungica de esteroles, y se caracterizan por ser usado en el

tratamiento de dermatomicosis por Tinea pedis, corporis y cruris (44,48).

Las medicaciones antifungicas poseen principios activos favorables, y las medicaciones mas
frecuentes utilizadas son el clotrimazol, miconazol y ketoconazol. Habitualmente, se
recomienda que las cremas se apliquen dos veces al dia y el tratamiento debe prolongarse por

lo menos de 7 a 10 dias después de que la erupcion haya desaparecido por completo (44,48).
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CAPITULO 11l

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1 Nivel de Investigacion

Explicativo

3.2 Tipo y Disefio de investigacion

El presente estudio es de tipo basico, con disefio observacional y transversal

3.3 Disefio metodologico
3.3.1 Material Biologico

Se emplearon aislamientos clinicos de Trichophyton rubrum procedentes de cultivos
obtenidos de pacientes que acudieron al Laboratorio del area de Patologia del Hospital 11

EsSalud de Cajamarca, para su diagnostico micologico.

3.3.2 Reactivacién de la cepa Trichophyton rubrum ATCC™ 28188™

La cepa de referencia Trichophyton rubrum ATCC™ 28188™ fue reactivada mediante
siembra en agar Sabouraud, ampliamente utilizado para el crecimiento de hongos
dermatofitos. Posteriormente, la placa inoculada fue incubada a temperatura ambiente

durante siete dias, con el fin de permitir el desarrollo adecuado del hongo.
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3.3.3 Autorizacion y transporte de los aislamientos

Se gestiond una autorizacion formal por escrito dirigida al jefe del Laboratorio del Area de
Patologia del Hospital 1l EsSalud de Cajamarca, con el proposito de acceder al cepario
institucional. En este se realizo la seleccidon de muestras clinicas de dermatofitos previamente
aisladas. Posteriormente, los aislamientos seleccionados fueron transportados bajo
condiciones de temperatura ambiente, desde dicho hospital hasta el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de

Cajamarca, donde fueron recibidos y procesados para su posterior analisis microbiolégico.

3.3.4 Reactivacion y evaluacién de la pureza de los aislamientos

Los aislamientos seleccionados fueron inoculados en placas con agar Sabouraud e incubados
durante cinco semanas, tiempo tras el cual se evaluaron sus caracteristicas morfologicas
macroscopicas. Para la confirmacion de los aislamientos clinicos de Trichophyton rubrum,
se consideraron Unicamente aquellas muestras que presentaban el caracteristico pigmento
rojizo, considerado como criterio macroscopico distintivo de esta especie de dermatofito
(52).

Posteriormente, se realizaron microcultivos, utilizando fragmentos de aproximadamente 0,5
cm? de agar Sabouraud. Estos fragmentos fueron colocados cuidadosamente en el centro de
un portaobjetos suspendido sobre un soporte, asegurando que no estuvieran en contacto con

el agua destilada utilizada para mantener la humedad del sistema (52).
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Una vez montado el agar, se recolectaron propagulos fungicos con un asa en punta, los cuales
fueron sembrados mediante la técnica de puncién. Luego, se cubrid el fragmento de agar con
un cubreobjetos, permitiendo asi la adherencia de las estructuras fungicas de interés. Este
procedimiento se replicé para todos los aislamientos clinicos seleccionados, asi como para la

cepa de referencia ATCC™ 28188™(52,53).

3.3.5 Obtencion de aceites esenciales a partir de hojas de Laurus nobilis (laurel) y flores
de Pelargonium graveolens (geranio)
3.3.5.1 Recoleccion del material botanico

Se recolectaron aproximadamente 7 kilogramos de hojas de laurel procedentes del centro

poblado Huayrapongo, distrito de Los Bafios del Inca, departamento de Cajamarca.

En el caso del geranio, se obtuvieron alrededor de 100 gramos de pétalos de flores,
procedentes del fundo “Emanuel”, ubicado en el distrito de Gregorio Pita, provincia de San

Marcos, departamento de Cajamarca.

Los ejemplares completos de ambas especies vegetales fueron trasladados al Herbario CPUN
“Isidoro Sanchez Vega” de la Universidad Nacional de Cajamarca, donde se realizd su

respectiva identificacion botanica y determinacion taxonémica (Anexo 01).

3.3.5.2 Seleccion y acondicionamiento del material vegetal

Posteriormente, las hojas de laurel y los pétalos de geranio fueron sometidos a un proceso de

limpieza y seleccion. EI material vegetal se lavd con agua potable para eliminar restos de

29



suciedad y contaminantes. Luego, se realizd un enjuague con agua destilada para evitar
posibles interferencias microbioldgicas. Se seleccionaron manualmente Unicamente las hojas
y flores en buen estado, descartdndose aquellas que presentaban signos de deterioro, dafios
por insectos o0 agresiones ambientales (54).

Las muestras seleccionadas fueron sometidas a un proceso de secado en estufa en el
Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de Cajamarca, con el objetivo de reducir su contenido de humedad. Finalmente, el
material vegetal fue trasladado al Laboratorio de Biotecnologia de la misma universidad,

donde se llevo a cabo la extraccion de los aceites esenciales (54).

3.3.5.3 Obtencién de los aceites esenciales

Aceite esencial de Laurus nobilis (laurel):

La extraccidn del aceite esencial se realizé mediante el método de arrastre por vapor de agua,
siguiendo los pasos descritos a continuacion. Las hojas previamente seleccionadas y secas
fueron cortadas en pequefios trozos para facilitar la liberacion de compuestos volatiles. Se
vertieron 10 litros de agua en el tanque generador de vapor. Luego, se colocaron 5,5 kg de
hojas de laurel en el recipiente destinado a la muestra. Se ensamblo el sistema de destilacion
compuesto por tanque generador, recipiente para la muestra y condensador, iniciando la
circulacion de agua en el refrigerante para garantizar la condensacion adecuada.

El proceso de extraccion se mantuvo durante un periodo de 3 horas. Finalizado este tiempo,

se procedio a la separacion del aceite esencial del agua destilada mediante una pera de
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decantacion. El aceite obtenido se envaso en frascos de vidrio ambar, protegidos de la luz, y

se almaceno en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion en las pruebas bioldgicas (55).

Aceite esencial de Pelargonium graveolens (geranio):

La obtencion del aceite esencial de geranio se Ilevo a cabo siguiendo el mismo procedimiento
de arrastre de vapor por agua, utilizando los pétalos de flores como materia prima. Sin
embargo, en este caso, el proceso de destilacion fue interrumpido una vez obtenido un

volumen de 20 mL de destilado, conforme a lo establecido en protocolos previos (55).

3.3.6 Determinacion de la actividad antimicética

3.3.6.1 Evaluacion del efecto antifingico mediante el método de dilucion en agar

Para evaluar el efecto antifingico de los aceites esenciales de L. nobilis (laurel) y P.
graveolens (geranio), se utiliz6 el método de dilucion en agar. Como control positivo se
empled fluconazol (100 mg), mientras que como control negativo se utilizé agua destilada
esteril. Las concentraciones evaluadas de los aceites esenciales fueron 2 %, 1 %y 0,5 % v/v,
incorporadas directamente en el medio de cultivo.

En cada placa se vertieron 20 mL de medio de cultivo, y de acuerdo con la concentracion
correspondiente, se afiadieron los volumenes de aceite esencial respectivos: 0,4 mL para el 2

%, 0,2 mL parael 1% y 0,1 mL parael 0,5 % (56).
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3.3.6.2 Preparacion del medio de cultivo

Se prepararon placas Petri vertiendo 20 mL de agar Sabouraud fundido en cada una, bajo
condiciones esteriles. Posteriormente, y antes de que el medio solidificara completamente,
se adicionaron los volumenes correspondientes de cada aceite esencial para alcanzar las
concentraciones deseadas: 200 L para obtener una concentracion del 2 %, 100 pL para 1 %,
y 50 uL para 0,5%. En el control positivo se incorporaron 0,4 mL de la solucion preparada
de fluconazol % (57).

Durante la mezcla, se evitd la formacién de burbujas, asegurando una distribucion
homogénea del aceite en el medio. Todo el procedimiento se llevo a cabo bajo condiciones
asépticas para prevenir la contaminacion de las placas preparadas. Este procedimiento se

replico por separado para los aceites esenciales de L. nobilis y P. graveolens (57).

3.3.7 Siembra de Trichophyton rubrum

La siembra de T. rubrum, tanto de los aislamientos clinicos como de la cepa de referencia
ATCC™ 28188™ se realizd mediante la técnica de puncidn, una vez que las placas con el
medio suplementado estuvieron completamente solidificadas (52).

Las placas inoculadas se incubaron a temperatura ambiente durante cinco semanas, periodo
tras el cual se evalu6 el crecimiento fungico. Con esta informacion se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria Antifungica (CMIA) de cada tratamiento (52).

Todos los ensayos se realizaron por duplicado, y los resultados se registraron en una ficha de

recoleccién de datos disefiada especialmente para este propésito (Apéndice 07) (52).
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3.3.8 Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de informacion durante el desarrollo del experimento, se empleo la
técnica de observacion directa, que permitio registrar de manera sistematica las respuestas
bioldgicas generadas por los tratamientos aplicados.

Como instrumento de registro, se utilizaron fichas previamente disefiadas, en las cuales se
establecieron variables como: cddigo del aislamiento, tipo de tratamiento aplicado (aceite
esencial o control), concentracion utilizada, tiempo de incubacion y observaciones del

crecimiento micético (Apéndice 08).

3.3.9 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Los datos obtenidos durante el experimento fueron ingresados y procesados en una base de
datos mediante el software estadistico IBM SPSS Statistics, version 27. Para analizar la
asociacion entre las diferentes concentraciones de los aceites esenciales y su efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Trichophyton rubrum, se aplic6 la prueba de Chi-cuadrado
y/o la prueba exacta de Fisher. En todos los andlisis, se consideré como significativo un p <

0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Reactivacion de la cepa Trichophyton rubrum ATCC™ 28188™

Se evaluo el crecimiento in vitro de la cepa de referencia Trichophyton rubrum ATCC™
28188™ en agar Sabouraud sin suplemento antibiotico, a fin de observar sus caracteristicas

morfologicas tipicas bajo condiciones controladas.

Tras el periodo de incubacidn, las colonias presentaron un didmetro considerable, superficie
filamentosa y pigmentacion rojiza intensa en el reverso del medio. Estas caracteristicas
macroscopicas coinciden con las descritas en la literatura para esta especie, lo que permitid

confirmar su identidad y utilizarla como referencia en las pruebas antiflngicas.

Figura 2. Morfologia de las colonias de la cepa Trichophyton rubrum ATCC™ 28188™
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4.1.2 Reactivacion y evaluacion de la pureza de los aislamientos clinicos

Los aislamientos clinicos de Trichophyton rubrum fueron reactivados mediante siembra en
agar Sabouraud. El crecimiento de las colonias se evaluo, considerando aspectos como forma,

textura, coloracion y borde.

Como resultado se obtuvieron cinco aislamientos puros, los cuales presentaron caracteristicas
compatibles con la morfologia tipica de T. rubrum, y fueron seleccionados para su posterior

uso en las pruebas antifungicas.

Figura 3. Crecimiento de aislados clinicos de T. rubrum en placas de Saburoud.

4.1.3. Evaluacion del efecto antifingico

Se evalud la inhibicion del crecimiento de T. rubrum mediante el uso de aceites esenciales
de L. nobilis y P. graveolens a concentraciones de 2%, 1% y 0,5%. El estudio incluyé cinco
aislamientos clinicos (001 - 005) y la cepa de referencia (ATCC). Como control positivo, se
empled fluconazol (100 mg), mientras que el agua destilada estéril se utiliz6 como control

negativo. Después de cinco semanas de incubacion, se observé inhibicion del crecimiento en
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todos los aislamientos clinicos, independientemente de la concentracion del aceite esencial

evaluado.

4.1.3.1. Aceite esencial de L. nobilis (laurel)

En la cepa de referencia T. rubrum ATCC 28188, el aceite esencial de L. nobilis mostr6 un efecto
inhibitorio notable a la concentracion del 2 %. A una concentracion del 1 % se evidencié una
inhibicion parcial del crecimiento, mientras que al 0,5 % no se evidencio ningln efecto inhibitorio in

vitro.

Figura 4. Efecto del aceite esencial de Laurus nobilis a diferentes concentraciones sobre la cepa T.

rubrum ATCC 28188.

El aceite esencial de L. nobilis (laurel), inhibi6 el crecimiento de los aislamientos clinicos de T.
rubrum en todas las concentraciones evaluadas (2 %, 1 % y 0,5 %), lo que demuestra su eficacia

antifngica independiente de la dosis aplicada.
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El analisis estadistico no mostré una asociacion estadisticamente significativa, entre las

concentraciones del aceite esencial y el grado de inhibicion del crecimiento en los aislamientos

clinicos de T. rubrum.

Tabla 1. Inhibicién del crecimiento de T. rubrum frente a diferentes concentraciones del aceite

esencial de Laurus nobilis (laurel) y fluconazol (100mg)

AD
Codigo de AE 2% AE 1% AE 0,5% FLUC
(control
aislamiento (control positivo)
negativo)
ATCC 28188 - - - + -
001 + + + + -
002 + + + + -
003 + + + + -
004 + + + + -
005 + + + + -

p > 0,05, prueba de Fisher

AE: Aceite esencial de Laurus nobilis
FLUC: Fluconazol (100 mg)

AD: Agua destilada

(+): Inhibicion de crecimiento

(-): Crecimiento (Sin Inhibicion)
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Figura 1. Efecto inhibitorio del aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) a diferentes concentraciones

sobre el aislamiento clinico 001 de T. rubrum.

4.1.3.2. Aceite esencial de Pelargonium graveolens (geranio)

El aceite esencial de P. graveolens (geranio), inhibi6 el crecimiento de T. rubrum en todas las
concentraciones evaluadas (2 %, 1 % y 0,5 %). El analisis estadistico no mostré asociacion
significativa (p > 0,05) entre las concentraciones evaluadas y la inhibicion del crecimiento de T.

rubrum.

Tabla 2. Inhibicion del crecimiento de T. rubrum frente a diferentes concentraciones del aceite

esencial de Pelargonium graveolens (geranio) y fluconazol (100mg).
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AD
Caodigo de AE2% | AE 1% AE 0,5% FLUC
(Control
aislamiento (control positivo)
negativo)
ATCC 28188 - - - + -
001 + + + + -
002 + + + + -
003 + + + + -
004 + + + + -
005 + + + + -
p > 0,05, prueba de Fisher AD: Agua destilada
AE: Aceite esencial de Pelargonium (+): Inhibicion de crecimiento

graveolens (geranio)

FLUC: Fluconazol (100 mg)

(-): Crecimiento (Sin Inhibicion)

AE 0.5%
Wf{?"

Figura 2. Efecto inhibitorio del aceite esencial de Pelargonium graveolens (geranio) a diferentes

concentraciones sobre el aislamiento clinico 002 de T. rubrum.
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4.2 Discusion

La medicina natural, también denominada medicina tradicional, continta desempefiando un
papel relevante dentro de los sistemas de salud, en especial en los paises en pleno desarrollo.
Incluso en contextos con predominio de la medicina convencional, estas practicas se han
incorporado como complemento terapéutico, respondiendo a la creciente demanda de
alternativas seguras y con menor impacto adverso. Su potencial radica en la diversidad de
metabolitos secundarios presentes en las plantas, como alcaloides, terpenoides, flavonoides

y compuestos fendlicos, responsables de multiples actividades bioldgicas (24,34).

Entre estas alternativas, los aceites esenciales, destacan por su compleja composicion
fitoquimica y sus propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes. En el caso
de las infecciones dermatofiticas, se ha demostrado que poseen capacidad inhibitoria frente
a hongos patégenos como T. rubrum y T. mentagrophytes. Estas evidencias respaldan su
potencial como estrategia alternativa o coadyuvante en el tratamiento de dermatofitosis,
contribuyendo a superar limitaciones asociadas a resistencia o a los efectos adversos de

farmacos convencionales (24,34).

En este estudio, se evalud in vitro la actividad antifungica de los aceites esenciales obtenidos
de L. nobilis L. (laurel) y P. graveolens L. (geranio) frente a aislamientos clinicos de T.
rubrum, uno de los dermatofitos de mayor importancia clinica debido a su frecuencia y
capacidad de producir infecciones cronicas y recurrentes. Los hallazgos confirmaron una
inhibicidn significativa del crecimiento fungico en todos los aislamientos clinicos, lo que
confirma su potencial como agentes antifungicos naturales. Estos resultados son comparables

a los obtenidos con el fluconazol, un antifungico sintético de gran uso, el cual presenta un

40



efecto inhibitorio en aislados clinicos de T. rubrum (58), lo cual también se corrobor6 en el

presente trabajo.

Nuestros hallazgos coinciden con investigaciones previas, como la realizada por Gonzéalez
(59), quien evalud la actividad antifungica del aceite esencial de L. nobilis frente a distintas
especies micoticas resistentes a antifingicos comerciales, en dicho estudio se evidencié una
inhibicion significativa del crecimiento fangico atribuida a la accién de compuestos
bioactivos presentes en el aceite, como el eugenol y el eucaliptol. De manera similar, Tandazo
(60), evalud la actividad antifungica del aceite esencial de L. nobilis frente a aislamientos
fangicos de relevancia clinica, utilizando diferentes concentraciones (50 %, 25 % y 10 %),
evidenciando un marcado efecto inhibitorio en todas las concentraciones evaluadas. Por otro
lado, Valverde, en 2019 (61), demostr6 que la capacidad de inhibicion aumentaba
proporcionalmente con la concentracion del aceite L. nobilis, siendo la dosis més alta (0,1

mL) la que presentd el efecto més marcado sobre el crecimiento fangico.

Los mecanismos de accion antifngica del aceite esencial de L. nobilis frente a T. rubrum se
atribuyen principalmente a la accién sinérgica de los compuestos presentes en su
composicion, tales como el 1,8-cineol, eugenol, linalol y p-cariofileno (16). Estos
componentes interactian con la membrana celular del hongo, alterando su permeabilidad e
interfiriendo en la biosintesis de ergosterol, lo que compromete la integridad y funcionalidad
de la célula. Dichos efectos podrian producir mediante diversos procesos, como la induccion
estrés oxidativo mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno, provocando dafio
en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. También, se ha descrito la inhibicion de enzimas

relacionadas con la sintesis de la pared celular y el metabolismo energético. En conjunto,
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estos mecanismos explican la capacidad inhibitoria del aceite esencial de laurel frente a T.

rubrumy respaldan su potencial como alternativa natural antifungica (62).

En cuanto a P. graveolens L. (geranio), el presente estudio también corroboro su efecto
inhibitorio sobre los aislamientos clinicos de T. rubrum, lo que refuerza su potencial como
antifungico natural. Investigaciones previas han documentado la capacidad antifungica del
aceite esencial de geranio frente a diferentes especies micoéticas, que se atribuye
principalmente a la presencia de metabolitos como los que destacan el citronelol, geraniol y
linalol (14). Estos compuestos alteran la permeabilidad y la integridad de la membrana
plasmaética y, en muchos casos, interfieren con la biosintesis de ergosterol; y provocan la fuga
de iones y material intracelular, colapso del metabolismo y cambios morfoldgicos en las
hifas, ademas de inducir estrés oxidativo y afectar enzimas clave del metabolismo fingico

(34,35,63).

Estudios realizados en Asia y Europa han puesto en evidencia que el aceite esencial de
geranio presenta una eficacia significativa frente a diversos patdgenos micéticos, llegando
incluso, en ciertos casos, a superar la actividad de antifingicos convencionales (64,65). De
manera similar, en Colombia, se demostré la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
P. odoratissimum, con efectos inhibitorios frente a bacterias y hongos de médica, entre ellos
Aspergillus brasiliensis, Candida albicans, T. rubrum y T. mentagrophytes. Estos resultados
coinciden con lo observado en el presente estudio, confirmando su amplio espectro

antimicrobiano (66).

En relacion con el efecto inhibitorio de los aceites esenciales frente a T. rubrum, diversos
estudios han evidenciado que estos compuestos naturales poseen una actividad antimicética

considerable en comparacion con antifangicos de uso convencional. Un ejemplo de ello se
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reporta en Espafia, donde se evalud la eficacia del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum y Thymus vulgaris, los cuales comparte algunos metabolismos con L. nobilis y
P. graveolens. Dichos aceites mostraron una inhibicion significativa del crecimiento de C.
albicans, T. rubrum y T. mentagrophytes, respaldando su potencial como alternativas
terapéuticas. Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio, donde
también se constato la eficacia de aceites esenciales frente a aislamientos clinicos de T.

rubrum (67).

A nivel nacional, en la Macro Region Norte del Peru, entre los afios 2017 y 2020 se llevé a
cabo un estudio analitico retrospectivo que recopilé publicaciones relacionadas con
Trichophyton sp., utilizando bases de datos como CONCYTEC. Los resultados revelaron
tendencias importantes respecto al uso de aceites esenciales en infecciones micéticas, en
donde se encuentran los aceites probados en el presente estudio como otros que contienen
algunos metabolitos similares. EI 25 % de los autores concluyeron que los aceites esenciales
resultan mas efectivos que los antifingicos convencionales, particularmente frente a cepas
como T. rubrum; el 12,5 % report6 un efecto sinérgico al combinar aceites esenciales con
antifungicos, y el 37,5 % evidenci6 inhibicion completa del crecimiento de patégenos
micéticos al emplear aceites esenciales como Unica estrategia. Estos hallazgos nacionales
guardan estrecha relacion con los resultados del presente estudio, ya que confirman la

eficacia antifingica de los aceites esenciales frente a aislamientos clinicos de T. rubrum (68).

Aungue no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre la concentracion
del aceite esencial y el crecimiento fungico, los resultados demostraron que estos aceites
evaluados presentan una notable capacidad antiflngica, ya que lograron inhibir el desarrollo

del hongo en la mayoria de los ensayos realizados. Cabe sefialar que la accion inhibidora fue
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consistente en todas las concentraciones analizadas (2 %, 1 % y 0,5 %), lo que sugiere que
incluso en dosis bajas el aceite de laurel y de geranio mantienen un efecto estable y eficaz

frente a este dermatofito.

La ausencia de inhibicion en la cepa ATCC de T. rubrum frente los aceites esenciales puede
deberse a diferencias genéticas y fisiologicas derivadas de su mantenimiento en condiciones
de origen del fabricante. Estas cepas suelen presentar una menor permeabilidad de la pared
celular, variaciones en la composicion de lipidos de membrana y una baja actividad
metabolica, lo que limita la accion de los compuestos volatiles. En contraste, los aislados
clinicos, al estar expuestos a condiciones ambientales variables, tienden a mostrar mayor

sensibilidad a estos agentes naturales (47, 53).

La importancia de estos hallazgos radica en que los antifangicos de uso convencional, como
los azoles (imidazoles y triazoles), polienos o alilaminas, suelen presentar limitaciones
relacionadas con efectos adversos, interacciones medicamentosas o la creciente resistencia
de las cepas clinicas. En este contexto, los aceites esenciales representan una alternativa
terapéutica prometedora, ya sea como tratamiento independiente 0 en combinacion con

farmacos convencionales.

Una de las limitaciones del presente estudio fue la disponibilidad de aislamientos clinicos,
debido a que en muchos casos los dermatofitos son descartados antes de una identificacion
taxondmica detallada. Por lo que se deberia incluir un mayor nimero de aislamientos clinicos

para fortalecer la validez de los resultados.

En sintesis, este estudio no solo aporta evidencia experimental sobre la accion inhibitoria de

L. nobilis y P. graveolens frente a T. rubrum, sino que también destaca la posibilidad de
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considerar a los aceites esenciales como insumos para el desarrollo de nuevas formulaciones
antifungicas, de aplicacion clinica. Asimismo, se resalta la necesidad de continuar

investigando su eficacia y seguridad en el tratamiento de infecciones dermatofiticas.
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CAPITULO V

5.1 Conclusiones

— El aceite esencial de L. nobilis (laurel) present6 un efecto inhibitorio in vitro frente a
los aislamientos clinicos de T. rubrum en todas las concentraciones evaluadas (2 %,

1%y 0,5 %).

— El aceite esencial de P. graveolens (geranio) evidencié también un efecto inhibitorio
significativo in vitro sobre los aislamientos clinicos de T. rubrum en todas las

concentraciones probadas (2 %, 1 %y 0,5 %).

5.2 Recomendaciones

« Evaluar, identificar y caracterizar los compuestos metabdlicos presentes en los aceites
esenciales de L. nobilis y P. graveolens (mediante técnicas cromatogréficas y
espectrométricas), para determinar los compuestos responsables de la actividad

antifungica observada.

o Promover el uso de aceites esenciales como alternativa terapéutica frente a
infecciones flngicas, considerando su potencial como agentes antifingicos naturales,

en especial frente a dermatofitos de relevancia clinica como T. rubrum.

« Realizar estudios orientados a evaluar el efecto repotenciador de un coadyuvante en
combinacion con el aceite esencial, con el proposito de determinar posibles

interacciones y su impacto en la eficacia del tratamiento.
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Realizar estudios in vivo, con el proposito de validar el efecto terapéutico, la
seguridad y la eficacia de los aceites esenciales de laurel y geranio en el tratamiento

de infecciones micaticas.

Explorar un rango mas amplio de concentraciones de aceites esenciales, con el
objetivo de determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracion

minima fungicida frente a T. rubrum.

Ampliar la evaluacion del efecto antifingico de los aceites esenciales frente a otras
especies de dermatofitos de interés clinico como T. mentagrophytes, Microsporum

canis y Epidermophyton floccosum.
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VII. Apendices.

Apéndice N° 01. Seleccion y aislamiento de aislados de T. rubrum en placas con agar
Sabouraud.

[ Aislamiento en placa de agar Sabouraud ]
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Apendice N° 02. Lugar de recoleccion de las muestras vegetales para la obtencion de aceites
esenciales.

Centro poblado Huayrapongo, ubicado en el
distrito de Los Bafios del Inca, departamento de

Cajamarca.

[} 10 km

Procedentes del fundo “Emanuel”, ubicado en
el distrito de Gregorio Pita, provincia de San
Marcos, departamento de Cajamarca.
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Apeéndice N° 03. Reactivacion de T. rubrum ATCC 28188

Siembra de T. rubrum
ATCC 28188
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Apeéndice N° 04. Cultivo y confirmacion de aislamientos clinicos de T. rubrum

Siembra de aislados de

T. rubrum
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Crecimiento de aislados
de T. rubrum en placa
durante 02 semanas

Crecimiento de aislados
de T. rubrum en placa
durante 05 semanas

64



Apéndice N° 05. Obtencion del aceite esencial de Laurel (Laurus nobilis) y Pelargonium
graveolens (geranio).

Sistema de extraccion de
aceite esenciales
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Equipo de extraccion de
aceites esenciales

Verificacion de extraccién
de aceites esenciales

Obtencion de extraccién
de aceites esenciales

66



Apeéndice N° 06. Preparacion de medios de cultivos, enriquecido por aceites esenciales.

Preparacion de medio de cultivo
para especies micéticas, agar
Sabouraud.

Enriquecimiento del agar
Sabouraud con diferentes
concentraciones de aceites esenciales
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Apeéndice N° 07. Evaluacion del efecto antimicotico del aceite esencial de Laurel (Laurus

nobilis) y Pelargonium graveolens (geranio).

Aceite esencial de Laurel (Laurus nobilis)

Aislado clinico 001

Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +
Agua destilada -

Aislado clinico 002

Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +

Agua destilada -

Aislado clinico 003

Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
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Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 004
Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 005
Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +

Agua destilada

Leyenda:
(+): Inhibicién de crecimiento
(-): Crecimiento (Sin Inhibicion)

Aceite esencial de Pelargonium graveolens (geranio)

Aislado clinico 001

Medio de crecimiento

Efecto

2%
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1% +
0.5% +
Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 002
Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 003
Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 004
Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
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Fluconazol +
Agua destilada -
Aislado clinico 005

Medio de crecimiento Efecto
2% +
1% +
0.5% +
Fluconazol +

Agua destilada

Leyenda:
(+): Inhibicién de crecimiento
(-): Crecimiento (Sin Inhibicion)
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Apeéndice N° 08. Ficha de recoleccion de datos de aislamientos clinicos de T. rubrum

Cadigo

Tipo
de AE

Concentracion

2%

1%

0.5%

Tiempo de
incubacién

Crecimiento

72




Apéndice N° 09. Resultados del efecto in vitro de aceite esencial de laurel frente a aislados
clinicos de T. rubrum.

] ] . Aislado clinico 001 en diferentes
Testigo de Aislado clinico 001 concentraciones de aceite esencial de laurel

Testigo de Aislado clinico 002 Aislado clinico 002 en diferentes
concentraciones de aceite esencial de laurel
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Testigo de Aislado clinico 003

Aislado clinico 003 en diferentes
concentraciones de aceite esencial de laurel

Testigo de Aislado clinico 004

Aislado clinico 004 en diferentes
concentraciones de aceite esencial de laurel
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Testigo de Aislado clinico 005

Aislado clinico 005 en diferentes
concentraciones de aceite esencial de laurel
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Apéndice N°10. Resultados del efecto in vitro de aceite esencial de geranio frente a
aislados clinicos de 7. rubrum.

Aislado clinico de T. rubrum en diferentes
concentraciones de aceite esencial de geranio




Apéndice N°11. Analisis estadistico entre la presencia de efecto inhibitorio frente a 7" rubrum

y concentracion de aceites esenciales de laurel y geranio.

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdido Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
crecimiento * concentracion 18 100,0% 0 0,0% 18 100,0%
Tabla cruzada crecimiento*concentracion
Recuento
concentracion
0.5% 1% 2% Total
crecimiento Inhibido 5 5 5 15
Crecimiento 1 1 1 3
Total 6 6 6 18
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion
asintética Significacion exacta Probabilidad en
Valor df (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral) el punto

Chi-cuadrado de Pearson ,0002 2 1,000 1,000
Razén de verosimilitud ,000 2 1,000 1,000
Prueba exacta de Fisher ,446 1,000
Asociacion lineal por lineal ,000° 1 1,000 1,000 ,645 ,289
N de casos validos 18

a. 3 casillas (50.0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 1.00.

b. El estadistico estandarizado es .000.
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VI1I1. Anexos.
Anexo 01. Informe de la clasificacion taxonémica de Laurus nobilis L. (laurel) y

Pelargonium graveleons (geranio)

Fop. % UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
F H 13 FACULTAD DE CTENCIAS DE LA SALUD
é :, DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
S ol AREA DE BOTANICA
b HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA™

s > MMaNcOUN SagTal com Av Atahsiie N* 1050 - Caamarca

EL QUE SUSCRIBE, CURADOR DEL HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA ~ PERU

HACE CONSTAR:

Que, I3 muestra botdnica conocida como “laurel”, procedente del Centro poblado
Huayrapongo, ubicado a 7.167560" de latitud y 78.462759° de longitud a 2750
msnm en &l distrito de Bafios del Inca y “geranio” obtenido del fundo “Emanuel”
7.273532° de latitud y 78.153807" de longitud a 2252 msnm. distrito de Gregorio
Pita provincia de San Marcos del departamento de Cajamarca, fueron presentados
por la Bachiller: Diana Elizabeth Escalante Villanueva de la Fscuela Académico
Profesional de Biologla y Biotecnologia de la Universidad Naclonal de Cajamarca, Este
trabajo forma comoe parte del Proyecto titulado: “Efecto in vitro de los aceites
esenciales de Lourus nobilis L. (laurel) y Pelargonium graveolens L. (geranio)
sobre aislamientos clinicos de Trichophyton rubrum”, Ambas muestras has sido
analizadas y determinadas cientificamente en nuestra institucion:

* Divisién: Magnoliophyta ¢ Division: Magncliophyta

e Clase: Magnoliosida e (lase:  Magnoliosida

e Orden: Laurales e Orden: Geraniales

e Familia: Lauraceae * Familia: Geraniaceae

e Género: Lourus e Geénero: Pelargonium

e Especie: Lourus nobilis L ¢ Especie: Pelargonium graveolens L'Hér,

Se expide el presente para los fines que sean necesarios.

ohtoya Quino
rbarioc CPUN “Isidoro Sanchez Vega® UNC

oc: Secrotaria del Herbacio



Anexo 02. Ficha técnica de T. rubrum ATCC 28188

INSTRUCTIONS FOR USE
(CE... & ol &)

I KWIK-STIK™
B LYFO DISK™
I QC Sets and Panels: KWIK-STIK™

INTENDED USE

EWIK-STIK™ and LYFO DISK™ are inended to be exernal clinkealy-relesant viable contral materkals
(as specified n Annex 1 by catalog number ) to assist in dentification of cultured microonganiam olates,
and to verify the performance of assays, reagents, or media that are intended to be used in microblal
testing. These products have no qualitative or quantitative assigned value. These control matenials are
nonautomated and not ntended bo be used for screening, monfonng. or diagnosis. These contrals ane not
Intended for any specific patient population or specirmen_

SUMMARY AND PRINCIPLES

Microorganiams with known and prediciable characterisbics are used in quality control. education, and
proficiency programs.

PRINCIPLE
EMWIK-STIK and LYFO DISK microorganisms provide equivalent results to tradiional methods used
in preparning, storng, and mantsning reference siock cultures. These control materiats do not have

retrological traceability as the unit of measure s the dentity of the organisms. The meceonjanism
preparalions ane raceabls to the American Type Culture Collection (ATOC®) or other authantic reference

culiiure collections.

COMPOSITION

EWIK-STIK and LYFO DISK pellats contzn a pune pepulation of microonganiams and excplents for the
purpese of stucture andior stability including gelatin, skim milk, ascorbic acid, carbohydrate, and charcoal,

The kdentity of the microorgania s indicated on the product |abed. Traceabiity 1o the cullure collechion
eirain ls akso included on the product label,

PRODUCT DESCRIPTION

A, KWIK-STIK: Each KWIK-STIK unit containg a lpophiized microonganiam pellet, an ampoule of
hydraticon fluid, and an inoculating swab. Each device 5 sealed within a laminated pouch that contains.
a desiceant o prevent advense moistiure accumulation. KWIK-STIK micreorganiams are £ 3 passages
from the reference cullure and are guaranteed bo recover when processed using the recornmen ded
media and incubaton requinersents, KWIK-5TIK: ane avalable in packs of beo or st

EWIH-STIK Koy Figuras
A G BRoLs CONLEENG S N paralon Besd
- g

%;::mmlm
] = CEll Oy
] Dl ST/ N TR

B. LYFO DISK: LYFO DISK microorganisms are packaged in a resealabe vial that containg & heophilized
microorganism pelizts and a desiccant 1o prevent adverse moishune accurmulation. The LYFO DISK
microonganisms are 5 3 passages from the reference culture and are guarantesd 1o recover when
processed using Be recommendad media and incubation reguiremearnts.

G. OC Sets and Panels: KWIK-STIK: Each set or panel contains multiple EWIK-5TIKs bundled together
for convenience for commonly used technologies, standards, instrurments, of tast methods.
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KWIKSTIK

ILLUSTRATED INSTRUCTIONS

0%

Allow the unopened KWIK-STIK
pouch o equilibrate o room
iemperature. Tear open powch at
nobch and remove the

KWWIK-STIE unit.

Tear off pull-tab portion on the
labed and attach it 1o the primary

culture plate or OC record. Do
not disassemble the device

Haid vertically and tap
ol @ hard serfece o
TaciNtanie fow of e Tiuid
through fhe shaft info
ihis basttiom of thie unit
it Bk pedet i

o i D nod sl
ihe EWIK-ETIK and do
ot oover the small vent
ol on e iop of the

plateds) by gently raling the swak
over one-thind of the plate.

Using a sierie loop, streak 1o
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O thie edge of the work bemch
of COUNDed, Crack The ampoule at
T fop of this EOWIH-STIK (st

TS sy Al s lass shards o
punciune the plasic kousing,
ongating a risk for injury.

Using proper
bichazard

, discard
the KWIK-STIE

Imrimaidiafely incubate the
inveried inoculated primany

culure plalols) al bempena ung
e CORSONS appropriate o
The Microorganism.

Cianad CINTTE E87 D et 27 Lk




Streak Plate Method with KWIK-STIK™

G
Microbiologics'

ILLUSTRATED INSTRUCTIONS

The Streak Plate Methed is recommended for isciating individual bacterial or fungal colonies. It can be used when starting
with a Microblologics product such as a KWIK-STIK™ or when simply sub-culturing a colony from one agar plate to another.
Freshly isclated colonies should be used when performing biochemical, genetic, or antimicrobial susceptibiiity testing. Please
note, the below instructions demenstrate the streak plating technigue with Microbiologics KWIK-STIK™.

Labed an agar plate. For advice on
media and incubasion condiions, refer
o TIB 081, Recommanded Geowth

Hydrate a KIWK-STEC™ unit according
0 the instructions for use. Ensure the
swab i haavily sadurated with the

LR»:;.nrer'mm.s J

Lmn,cmeo matarial

w

Gendy inocuiate one-third of ™

plate with the swab or slarfie loop J

Swreak a sterie loop through the
ncculated area of the plate four to

Tum plate. Streak a sterile loop
through the edge of the Inoculated
quadrant three 10 four tmes indo the

T pats. Stmak locp hough edge of secosd
QuIYEt froe © DUt trees ok the s
Juackrwt as pohred

*For some Mmoo arsem atreshng o

fve times. J Lsecood quadrant as pictured. J L:n; threm puacrares wil ywds i3omemd ;;u-.y
3 )
e
' Note: Stevilzing loop between
each areas will achieve maximum
isciation of colonies.
Tun plate. Streak loop through edge )
of the third quadeant three 10 four times Immedastely incubate the
into the fourth quadcant as pictured. inoculated plate.
K J \ y \ J
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Anexo 02. Procedimiento de preparacion de Agar Sabouraud suplementado con aceite

esencial para ensayos antifungicos.

MEDIOS DE CULTIVO

AGAR SABOURAUD

Fundamento

Medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos, particularmente
los asociados con infecciones cutaneas (piel, pelo). En el medio de cultivo, la peptona, la
tripteina y la glucosa son los nutrientes para el desarrollo de microorganismos. El alto
contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH &cido, inhiben el desarrollo
bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y levaduras. El agar es el agente

solidificante.

Férmula (en gramos por litro)

— Peptona 5.00gr.

— Tripteina 5.00qgr.

— Glucosa 40.00gr.

— Cloranfenicol 0.05gr.
— Agar 5.00gr.

— pHfinal: 5.6 £0.2

Preparacion

— Suspender 65 g del polvo en 1 litro de agua purificada.

— Reposar 5 minutos y mezclar hasta uniformar.
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— Calentar agitando frecuentemente y hervir 1 minuto hasta disolver completamente.

— Distribuir en tubos o en otros recipientes apropiados.

— Esterilizar en autoclave a 118-121 °C durante 15 minutos.

— Distribuirse en placas de Petri estériles, y con la mayor esterilidad posible agregar a
cada placa un determinado volumen de aceite esencial de acorde a la concentracion

necesaria y a prueba.

Nota: mantener en lugar fresco, pues la exposicion al calor aumenta la hidrélisis de los

componentes.
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