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RESUMEN
El trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio FRIDA (laboratorio clinico)
en la ciudad de Huaraz (diciembre 2020). Las infecciones flngicas causadas por la
candida Albicans suelen encontrarse en la flora bacteriana, son capaces de
proliferar, por diversas causas, generando candidiasis oral. El objetivo principal de
la investigacion in vitro fue determinar la eficacia antifungica del aceite esencial
citrus Aurantifolia (limén) sobre las cepas de candida Albicans aisladas que
reunieron los criterios de inclusion y exclusion propuesto, se realiz6 la activacion de
la cepa para poder efectuar siembras de colonias de Candida Albicans y candida
tropicalis en 188 placas Petri rotuladas. Las cuales contenian el medio de cultivo
ideal para Candida Albicans y tropicalis fue el agar Sabouraud ,luego se disolvi6 el
aceite esencial Aurantifolia (limén) con dimetilsulfoxido a las concentraciones de
10%, 25%, 50%, 75% y concentracion al 100% fue recolectada directamente del
frasco, para comprobar su efecto, se colocaron discos de cada concentracion en
cada placa, también se coloc6 un disco en otra placa para la comprobacién del
fluconazol al 2% y otro disco para la prueba de control positiva y negativa, se
anotaron en la ficha los resultados obtenidos. El estudio correspondié a un tipo de
investigacion experimental, ajustandose el disefio a los esquemas laboratorial,
longitudinal, prospectivo y comparativo. Los resultados obtenidos nos permiten
demostrar que el aceite esencial de Aurantifolia (limén) empleado para este estudio,
a sus diferentes concentraciones evaluadas el 100% demostré tener mayor efecto

antifingico a las 12 horas sobre las cepas Candida Albicans y Candida Tropicalis.

Palabra clave: aceite esencial Aurantifolia (limon)



ABSTRACT
The research work was carried out in the FRIDA laboratory (clinical laboratory) in
the city of Huaraz (December 2020) fungal infections caused by candida Albicans
are usually found in the bacterial flora, being able to proliferate due to various
causes, generating candidiasis orally. The main objective of the in vitro research
was to determine the antifungal efficacy of the essential oil citrus Aurantifolia
(lemon) on the isolated strains of candida Albicans that met the proposed inclusion
and exclusion criteria, the activation of the strain was carried out to be able to carry
out sowings of Candida Albicans and Candida tropicalis colonies in 188 labeled Petri
dishes. which contained the ideal culture medium for Candida Albicans and
tropicalis was Sabouraud agar, then the essential oil Aurantifolia (lemon) was
dissolved with dimethyl sulfoxide at concentrations of 10%, 25%, 50%, 75% and
100% concentration. was collected directly from the bottle, to check its effect, discs
of each concentration were placed on each plate, a disc was also placed on another
plate for the verification of fluconazole at 2% and another disc for the positive and
negative control test, they were noted in the tab the results obtained. The study
corresponded to a type of experimental research, adjusting the design to the
laboratory, longitudinal, prospective and comparative schemes. The results
obtained allow us to demonstrate that the essential oil of Aurantifolia (lemon) used
for this study, at its different concentrations evaluated 100%, showed a greater

antifungal effect at 12 hours on the Candida Albicans and Candida Tropicalis strains

Keyword: Aurantifolia (lemon) essential oil



INTRODUCCION

La candida es un hongo diploide asexual en forma de levadura y saprofitico, este
hongo vive en todas partes, incluyendo el cuerpo humano: en la cavidad oral, tracto
gastrointestinal y en la vagina. Nuestro sistema inmunoldgico tiene la capacidad de
mantenerlos bajo control, aunque estos hongos son demasiado oportunistas, por lo
cual pueden desencadenar una infeccion, ya sea por factores externos o exégenos
como la mala higiene de los pacientes portadores de prétesis o el consumo de
medicamentos. En los casos de candidiasis oral se presenta con una caracteristica
individual en forma de punto color cremoso o amarillo en la cavidad oral, con una
lesion ligeramente elevada y asintomatica; se desarrolla en la lengua, encias, en el
paladar duro como en el piso de boca y en las paredes laterales de la garganta,
presentando enrojecimiento y sangrando. En la actualidad se recetan los
antifangicos para tratar estos casos, sin tomar en cuenta los efectos adversos o
resistencia que ocasionarian estos farmacos, ademas de los costos muy elevados,
siendo asi el uso de productos naturales con propiedades antifingica una opcion

para el tratamiento de candidiasis oral.

El Perd muestra una amplia variedad de plantas que son de mucha importancia en
la medicina tradicional y dentro de ellas se ha podido comprobar su efectividad
contra diferentes microorganismos, controlando su aparicién, propagacion y hasta

la eliminaciéon de estos.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

1.1.Descripcion de larealidad problematica:

Se sabe que la candida es un hongo de doble cromosoma y su reproduccion es
asexual ya que no requiere a otras células reproductoras (forma de levadura) y
sapréfito pueden llegar a vivir en materia organica en estado de descomposicion,
corresponde a la categoria de los sacaromicetos. Habitualmente podemos
encontrarlo en la boca, sistema digestivo y vagina. Tiene una funcion ventajosa
como la degradacion de los azucares. Estas levaduras son propias de nosotros los
seres humanos encontradndose en el sistema gastrointestinal, sistema respiratorio,
en las regiones cutdneas como mucosas también lo encontramos en los animales
domésticos. A nivel mundial es una de las enfermedades con un alto indice de
prevalencia y una de las infecciones mas oportunistas, su incidencia fue
aumentando en los dltimos 20 afios. Existen otras especies que pueden llegar a
manifestarse en la mucosa oral y el aparato gastrointestinal del ser humano como
la Candida Glabrata, C. Parasitosis, C. Tropicalis, C. Dubliniensis, C. Krusei
teniendo en cuenta también a la C. Parapsilosis, C. Guilliermondii, otros géneros
como C. Albicans Y C. Tropicalis no es frecuente encontrarlas con frecuencia en la
piel, como en la regién ano genital y alrededor de la cavidad oral. Existen otros
elementos especificos y sistémicos, que pueden llegar a desarrollar una infeccion

denominada candidiasis oral.

Hay descripciones diversas sobre la localizacién de la infeccién por candidiasis por

tanto es importante recalcar que las lesiones bucales presentan una membrana
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inflamatoria entre blanca y gris, como ya se sefialé previamente este hongo es un
habitante normal de la cavidad bucal y ocasiona dafios en pacientes diabéticos,
neutropénicos o inmunodeprimidos, asi como en los que presentan sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), pacientes con problemas en la saliva y
glandulas salivales como la xerostomia o0 cualquier otro estado debilitante,
pacientes portadores de protesis, por traumas y cuando la flora habitual de la

cavidad oral esta alterada por tratamientos farmaceéuticos.

Debido a la epidemiologia que presenta este hongo el uso de medicamentos
antifiingico o antimicéticos son frecuentes ya que tienen la capacidad de impedir el
aumento de ciertos tipos de hongo e incluso llegando a inducir la muerte, sus
variantes o via de administracién son cremas tépicas, inyecciones intramusculares,
champus y geles especificos, évulos vaginales, medicamentos via oral (jarabes o

pildoras) y los famosos aerosoles.

El fluconazol es muy hidrosoluble y su absorcién oral es muy completa, no llega a
modificarse por los alimentos. El estado de efectividad alcanza en 4 a 5 dias, el
fluconazol presenta un espectro antifingico menos que otros azoles siendo efectivo
frente a levaduras como él (Cryptococcus) y la mayoria de las especies de candida
es sensible y otras especies pertenecientes a la familia de la candida son

resistentes al fluconazol.

Se sabe que en el Peru la colonizacion por candida oral se ha informado en
aproximadamente 40% a 70% en nifios y adultos sanos, la cual destaca que los
nifios son mas expuestos a adquirir infeccion por candida y con una tasas mas

altas por presentar dientes cariados y en adultos por el uso de la protesis ya sea
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fija , parcial removible o total , cabe destacar que la candida aumenta en los
pacientes con cancer por los tratamientos con radioterapia, pacientes con

diabetes e infeccion por HIV.

Es importante rescatar la importancia sobre los aceites esenciales (AE) ya que
estos productos son extraidos de origen natural y que aporta un valor e importancia
econOmica. La actividad bioldgica de los aceites esenciales, la investigacion se
basa en los beneficios y efectos farmacolégicos que son producidos por sus
metabolitos, estos aceites esenciales son conseguidos por diferentes técnicas a
partir de las hojas de una planta o fruto. Hoy en dia actualmente usar el legado mas

importante de nuestros antepasados nos brinda un gran aporte a la medicina.

Por lo ante expuesto en el presente estudio se determiné el resultado antifiingico in
vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) y el fluconazol al 2% sobre cepas

de candida Albicans (ATCC 10231) y la candida Tropicalis (ATCC 1369).
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1.2.Formulacién del problema

Problema principal

¢Existe diferencia en el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus
Aurantifolia (limén) y el fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans (ATCC

10231) y la candida Tropicalis (ATCC 1369)?

Problemas especificos

¢Existe diferencia en el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus
Aurantifolia (limén) al 10%, 25%,50%, 75% y 100% sobre cepas de candida

Albicans (ATCC 10231) a las 12 y 24 horas?

¢Existe diferencia en el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus
Aurantifolia (limon) al 10%,25%,50%,75% y 100% sobre cepas de candida

Tropicalis (ATCC 1369) a las 12 y 24 horas?

¢, Cual serd el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)
al 100% vy el fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) y

Candida Tropicalis (ATCC 1369) en 12 horas?

¢, Cual serd el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)
al 100% y la clorhexidina al 0,12% sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231)

y candida Tropicalis (ATCC 1369) en 12 horas?

15



1.3.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION:
Objetivo principal:

Comparar el efecto antifangico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)y
el fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231) y candida

Tropicalis (ATCC 1369).
Objetivos especificos:

Comparar el efecto antifingico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limon)
al 10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) en

12 y 24 horas

Comparar el efecto antifingico in vitro del aceite esencial Citrus Aurantifolia
(Limén)al 10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC

1369) en 12 y 24 horas.

Determinar el efecto antifangico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limon)
al 100% y del fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231) y

Candida Tropicalis (ATCC 1369) a las 12 horas.

Determinar el efecto antifingico del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) al
100% y la clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) y

Candida Tropicalis (ATCC 1369) a las 12 horas.
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1.4. Justificaciéon de la investigacion:

1.4.1. Importancia de la investigacion:

Este estudio tiene importancia tedrica, debido a que los resultados que se
obtuvieron en la investigacion tienen una gran importancia ya que nos va a permitir
conocer el efecto antifungico de los componentes del aceite esencial de Citrus
Aurantifolia (Limoén); y permitir4 aportar conocimiento para seguir realizando otras

investigaciones en el campo de la medicina natural.

Asimismo, esta investigacion tiene importancia social, ya que el Perd muestra una
riquezay mega variedad de plantas medicinales oriundas que sin embargo no todas
tienen un aval cientifico. Por esta razon el determinar la accion inhibidora de Citrus
Aurantifolia (Limon) sobre la cepa de Candida Albicans y Candida Tropicalis
permitird la formulacion de diferentes presentaciones medicamentosas a base de
aceite natural, sera de posible accesibilidad para la sociedad expuesta a contraer
la candidiasis oral, para si evitar el uso de farmacos antifiungicos con reacciones

adversas medicamentosas nocivas para la salud humana.

Por otra parte, tiene importancia clinica, debido a que nos brindara la informacién
de los efectos antifungico del aceite esencial Citrus Aurantifolia (Limén) frente a
estos patdégenos y ayudar a si en el futuro a incrementar los conocimientos a
nuestros profesionales en odontoestomatologia sobre la medicina natural y optar

un tratamiento alternativo.

1.4.2. Viabilidad de la investigacion:

El actual trabajo de investigacion cuenta con el apoyo del asesor en cuanto a los

recursos economicos fue asumido por la investigadora y para el procedimiento
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laboratorial se realiz6 en el laboratorio clinico FRIDA en la ciudad de Huaraz con

especialistas en la materia

Recursos:

Humanos:

Investigador: Bach. Sanchez Henostroza Luz Ehvelyn

Asesor: MG CD VICTOR MEJIA LAZARO

Financieros:

Inversion total por la investigadora

Materiales:

Guantes estériles

Mandil

Mascarilla facial

Gorro descartable

Incubadora

Agar Sabouraud

Cepa de Candida Albicans y Tropicalis

Hisopos

Aceite esencial de Citrus Aurantifolia (Limon)

Dimetilsulfoxido

18



Fluconazol al 2%

Clorhexidina al 0,12%

Placas Petri

Fotografias

Cémara digital

Laptop

Institucionales:

Laboratorio clinico FRIDA de la ciudad de Huaraz

Delimitacion del problema:

Dentro de las limitaciones del proyecto se podra observar el escaso recurso de
informacion sobre la especie en estudio, asi también que no existe literatura
cientifica suficiente del efecto antimicético de Citrus Aurantifolia (Limon) sobre
cepas Candida Albicans y candida Tropicalis. Otra limitacién que se present6 en el
trayecto, son la falta de tiempo del personal calificado para realizar los
procedimientos laboratoriales, poca disponibilidad de tiempo, mala manipulacién en

los procedimientos laboratoriales, poco acceso a los instrumentos de laboratorio.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion:
a) Antecedentes internacionales:

Su-mi L. (2018) Corea del sur; se realizd un estudio en el Hospital Universitario
de Chonnam Biomédica el principal objetivo del estudio fue evaluar los
componentes del limon (Citrus Aurantifolia) y sus posibles efectos inhibidores sobre
la bacteria Helicobacter pylori Cepa ATCC 43526 y la resistencia del triple farmaco.
La metodologia fue experimental y transversal, las muestras fueron cepas medidas
por cuantificacion de amoniaco colorimétrica utilizando un lector de ELISA. En los
resultados fueron muy favorables por la disminucion del nimero de colonias los
componentes de Aurantifolia, citral y 4-hexen-3-ona se encontraron que eran
capaces de inhibir el crecimiento de H. pylori Cepa ATCC 43526, Concluyendo que
el Citrus Aurantifolia tiene efecto antimicrobiano en TDR H. pylori cepas, lo que

sugieren que C. Aurantifolia podria tener un potencial terapéutico para controlar

resistente a los antibiéticos para H. pylori.t

Raiane L. (2018) Brasil; la investigacion se desarroll6 en la universidad de quimica,
el objetivo del proyecto consistié en demostrar los principales componentes que se
encuentran en los aceites esenciales como el de C. Aurantifolia en sus hojas y
cascaras del mismo fruto y su efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales.
La metodologia fue experimental y transversal, se valoro los métodos segun la
concentracion minima inhibitoria (MIC), dando valores por la técnica de
microdilucion en caldo en microplacas de 96 pocillos. En los resultados mostraron

cierta efectividad contra ciertas enfermedades orales bajo indagacion; los valores
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de MIC variaron de 20 a 200 mg/mL. La cual demostraron que tenian una actividad
prometedora no sélo frente a los Estreptococos mutans (MIC = 20 mg / ml) y
Lactobacilos casei (31,25 mg / ml), también mostrando que tiene una actividad
antibacteriana frente a todas las bacterias cariogénicas estudiados. La actividad de
los aceites esenciales contra S. Mutans Y L. Casei. Concluyendo que los hallazgos
de este estudio mas destacado fue el aceite esencial Citrus Aurantifolia hojas y

también presentan una actividad antibacteriana en la cascara de la fruta interesante

y prometedora frente a algunas bacterias cariogénicas.?

Cindy G. (2017) Colombia; la investigacion se desarrollé en la Universidad
Nacional, el objetivo de la investigacién determiné el resultado bacteriostatico y
bactericida del aceite esencial de mandarina frente a Fusobacterium nucleatum. La
metodologia fue experimental y transversal, las muestras del aceite esencial de la
cascara de mandarina (variedades Arrayana y Oneco). Evaluando concentraciones
del 20%, 40%, 60%, 80% y 100% del aceite esencial diluido en Tween al 0,02%.
En los resultados se demostré si el resultado bacteriostatico y bactericida se
establecié mediante ensayos de actividad antimicrobiana por difusién en disco.
Como control positivo se utilizé la Clorhexidina 0,2% y agua a modo de control

negativo. Concluyendo que el uso de los aceites esenciales de mandarina siendo

una opcién adicional a la receta del padecimiento periodontal.®
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b) Antecedentes nacionales:

Churata O. y Ramos P. (2016) Lima; el trabajo de investigacién determiné la
efectividad antimicética in vitro del aceite esencial de Citrus paradisi “toronja” sobre
cepas de Candida Albicans aislando a algunos voluntarios con analisis de
estomatitis por uso de protesis total, hicieron pruebas de sensibilidad por el método
de difusion en agar con pozos. La metodologia fue experimental y transversal, Se
obtuvo muestras de candida Albicans por el hisopado de la mucosa de los pacientes
con estomatitis por uso de protesis y se identificaron por la morfologia de sus
colonias y por la prueba de tubo germinativo. En los resultados demostré 100% de
efectividad el aceite de Citrus paradisi. Concluyendo que el aceite esencial de Citrus

paradisi “toronja”, muestra efectividad antimicotica sobre cepas de Candida

albicans.?

ARANIBAR A. (2019) Arequipa;, realizd un estudio cuyo objetivo fue demostrar la
eficacia antimicética del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) sobre
cepas de candida Albicans aisladas, se seleccionaron cepas de Candida Albicans
certificadas que reunieron los criterios de seleccion propuestos en el trabajo. La
metodologia fue experimental y longitudinal. Se realizaron siembras de colonias de
Candida Albicans en 5 placas Petri las cuales tenian el medio (agar Sabouraud),
luego se disolvio el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) con
dimetilsulfoxido a concentraciones de 25%, 50% y 100% para comprobar su
eficacia antimicotica. Los resultados obtenidos nos permiten demostrar que el
aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) a concentraciones de (25%, 50% y

100%) demostraron tener algun efecto antimicotico sobre Candida Albicans.

Concluyendo que si tuvo efectivdad la mufia en cepas de Candida albicans.®
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2.2. Bases teoricas:
Candida:

Es un érgano eucariota del reino fungi de doble cromosoma asexual (forma de
levadura) y saprofito, de la especie de los sacaromicetos. Estos hongos se
proliferan en la mucosa oral, en gran parte del espacio gastrointestinal y en el cuello

uterino. Se puede decir que cumple un cargo notable en la digestion de los

azlcares, durante el proceso de fermentacion. 8
Taxonomia:

Dominio:  Eukarya

Reino:  Fungi

Divisibn:  Eumycota

Subdivision:  Deuteromycotina

Clase: Blastomicetos

Familia:  Cryptococcaceae

Género: Candida

Especies:  C. Albicans; C. glabrata; C. krusei; C.
Parapsilosis; C. Tropicalis, etc. °

Composicion quimica de la pared celular de Candida

La composicion quimica de la pared de Candida Albicans esta representada por 20-40%

de proteinas y 30-50% de polisacarido, La pared celular de Candida albicans esta
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compuesta principalmente por los polisacéridos, algunos 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.3°

Candidas Principales:
Candida Albicans:

Este hongo suele ser el agente patégeno y el mas frecuente llamado candidiasis.
Es un hongo de forma circular u oval (3.5-7 X 4-8 um) que va a formar pseudohifas
e hifas verdaderas, también forma clamidoconidias numerosas, clamidosporas
unicelulares, redondas u ovaladas, con fornida capa refringente (8-16 ym de

).19

diametro).™ se presenta principalmente como lesiones blancas o eritematosas. La

candidiasis oral (CO) se presenta de aspecto blanquecino incluye a la candidiasis
pseudomembranosa y a la candidiasis hiperplasica crénica. La candidiasis de
aspecto eritematoso incluye a la candidiasis atréfica cronica, candidiasis atréfica

aguda, glositis romboidal media y angular. La candidiasis atréfica crénica es el tipo

mas frecuente de todas las CO y es conocida como candidiasis su protésica.

Candida Tropicalis:

Este hongo es promotor de las enfermedades en las personas inmunosuprimidas,
particularmente mas propensa y toxica en las personas con leucemia o malestares
similares. Pueden llegar a adherirse pobremente a las células de la piel, no se cree
invasor del estrato cérneo, pero puede invadir a los tejidos con mas profundidad.
Son hongos redondos de 3.5-7 X 5.5-10 um, que llegan a formar blastoconidias

Gnicas o0 pequefios grupos Yy pseudohifas largas. Insdlitamente causa
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clamidosporas en formas de gota y las colonias son espesas con margenes que

pueden ser arrugados o tener una franja micelial ligera.®

Candidiasis Oral:
Concepto:

Candida Albicans, viene a ser una levadura que forma parte de la microflora que
en la cavidad oral lo encontramos a un 2 % al 71 % en los individuos sanos, esta
especie suele ser la mas frecuente en la cavidad bucal y agresivo por ser

oportunista, pero también se presenta en distintos géneros como C. Glabrata, C.

Tropicalis, C. Krusei, C. Parapsilosis, C. Guilliermondii Y C. Dubliniensis.®

Estas manifestaciones se pueden llegar a localizar ya sea por una dispersadas o
armonicas; pueden llegar a perturbar a la epidermis y mucosas, funcionan en

estructuras reconditas y partes internas. Se llega a clasificar en dos grupos, como

candidiasis mucocutaneas y sistémicas o profundas. *°

Es muy frecuente en la cavidad oral de los adultos de edad avanzada. Aunque la incidencia
real se desconoce, se sabe que existe una prevalencia aumentada en ciertas ocasiones

como ocurre en ancianos, con prétesis mucosoportadas, xerostomia o en patologias

asociadas frecuentemente. 33
Etiopatogenia:

La candida es un hongo oportunista que siempre va a predisponer de algun factor

haciendo que esta colonice y se vuelva en una infeccién por candida o como se
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conoce candidiasis. Este se origina por virulencia del hongo y tiene mucho que ver

con la susceptibilidad del huésped. y algunos factores predisponentes como:
Factores predisponentes generales:

Pacientes VIH — SIDA.

Pacientes hospitalizados, sin importar la causa

Pacientes diabéticos.

Pacientes oncoldgicos &

Factores Locales Predisponente:

En La Mucosa:

Cambios exdgenos del epitelio: (trauma, oclusion y maceracion).
Cambios internos en el epitelio: (atrofia, hiperplasia, displasia). &
En la saliva:

Cambios cuantitativos:(xerostomia, terapia citotoxica, radioterapia, sindrome de

Sjogren)
Cambios cualitativos: (PH y concentracién de glucosa).*°

Formas Clinicas:

Clinicamente la candidiasis oral se presenta en forma de lesiones y clasificar en

Candidiasis agudas:
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Pseudomembranosa
Eritematosa
Candidiasis cronicas:
Pseudomembranosa
Eritematosa Leucoplasia
candidiasis:

Nodular

Candidiasis asociadas a otras lesiones:
Queilitis angular

Glositis romboidal media
Estomatitis por prétesis &

Tratamiento:

Los tratamientos para la candidiasis oral se optaran por tomar medidas locales y
sistémicas. Las medidas locales predisponen consiste en mejorar las condiciones
de higiene bucal del paciente, esto debe incluir el buen cepillado de las lenguas, el
paladar, la mejilla y el respectivo retiro de la protesis y el adecuado aseo. Es
recomendable el uso de farmacos antifungicos entre ellas tenemos los de la familia
azoles y los colutorios o enjuagues bucales. Mientras que en la medida sistémica

se requiere identificar algin mal sistémica que pueda estar beneficiando en el
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desarrollo y proliferacién de candidiasis oral es de suma importancia el tratamiento

correspondiente para obtener la curacién y asf impedir la recidiva.

Para llevar a cabo el uso de los farmacos antifingicos se debe tener en cuenta que
la Candida tiene una similitud celular eucariota la cual se iguala a la célula humana
y por tanto se da la gran importancia de seleccionar un farmaco antifungico y se

hace un tanto dificultoso ya que esta podria dafiar a la célula humana e

incrementando el crecimiento de este hongo. °

En cuanto al mecanismo de acciéon del farmaco antifingico se da por medio de
esteroles de la membrana de la candida, llegando a alterar la permeabilidad de este
hongo llegando a destruirla, los farmacos antifungicos se dividen en azoles,
imidazol, miconazol, ketoconazol y triazoles. Dentro de esta clasificacion de los
imidazoles tenemos al fluconazol que es de nuestra total importancia nos describe
gue inhibe la sintesis de ergosterol, de triglicéridos y fosfolipidos de la membrana

e inhibiendo algunas funciones enzimaticas las cuales implican a la biosintesis del

microorganismo.®
Antifangicos

Son sustancias quimicas utilizadas para el tratamiento de infecciones causadas por

varios tipos de hongos, llegando inhibir el crecimiento o destruirlos, eso dependera

de la dosis y el sitio de aplicacién por donde se los administre.3?
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Clasificacion

CLASIFICACION DE LOS ANTIFUNGICOS POR SU ESTRUCTURA

POLIENOS Sistémicos: Anfotericina B Tépicos: Nistatina, natamicina.

AZOLES Imidazoles: miconazol. Triazoles: itraconazol, fluconazol,
voriconazol, posaconazol.

Tépicos: bifonazol, butoconazol, clotrimazol, econazol,
fenticonazol, flutrimazol, omoconazol, oxiconazol, sulconazol,

miconazol,

ALILAMINAS Terbinafina, naftifina.

LIPOPEPTIDO | Papulacandinas.
Triterpenos glicosilados.

Equinocandinas: caspofungina, anidulafungina, micafungina

PIRIMIDINAS Flucitosina.

OTROS yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvina

Fuente: Diego B. Terapia Farmacoldgica Antifungica En Estomatologia. Facultad
De Estomatologia, Lima -Pert 2017.30(32): 50

AZOLES:

Son un grupo de farmacos fungistaticos sintéticos, tienen un anillo con dtomos de
N libres unidos mediante enlace C-N a otros anillos aromaticos. En funcion del
namero de nitrégenos que posee el anillo se dividen en imidazoles (miconazol) y

triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, entre otros.3?

Actuan interrumpiendo la sintesis de ergosterol a través de la inhibicion de la
enzima C-14-a desmetilasa que forma parte del citocromo P450 y es la responsable

de la transformacion del lanosterol a ergosterol. Esta inhibicidon metabdlica produce
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la acumulacion de esteroles intermedios que son toxicos para la célula fangica,
aumentan la permeabilidad de la membrana y pueden inducir la muerte del hongo

o la inhibicién de su crecimiento.®?

Fluconazol:

Definicion:

Es un medicamento sintético de la familia imidazoles se pueden aplicar por via oral
o intravenosa, su amplio espectro de actividad es alto y el mas usado que la
mayoria de otros antifingicos incluyendo al miconazol, el ketoconazol o el

clotrimazol, el fluconazol es mas resistente al metabolito hepético de primer paso,

es menos lipofilico y se une a las proteinas del plasma, por la que tiene una mayor

biodisponibilidad. 22

Mecanismo De Accidn:

Este farmaco es antimicotico de origen imidazol. el mecanismo de accion reside en
la inhibicion del citocromo P-450, micético intervenido por la desmetilacion del 14-
alfa-lanosterol, este periodo es muy esencial en la biosintesis del ergosterol
micotico, la pérdida de ergosterol en la membrana de la célula de la candida la cual

puede ser comprometida de la accién antifingica de fluconazol.®

Sensibilidad in vitro:

In vitro, el fluconazol presenta una accion antimicética frente a otros géneros de
Candida teniendo en cuenta a las mas habituales patolégicamente (incluyendo C.
Albicans, C. Parapsilosis, C. Tropicalis). C. Glabrata mostrando una extensa

importancia de sensibilidad, pero no efectivo con la C. krusei siendo resistente al
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fluconazol por eso es importante determinar el tipo de especie de candida ya que

esto podria crear resistencia ante el hongo. 1°

Propiedades farmacocinéticas:

Las propiedades farmacocinéticas de fluconazol son acuerdo al uso ya sea via oral

0 via intravenosa tenemos:

Absorcién:

Por via intravenosa, el fluconazol es perfectamente absorbida, los valores
plasmaticos (y biodisponibilidad sistémica) son principales al 90%, con relacion a
los valores aprehendidos después de la administracién intravenosa. La
administracion conjunta de alimentos hace que la absorcion via oral no se vea
afectada. En las ayunas, las concentraciones maximas plasmaticas se obtienen

entre 0,5 y 1,5 horas en la post dosis de acuerdo con la proporcién de la dosis

efectuada.®
Distribucion:

La administracion del fluconazol se distribuye a nivel de todos los liquidos
corporales presentandose en fluido salival y esputo y siendo similar a los valores
plasmaticos, en el estrato cérneo, en la dermis y epidermis, en la transpiracion

endocrina. El almacenamiento del fluconazol se da en el estrato cérneo. La cantidad

es de 50 mg una toma al dia.*°
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Metabolismo:

El metabolismo del fArmaco es muy poco debido a que la dosis radiactiva, solo es

el 11% su excreciéon es metabolizado en orina. Fluconazol es un inhibidor selectivo

de las isoenzimas. 1°

Excrecion:

La excrecion del farmaco se da en 30 horas aproximadamente se elimina por el

sistema excretor o urinario, saliendo en la miccion el 80% de la cantidad sin variar.

Manifestando aclaramiento e igual a la depuracion de creatinina. 1°

Mecanismos De Resistencia:

Los farmacos azdlicos tienen actividad fungistatica a través de la interferencia con
la sintesis de ergosterol fungico. El mecanismo de accién de estos farmacos implica
la interferencia con determinadas vias funcionales humanas; por lo tanto, tienen
efectos secundarios importantes en el cuerpo humano, Este problema es
especialmente evidente en pacientes con infecciones por candida que previamente

usan azoles como fluconazol y ketoconazol. En pacientes inmunodeprimidos.33

El hongo Candida a lo largo del tiempo ha ido evolucionando muchos mecanismos
de resistencia a los agentes antimicoticos. Las cepas fungicas van desarrollaron
un mecanismo de resistencia, exhibiendo mayores concentraciones minimas
inhibitorias (CMIs) del fluconazol, dando asi resultados negativos en la eficacia

clinica in vivo.10

Se han desarrollado algunos casos infecciosos en especies de Candida como la C.

Albicans, mas frecuente de modo intrinseco, no son patentes al fluconazol (por

32



ejemplo, Candida krusei). En estos hechos se puede hacer el uso de un tratamiento

alternativo antiftingica.®

Indicaciones Terapéuticas: tenemos lo siguiente:
Meningitis criptococica.

Coccidioidomicosis.

Candidiasis invasiva.

Candidiasis de las mucosas incorporando a la candidiasis orofaringea y esofagica,

candiduria y candidiasis mucocutanea cronica.

Candidiasis oral atréfica cronica (coligada al uso de prétesis dentales) cuando el

cuidado oral o el cuidado tépico sean escasas.
Candidiasis vaginal aguda o ciclico cuando el cuidado es ineficiente. °

Contraindicacion:

Embarazo: en un estudio de ojo clinico se observo que presenta un riego de aborto
espontaneo en las mujeres tratadas con fluconazol durante el primer trimestre,
también puede llegar a ocasionar mal formaciones congénitas (produciendo

alteraciones en la formacién del crdneo como braquicefalia, displasia del oido,

fontanela anterior grande, arqueamiento del fémur y sinostosis radio-humeral)*°

Lactancia: durante la lactancia el farmaco es secretada pasando a la leche

materna en concentraciones minimas se logra conservar la crianza si se administra

una dosis minima o estandar de 200 mg menor del fluconazol .*°
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Fertilidad: se hizo un estudio en una especie de animal como las ratas

comprobando que no causa infertilidad tanto en machos como hembras, pero a lo

largo del estudio aparentemente no presenta infertilidad en los seres humanos. 1°

Reacciones Adversas:

Cefalea

Dolor abdominal

Diarrea

Mareos

Vomitos

Elevacion de la alanina aminotransferasa

Aumento de la fosfatasa alcalina en sangre y erupcion 1°

Clorhexidina:

Definicion:

Clorhexidina pertenece a la familia quimica de las biguanidas, correspondiente a
un elemento catiénico avanzado en Inglaterra en 1954 casualmente, en el momento
se averigua un elemento antimalarico; algun estudio in vitro manifesto un valor alto
de actividad dando un resultado posterior donde reporto que tenia un descenso de

toxicidad en animales mamiferos, buena aproximacion con la piel, membranas y

mucosas. Estas propiedades indujeron al posterior progreso y aplicacion de
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clorhexidina desde entonces es recomendada como un desinfectante para piel y

mucosas, en lesiones leves y tratamiento odontolégico.

Mecanismo De Accion:

La absorcion se da por difusion pasiva pasando de las membranas celulares, tiene
un efecto rapido en bacterias como y hongos. considerandose importante tan solo
en 20 seg. A bajas concentracion va a producir una variacion de la porosidad
osmoética de la membrana y una inhibicion de enzimas del espacio periplasmico. Y

acumulaciones altas va a originar sobre dosis de proteina y acidos nucleicos. Las

soluciones de clorhexidina van a variar a sus diferentes concentraciones. 11

Espectro de accién:

Clorhexidina actia como un antiséptico intermedio y largamente positiva frente a
microorganismos gram positivas (siendo las mas impresionables), también llegan a

tener efecto en bacterias gram negativas, anaerobios facultativos, aerobias y en

menor medida y un buen antif(ingico contra hongos y levaduras. *

Uso Clinico Para Distintas Formulaciones:
Solucién jabonosa o espumosa 2% 0 4%:

Uso en limpieza de manos quirdrgico

Usada para preparar a la epidermis antes de los procedimientos invasivos: como
introduccién de catéteres vasculares y cirugia

Usado para el Bafio de los pacientes internados que usen catéter venoso central.11

suspensién oral 0,12% o gel 0,2%:

Colutorios orales o enjuagatorios
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Usada en Cirugia dental

Cuidados en la cavidad oral en pacientes que usen la ventilacién mecanica !
Efectos adversos y contraindicaciones:

Se puede decir que son muy escasas reacciones alérgicas en comparacion a la
totalidad o volumen de uso, cabe sefialar que es mas frecuentes las alergias o

irritacion sobre la piel o mucosas y fotosensibilidad.

Las concentraciones altas pueden llegar a ser un grave problema en la cérneay en

lo especifico y a un aumento superiores a 2%, segln un estudio realizado esta

concentracion puede llegar a ser claramente muy téxica. 1

No puede ser usado en pacientes con algun tipo hipersensibilidad a la clorhexidina,
ya sea para cirugias oftalmologicas o neuroquirudrgica, es contraindicada utilizarse
en la preparacion preoperatoria de la epidermis de la cara y la cabeza. Debe

impedirse el contacto con las meninges, evitar el contacto de la solucién durante el

procedimiento para evitar el riesgo de aracnoiditis. 1!

Por otro lado, los pacientes con perforacion del timpano, no se encomienda el uso

local por que se comprob6 que ocasiona pérdida auditiva al infiltrar clorhexidina
en el oido medio. 1!

El Limén:

Concepto:

El limon es cientificamente conocido como Citrus Aurantifolia o comunmente
conocida como el limon criollo, Limon agrio o Limonero. Perteneciendo a la familia

de los Rutaceas. 12
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Definicion:
Citrus Aurantifolia es una especie perteneciente a la familia o grupo rutacea que
tiene cerca de 150 géneros y 1.600 especies que se distribuyen ampliamente en

las zonas tropicales, subtropicales y templadas de todo el mundo. En Brasil, la

familia rutacea esta representada por unos 29 géneros y 182 especies; algunos de

ellos tienen importancia econémica. 2

taxonomia:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae

Subfamilia: Citroideae

Tribu: Citrea

Género: Citrus
Especie: Citrus Aurantifolia
Descripcion:

Es un arbol muy estable tiene semejanzas al arbol de naranjo, llega a medir unos
6 m de altura, su tallo es ligeramente torcido, su rama tiene espinas cortas y con

hojas muy estable y ovoides que miden entre 2,5 a 9 cm de un color verde vivo,
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desde entonces ahi nace su nombre latino a como Aurantifolia. El limén va a poseer
unas flores que llegan a medir unos 2,5 cm, son de color blanco amarillento, con
finas lineas purpura en sus margenes y cinco pétalos que la destellan. El fruto tiene
una forma ovoide y esférica de color verde que al madurar establecera una cascara
de color amarillo en cuanto a la pulpa sera jugosa y acida. En el mundo su
existencia se da en diferentes zonas de cultivarlas el limon o Citrus Aurantifolia tiene

una variedad de familia que presentan diferentes niveles de acidez y colores que

iran variando entre el verde y amarillo.*3

Fruta:

La fruta, es de forma globosa y entre 2,5 a 3 cm de diametro, es de color verde y al
madurar es de color amarrillo, este fruto al ser consumida antes de su madures suele

ser muy acida y agria. La pulpa es de color traslucida semi verde y jugosa, se

caracteriza por ser aromatico e increible, rica en vitamina C por ser acido.*®

El limon se convirtié famosa por los marineros britanicos en el siglo XVIII, porque lo
consumian constantemente en sus largos viajes y asi controlar los dolores de

cabeza, mareos y también lo usaban contra las aftas lo cual hizo que se apoderaron

del limén y como ellos lo llamaban un término que los marineros usaban. 3

Propiedades Medicinales Reconocidas:

En un estudio realizado del limén se encontrd propiedades que destacan con un
valor anticatarral y letargias, beneficiando la circulaciéon sanguinea como protector
capilar, antihipertensivo, antiespasmadico, diurético, antifingico, analgésico y

antibacteriano aplicado a la piel y mucosas. **
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Sistema Accion farmacoldgica

Cardiocirculatorio | Protector de los pequefios vasos

Digestivo Antiespasmadico
Genitourinario Diurético
Antifangico

Piel y Mucosas
Antibacteriano

Fuente: José C, Vazquez Y. lifeder.com. [Online].; 2017 [cited 2014 Octubre 19.

Available from: https://www.lifeder.com/citrus-x-aurantifolia/.

Como medicina natural el jugo de limén o limero nos brinda actividad antibacteriana
sobre diversas bacterias patégenas, como el E. aerogenes, E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa. Asimismo, se desarrolld6 en algunos ensayos antifingicos han

demostrado su efectividad contra diversos dermatofitos como el C. Albicans,

agente causal de la candidiasis oral o vaginal. *3

El zumo fresco del fruto favorece mucho en la cicatrizacion de heridas externas, ya
gue tiene el efecto de actuar como cicatrizante y antibiético a la vez también es

preparado como infusién o té de las hojas, raices y corteza del fruto se emplea para

el tratamiento sintomatico del resfriado comun teniendo un efecto positivo.*3

También es usada para calmar los dolores de muela, problemas digestivos,
enfermedades de la mujer, dolor de cabeza y artritis. Ademas, se usa para aliviar
la tos o gripe, migrafia, infeccion de la garganta, amigdalitis, infecciones de la piel,
hongos y trastornos de la vesicula, por ser rica en vitamina c y algunos flavonoides

que la componen.®
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Composicion:

El limén esta compuesto por el pericarpio la cual contiene un 2.5% de aceite
esencial con principio activo que efectivamente va a incluir flavonoides del modo
que tendra hesperiddsido, diosmosido, limocitrina, citrulina, nobiletina y tangerina.

De igual modo incluye pectina. La pulpa es muy sustanciosa en acido citrico (hasta

un 8%) y vitamina C. 13

Advertencia del uso del limén:

Hay algunos estudios controversiales que tienen una definicion negativa sobre el
uso del limén como aceite esencial, claro que en existen efectos adversos, pero no
son muy significativos, el uso de estos aceites esenciales esta limitados para los
pacientes o personas con problemas alergias que les puedan causar dermatitis.

Tanto el uso del limén como el aceite esencial aplicadas a la piel directamente no

se debe exponer al sol con la aplicacion de este fruto. 14

Aceite Esencial:
Concepto:

Para obtener el aceite esencial se hace una pequefia evaluaciéon de donde se
extraera el aceite, si bien es del fruto o en general, esta serd adecuada para la

obtencion del aceite esencial de los citricos, en algunos casos se hace el uso de

otras plantas, frutos especialmente de hojas, flores y tallos jévenes. *°

Los aceites esenciales son compuestos formados por varias substancias organicas

volatiles, que pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas, éteres, aldehidos, y que se
producen y almacenan en los canales secretores de las plantas.>!
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La técnica que se emplea para obtener los aceites se hace mediante la destilacion
por arrastre por vapor de agua constituyendo el método de extraccion mas efectivo

en estos casos, junto con la extraccion por disolventes organicos. 1°

El aceite esencial suele ser un liquido aromatico de una consistencia fluida y espesa
de un color variable segun la especie de plantas de las cuales ser& extraido, la
secrecion de estos esta dada entre las células peculiares se hallan en las hojas, la
madera, frutos o las semillas. El tamafo de las gotas obtenidas es de unos pocos
micrones, la cual se puede observar en muy pocas ocasiones por ser menos
visibles a la vista del hombre. Al frotar la planta olorosa, las particulas de aceite
principal se liberan en el ambiente y nos alcanzan a ser percibidas por el sentido
del olfato. A siendo que los receptores olfatorios se activan y envian estimulos
sensitivos a diferentes partes del cerebro haciendo que nos relaje, y en otros
lugares del mundo son especialmente usadas como medicina natural y

aromaterapia.®
Obtencion de los Aceites Esenciales

Las técnicas que se emplean para la obtencion del aceite esencial variaran segun

de la parte que se extraera de la planta o fruto y sus tipologias botanicas:

La Destilacion Por Vapor De Agua: esta técnica consiste en arrastrar el vapor de
agua, esta técnica habitual para la extraccion de aceites. Esta técnica es autorizada

por la Farmacopea Europea, la cual se hace un comprimido en frio y obtener el

aceite esencial de las cascaras de los criticos .14

El Prensado En Frio: esta técnica consiste en el comprimido en frio la cual es
adecuada hacia las cascaras de los citricos como él (limén, lima, naranja dulce,
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naranja amarga). Los aceites esenciales naturales de los citricos se hallan en
pequefias bolsas ubicadas bajo la piel del fruto (pericarpio). En esta técnica se
utilizan prensas hidraulicas. Haciendo el uso de la centrifugadora para los

aceites.14

El Enflorado: consiste en una técnica del enflorado (0o maceracion por saturacion)

es un método antiguo y escasamente se maneja en el presente. Es usada en

vegetaciones o las partes de plantas dando asi una fragancia demasiado fragil.*®

La Extraccién Mediante Disolventes: en esta técnica se extrae mediante algunos
disolventes aplicAndose en la actualidad a la del enflorado. Mediante la cual se

obtiene una esencia absoluta muy solicitada por los que fabrican perfumes por su

pureza de su potente aroma. 18

Uso Los Aceites Esenciales.

En aerosol. Puede ser usado en un difuminador eléctrico, como vaporizador o un
guemador de esencias. Lo cual propagara un efecto de particulas en el aire
particulas muy finas de los aceites esenciales y beneficioso para el sistema

respiratorio usado como aromaterapia

por via cutanea. Los aceites esenciales tienden a ser efectivos una vez empleados
sobre la piel o0 mucosas, llegando asi a los tejidos. Dando al impulso, a que los

aceites esenciales comprometen a ser usado precavidamente teniendo en cuenta

la compatibilidad que debe tener con la piel evitando asf cualquier tipo de alergia.'®
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Por via oral. Se indica exclusivamente bajo la orden de un terapeuta tal que el

aceite esencial es altamente concentrado y cuando es usada de manera errénea

logran crear peligrosas intoxicaciones.*®

Las propiedades del aceite esencial:

Presenta numerosas propiedades medicinalmente las cuales las hace llegar a ser
eficaz frente a numerosos gérmenes, virus distintos, como también usados como

antifingicos, en la actualidad los aceites esenciales tienen su propia propiedad

terapéutica especifica. ©

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Concepto:

Este método es usualmente usado para los exdmenes de sensibilidad in vitro por
difusién en agar (método de Kirby-Bauer). Determina la dimension de los circulos
de desarrollo y sin aumento del microorganismo si presenta sensibilidad o

resistencia para lograr una reaccién intermedia a un antibiético en concreto u

otros.16

La CMI, es la concentracion minima inhibitoria, refiere a una concentracion mas
bajo (en ug/ml) que puede ser de antibidtico o antifungico llegando a inhibir el
aumento de una explicita cepa bacteriana, usando el método cuantitativo para este
examen de sensibilidad que brinde una CMI, refuerza a fijar el antibiético mas
efectivo. una vez determinara la eleccion del antibidtico que se usara, lo cual

desarrollara las posibilidades de un beneficio del tratamiento la cual evitara que no

haya una mala eleccién y evitar la resistencia de las bacterias. *’
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Resultados de la CMI

Al lado de cada medicamento ya sea un antibiético o antifingico se muestra el
significado de la sensibilidad: S (sensible), | (intermedia) o R (resistente), continuo
de la CMI en ug/ml. “Sensible” expresa el desarrollo de algunos microorganismos
esta siendo inhibido a la concentracion sérica del medicamento que se logra
manipulando la dosis tradicional; tenemos la “intermedia" que representa al
incremento de los microorganismos esta siendo inhibido por que la dosis es
maxima y "resistente" nos interpreta que el microorganismo es resistente a los

niveles séricos del medicamento que se logran habitualmente. 1’

Estos valores son significativos ya que nos indica sobre la inhibicidn de las bacterias

es el efecto del farmaco que se esta usando adecuadamente para no crear una

resistencia sobre estos microorganismos .’
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2.3. Definicion de términos basicos:

Candida Albicans: Es un organismo eucariota diploide asexual (su caracteristica
es como de una levadura) y regularmente se halla mucosa oral, en el sistema

digestivo y el aparato reproductor vagina.®
Candidiasis: Infeccion producida por el género Candida.®

Aceite esencial: El aceite esencial suele es un fluido oloroso de particularidad color

versatil como de algunas plantas de las cuales se extraen el aceite esencial.®

Efecto antifungico: dispones de la aptitud de inhibir o impedir el desarrollo de

algun tipo de hongo o bacteria, o llegando a provocar su muerte.3?

Cultivo: es la plantacion donde se desarrollan algunos microorganismos formando

nuevas colonias en una zona sélida (agar) o en medio liquido (caldo).’

Cepa: es el conjunto de colonias formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento.’

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): inhibir el crecimiento de una bacteria

desde la concentracion minima hasta la concentracion maxima de un farmaco.16

Bioseguridad: es una medida preventiva que nos permitira proteger la salud del
operador como la salud de la sociedad y del ambiente, frente a agentes biolégicos,

fisicos, quimicos o mecanicos.’
Inhibicién: Impedir o reprimir el ejercicio de facultades o habitos!?.

Planta medicinal: es un producto vegetal que contiene diferentes propiedades que

ayudan a combatir algunas enfermedades.!?
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1. Formulacion de hipétesis principal y derivadas

Hipotesis principal:

El aceite esencial de citrus Aurantifolia (limon) tiene mayor actividad antifangica, in
vitro, que el fluconazol al 2% sobre las cepas de candida Albicans (ATCC 10231) y

Tropicalis (ATCC 1369) aislados

Hipotesis derivada:

El aceite esencial de citrus Aurantifolia (limén) a diferentes concentraciones tienen
efecto antifingico estadisticamente significativo sobre la cepa de Candida Albicans

(ATCC 10231). Entre las 12 y 24 horas.

El aceite esencial de citrus Aurantifolia (limén) a diferente concentracion tiene
efecto antifingico estadisticamente significativo sobre cepas de Candida Tropicalis

(ATCC 1369). entre las 12 y 24 horas

El aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) en una concentracion del 100% tiene
mayor efectividad antifangico que el fluconazol al 2% sobre cepas candida Albicans

(ATCC 10231) y candida Tropicalis (ATCC 1369) entre las 12 horas.

El aceite citrus Aurantifolia (limén) en una concentracion del 100% presenta mayor
efectividad antifungico que la clorhexidina al 0,12% sobre cepas candida Albicans

(ATCC 10231) y candida Tropicalis (ATCC 1369) entre las 12 horas.
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3.2. Variables: definicién conceptual y operacional

e Variable estimulo: citrus Aurantifolia (limon)

e Variable respuesta: Actividad antifangica (halo de inhibicion)

. : ., : Escala de
Variable Dimension Indicador . Valores
medicion
(V. capacidad
Dependiente) inhibitoria de _ h.al.o.s,de Cuantitativo
crecimiento |nh|b!cu_)n de Mm
efecto creC|m|.ento Nominal
antibacteriano bacteriano
de limény (método de
fluconazol kirby bauer)
(V. cantidad de ml de sut/ml Cuantitativo 10%
Independiente) | solvente -soluto | de solucion 25%
Nominal 50%
sustancia 75%
experimental 100%
(V.
independiente) | Sin dimension Reloj Cuantitativo 12y 24
de intervalo horas

Tiempo
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CAPITULO IV
METODOLOGIA
4.1. Disefio metodoldgico:

De acuerdo a Sampieri el presente estudio es de tipo EXPERIMENTAL por que
se manipula una variable y la otra se mide , asi mismo el disefio es de tipo
PROSPECTIVO , porque los datos fueron obtenidos una vez iniciada la
investigacion, es TRANSVERSAL por que se analizaron los resultados en un
determinado momento  haciendo un corte en el tiempo de 12 horas y
COMPARATIVA busca establecer diferencias del efecto del aceite esencial de
CITRUS AURANTIFOLIA (LIMON) entre sus diferentes concentraciones y el

fluconazol , tomando como referencias el tiempo en los que se llevo la medicién.
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1.2. Disefio muestral:

La muestra fue la totalidad de la poblacion.

Se requeriran 144 muestras in vitro para tener una seguridad al 95%, distribuido

en 8 grupos de 18 placas Petri.

Grupo experimental N.° 1: 18 placas Petri con aceite esencial citrus Aurantifolia

(limén) (10%).

Grupo experimental N.° 2: 18 placas Petri con aceite esencial citrus Aurantifolia

(limén) (25%).

Grupo experimental N.° 3: 18 placas Petri con aceite esencial citrus Aurantifolia

(limén) (50%).

Grupo experimental N.° 4: 18 placas Petri con aceite esencial citrus Aurantifolia

(limén) (75%).

Grupo experimental N.° 5: 18 placas Petri con aceite esencial citrus Aurantifolia

(limén) (100%).

Grupo experimental N.° 6: 18 placas Petri con Fluconazol al 2%.

Grupo control negativo N.° 7: 18 placas Petri con Alcohol.

Grupo control positivo N.° 8: 18 placas Petri con Clorhexidina.

Criterios De Inclusién:

Cepas de Candida Albicans sembradas —

Hongos oportunistas - Cepas estandarizadas
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Cepas en buen estado

Cepas sembradas adecuadamente

Criterios de Exclusion:

Cepas de hongos inhabiles de reintegrar por el medio de cultivo.

Cepas no certificadas

Cepas que no crezcan

Cepas que se contaminen

Muestras no adecuadas

1.3.Recoleccién de datos:

Técnica:

Para la actual investigacion se utilizara la técnica de observacion en el laboratorio.

Instrumento:

Los datos de la investigacidn se registraron en una herramienta de recoleccion de

datos por el investigador (Anexo 1)

Procedimientos para la recolecciéon de datos:

Se solicitd los permisos correspondientes a la Universidad Alas Peruanas.

Con dicha solicitud, se solicitd el permiso para utilizar el laboratorio del area de

microbiologia del laboratorio clinico FRIDA de HUARAZ
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Se compré el aceite esencial de CITRUS AURANTIFOLIA (LIMON) con la

respectiva ficha técnica del producto del laboratorio NUA

Se obtuvo las cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) debidamente certificadas

y la candida Tropicalis (ATCC 1369).

En el laboratorio clinico FRIDA en el &rea de microbiologia, la cual 7 dias antes se
hizo el sembrado en 10 placas Petri de la cual se uso6 para la replicar para mas
muestras que se abarcaron, para el presente estudio, la cepa se conservo a 37°
todo el tiempo en la incubadora en el laboratorio FRIDA del area de microbiologia.
Luego se acudi6 al laboratorio de microbiologia del laboratorio clinico FRIDA para

realizar el estudio.

Se ingres6 debidamente con todas las medidas de bioseguridad al laboratorio

(gorro, mascarilla, guantes, mameluco)

En el presente estudio se realizaron 188 muestras para ello se necesitaran 188

placas Petri esterilizadas en autoclave.

En un tubo de ensayo se realiz6 la disolucion de las colonias cultivadas
debidamente proliferacion de Candida Albicans y candida Tropicalis la medicion en
el espectrofotometro de esta solucion obteniendo una disolucién con densidad

Optica de 600 nm y una absorbancia de 0.8

Se sembr6 densamente con coletes (hisopos grandes) la cepa de Candida Albicans
y candida tropicales en toda la superficie de las 188 placas Petri (tamafo de la

muestra) con el medio Sabouraud.
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Se prepard los discos de 6mm de diametro a partir de papel filtro lento (grueso) y

se colocaron en frascos 10 frascos para esterilizar

Se diluye el aceite con DMSO (dimetilsulfoxido), para obtener las concentraciones
de 10%,25%, 50% y 75% la concentracién al 100 % se obtuvo directamente del
frasco, se colocaron en frascos estériles la mediciébn de la cantidad de cada

concentracion que se realizara con micropipetas.

Se dispenso las diluciones de aceite en 10 de los frascos estériles debidamente
rotulados (aceite de limén al 10%,25%, 50% ,75% y 100%) el otro frasco se empled
para el control positivo (fluconazol al 2%) cada uno de estos frascos ya contenian

los discos de 6 mm de diametro.

Se coloco los discos a las 188 placas Petri, haciendo una divisién imaginaria de la
placa en cuatro espacios y en cada uno de estos se procedera a colocar un disco
se rétulo el nimero de placa Petriy cada una de las concentraciones que contengan

cada uno de los discos, asi como el control positivo.

Se procedié a sellar cada una de las placas Petri

Se llevd las 188 muestras a la incubadora. La incubacion se realizé a 37°C con

observacion de 12y 24 horas.

La medicion de los halos se realizé con regla con vernier de £ 0.01 mm. En cada
uno de los momentos establecidos los datos obtenidos se procedieron a anotar en

la ficha de recoleccién de datos.

Luego Se coloco los discos a base de papel filtro grueso de 6 mm de diametro en

las placas, 4 discos por placa, un disco con aceite esencial de CITRUS
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AURANTIFOLIA (LIMON) al 10%,25%, 50% ,75% y 100%) y uno dltimo con

clorhexidina al 0.12%, se realizaron 5 repeticiones, dispersos en el area de la placa
La medicién de los halos se realiz6 con vernier de £ 0.01 mm.
Se anoto6 los controles positivos y negativos en la ficha de recoleccién de datos

4.4. Técnica estadistica para el procedimiento de la informacion:

Una vez ejecutada la recopilacion de datos con las herramientas seran sujetos a
los requerimientos estadisticos. Se confeccionara en el paquete estadistico IBM
SPSS Statistic 24 en espafiol con el software Windows 10. De este modo, se
utilizard la prueba de ANOVA, en los grupos que presentaron distribucién normal
para muestras relacionadas comparando las medias entre las concentraciones
distintas del aceite esencial citrus Aurantifolia (limoén) (10%, 25%, 50%, 75% y
100%), Fluconazol al 2%, el control negativo (Alcohol) y el control positivo
(Clorhexidina) y la prueba Kruskal Wallis, para aquellos grupos que no presentaron

distribucion normal.

Los datos fueron organizados y presentados en tablas y graficos estadisticos para
su analisis e interpretacion, considerando un nivel de significancia estadistica

(p<0.05).

El andlisis de los datos se llevara a cabo a través del calculo de medidas de
tendencia central (media aritmética) y de dispersion (desviacién estandar, valores

minimo y maximo, dada la naturaleza cuantitativa de la variable respuesta).
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4.5. Aspectos éticos:

Dado que la investigacion es in vitro, el proyecto de investigacion no requerira de
un consentimiento informado dado a que no se experimenta en persona pues
usaremos cepas certificadas de hongos ya que, en la unidad de estudio, no se va

en contra de ninguno de los principios éticos de la investigacion cientifica.
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CAPITULO V
ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Analisis descriptivo, tablas de frecuencia, graficos, dibujos, fotos, tablas,

etc.

Tabla N° 1

Efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) al
10%,25%,50%,75% y 100% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) en

(12 Y 24 horas)

Aceite esencial citrus Aurantifolia - limén (mm)

12 horas 24 horas
N Prom DE Minimo Maximo Prom DE Minimo Méaximo

Concentracién al

10% (mm) 18 772 102 6 10 772 1,02 6 10
haikakaalis 18 1011 123 9 13 10,11 1,23 9 13
25% (mm)

bkl 18 17,39 1,29 15 20 17,39 139 15 20
50% (mm)

bkl 18 1956 1,82 17 23 1956 1,82 17 23
75% (mm)

Concentracion al 18 2456 129 22 26 17,06 126 15 20

100% (mm)
Prom: Media aritmetica Fuente: Propia del investigador
DE: Desviacion estandar

Observamos las muestras de estudio realizado in vitro el efecto antifungico del
Aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) en 12 horas tenemos una mayor
concentracion con un promedio o media del total con un valor de 24,56 (mm) y un
valor en la desviacion estandar es 1,29 (mm) con un minimo valor de 22 (mm) y un
maximo valor de 26 (mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de Candida
Albicans (ATCC 10231). Seguidamente observamos las muestras de estudio
realizado in vitro el efecto antifingico del Aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)
en 24 horas tenemos una menor concentracién con un promedio o media del total

con un valor de 17,06 (mm) y un valor en la desviacion estandar es 1,26 (mm) con
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un minimo valor de 15 (mm) y un maximo valor de 20 (mm) en concentraciones del

100% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231).

Grafico N° 1
Efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) al
10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Albicans (ATCC 10231) en

(12 y 24 horas)

Aceite esencial citrus Aurantifolia - limén (mm)

1.26
Concentracién al 100% (mm) % 17.06
1.82
Concentracién al 75% (mm) W 19.56

19.56

1.29
Concentracién al 50% (mm) W 17.39
17.39
1.23
Concentraci6n al 25% (mm) 123 10.11

10.11
1.02
Concentracion al 10% (mm) 1.02 7.72
. 7.72

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

24.56

B 24 horas DE W24 horas Prom H 12 horas DE 12 horas Prom
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Tabla N° 2
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracién del
100% in vitro y del fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC

10231) en 12 horas

Efecto antifingico — 12 horas

N Prom DE Minimo Maximo
Concentracion al 100% (mm) 18 24,56 1,29 22 26
Fluconazol 2% 18 18,00 1,65 15 22
Prom: Media aritmética Fuente: Propia del investigador

DE: Desviacion estandar

Observamos las muestras de estudio realizado in vitro el efecto antifangico del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limoén) al 100% que mostro en 12 horas un mayor
efecto antifUngico con un promedio o media de 24,56 (mm) y un valor en la
desviacién estandar de 1,29 (mm) con un minimo valor de 22 (mm) y un maximo
valor de 26(mm) sobre las cepas candida Albicans. En cuanto al Fluconazol 2% en
12 horas mostrd un menor efecto antifangico con un promedio o media del total con
un valor de 18.00 (mm) y un valor en la desviacion estandar es 1,65 (mm) con un
minimo valor de 15 (mm) y un maximo valor de 22 (mm) en concentraciones sobre

cepas de Candida Albicans (ATCC 10231).
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Grafico N° 2
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracion del
100% in vitro y del fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC

10231) en 12 horas

Efecto antifiingico - 12 horas

1.65
DE
1.29

Prom
24.56

0 5 10 15 20 25 30

B Fluconazol 2% H Concentracién al 100% (mm)
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Tabla N° 3
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracién del
100% in vitro y control positivo y negativo sobre cepas de Candida Albicans

(ATCC 10231) en 12 horas.

Efecto antifungico - 12 horas

N Prom DE Minimo Maximo
Concentracion al 100% (mm) 18 24,56 1,29 22 26
C++ 18 9,22 1,17 7 11
C- 18 0 0 0 0
Prom: Media aritmética Fuente: Propia del investigador

DE: Desviacién estandar

Obsérvanos las muestras de estudio realizado in vitro el efecto antifingico del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) en concentracién al 100% en el cual
mostro que, a las 12 horas, presenta un mayor efecto antifingico con un promedio
o media de 24,56 (mm) y un valor en la desviacion estandar de 1,29 (mm) con un
minimo valor de 22 (mm) y un maximo valor de 26(mm) sobre las cepas candida
Albicans. Mientras el control positivo C ++ en 12 horas tenemos una concentracion
con un promedio o media del total con un valor de 9,22 (mm) y un valor en la
desviacion estandar es 1,17 (mm) con un minimo valor de 7 (mm) y un maximo
valor de 11 (mm) en concentraciones sobre cepas de Candida Albicans (ATCC
10231), el control C- no presentd ningun valor significativo en promedio de las 12

horas sobre las cepas candida Albicans (ATCC 10231).
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Gréafico N° 3

Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracion del

100% in vitro y control positivo y negativo sobre cepas de Candida Albicans

(ATCC 10231) en 12 horas.

C++

Concentracion al 100% (mm)

1.17

1.29

9.22
5 10
EDE HProm

Efecto antifuingico - 12 horas
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24.56

25

30
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Tabla N° 4
Efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) al
10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC 1369) en

(12 Y 24 horas)

Aceite esencial citrus Aurantifolia - limén (mm)

12 horas 24 horas

N Prom DE Minimo Maximo Prom DE Minimo Maéaximo
Concentracion al
10% (mm) 18 839 1,14 7 10 8,39 1,14 7 10
Concentracion al
2506 (mm) 18 11,06 1,43 9 13 11,06 1,43 9 13
Concentracioén al
50% (mm) 18 17,00 1,19 15 19 17,00 1,19 15 19
Concentracioén al
75% (mm) 18 22,89 164 20 25 22,6 164 20 25
Concentracioén al
100% (mm) 18 25,83 1,04 24 27 18,67 1,28 17 21
Prom: Media aritmética Fuente: Propia del investigador

DE: Desviacion estandar

Observamos las muestras de estudio realizado in vitro el efecto antifungico del
Aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) en 12 horas tenemos una mayor
concentracion con un promedio o media del total con un valor de 25,83 (mm) y un
valor en la desviacion estandar es 1,04 (mm) con un minimo valor de 24 (mm) y un
méaximo valor de 27 (mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de Candida
Tropicalis (ATCC 1369). En cuanto a la muestra de estudio realizado in vitro el
efecto antifangico del Aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) en 24 horas
tenemos una menor concentraciéon con un promedio o media del total con un valor
de 18,67 (mm) y un valor en la desviacion estandar es 1,28 (mm) con un minimo
valor de 17 (mm) y un maximo valor de 21 (mm) en concentraciones del 100% sobre

cepas de Candida Tropicalis (ATCC 1369).
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Grafico N° 4

Efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) al

10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC 1369) en

(12y 24 horas)

Aceite esencial citrus Aurantifolia - limén (mm)

1.28
Concentracién al 100% (mm) H 1~8-G7
1.64
Concentracion al 75% (mm) 1.64 22.6
1.19
Concentracién al 50% (mm) 119 17.

17.
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Tabla N°5
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracién del
100% in vitro y del fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC

1369) en 12 horas

Efecto antifungico — 12 horas

N Prom DE Minimo Maximo
Concentracion al 100% (mm) 18 25,83 1,04 24 27
Fluconazol 2% 18 20,11 1,23 18 22
Prom: Media aritmética Fuente: Propia del investigador

DE: Desviacién estandar

Observamos las muestras de estudio realizado in vitro el efecto antifungico del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) en 12 horas tenemos una mayor
concentracion con un promedio o media del total con un valor de 25,83 (mm) y un
valor en la desviacion estandar es 1,04 (mm) con un minimo valor de 24 (mm) y un
maéaximo valor de 27 (mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de Candida
Tropicalis (ATCC 1369). En cuanto al Fluconazol 2% en los resultados obtenidos a
las 12 horas tenemos una menor concentraciéon con un promedio o media del total
con un valor de 20,11 (mm) y un valor en la desviacion estandar es 1,26 (mm) con
un minimo valor de 18 (mm) y un maximo valor de 22 (mm) en concentraciones

sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC 1369).
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Grafico N° 5
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracion del
100% in vitro y del fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Tropicalis (ATCC

1369) en 12 horas

Efecto antifiingico — 12 horas
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Tabla N° 6
Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracién del

100% in vitro y control positivo y negativo sobre cepas de Candida Tropicalis

(ATCC 1369) en 12 horas.

Efecto antifungico - 12 horas

N Prom DE Minimo Maximo
Concentracién al 100% (mm) 18 25,83 1,04 24 27
C++ 18 10,11 1,28 8 12
C- 18 0 0 0 0
Prom: Media aritmética Fuente: Propia del investigador

DE: Desviacién estandar

Observamos las muestra de los estudios realizados in vitro del efecto antifingico
del aceite esencial Aurantifolia (limén) en concentracion al 100% en el cual mostro
que, a las 12 horas, presenta un mayor efecto antifGngico con un promedio o media
de 25,83(mm) y un valor en la desviacién estandar de 1,04(mm) con un minimo
valor de 24 (mm) y un maximo valor de 27(mm) sobre las cepas candida Tropicalis
(ATCC 1369). Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro el efecto
antifangico del control positivo C++ a las 12 horas presentando un menor efecto
antifangico tenemos una concentracién con un promedio o media del total con un
valor de 10,11 (mm) y un valor en la desviacién estandar es 1,28 (mm) con un
minimo valor de 8 (mm) y un maximo valor de 12 (mm) en concentraciones sobre
cepas de Candida Tropicalis (ATCC 1369) , en cuanto al control C- no presenta

ningun valor significativo en promedio de las 12 horas.
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Grafico N° 6

Efecto antifungico del aceite esencial citrus Aurantifolia en concentracion del

100% in vitro y control positivo y negativo sobre cepas de Candida Tropicalis

(ATCC 1369) en 12 horas.
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5.2 Andlisis inferencial, pruebas estadisticas paramétricas, no paramétricas, de correlacion, de regresion u otras

Tabla N° 7

Comprobacién de halo de inhibicion por grupo sobre el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia
(limon) al 10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida Albicans en 12y 24 horas

Halo de inhibicidn - Aceite esencial citrus Aurantifolia - limon (mm)

12 horas 24 horas
Suma de | Media = Si Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9- cuadrados 9 cuadratica 9.
EPJL%S 1,111 4 0,278 0219 0923 1,11 4 0,278 0219 0923
16 0,
Concentracién al 10% Dentro de
(mm) grupos 16,5 13 1,269 16,5 13 1,269
Total 17,611 17 17,6 17
SPJ{)%S 5,694 4 1,424 0922 0,481 5,69 4 1,424 0922 0,481
16 0,
Concentracién al 25% Dentro de
(mm) grupos 20,083 13 1,545 20,1 13 1,545
Total 25,778 17 25,8 17
;”J;is 5,278 4 1,319 0,746 0,578 5,28 4 1,319 0,746 0,578
16 0,
Concentracion al 50% Dentro de
(mm) grupos 23 13 1,769 23 13 1,769
Total 28,278 17 28,3 17
;f‘l};f)s 8,944 4 2,236 0612 0,661 8,94 4 2,236 0612 0,042
16 0,
Concentracién al 75% Dentro de
(mm) grupos 47,5 13 3,654 47,5 13 3,654
Total 56,444 17 56,4 17
g:‘l}:)is 15,194 4 3,799 3,727 0,031 11,7 4 2,924 2,492 0,094
Concentracién al
100% (mm) gDreu’;)tg‘; de 13,25 13 1,019 153 13 1,173
Total 28,444 17 26,9 17

Prueba Anova

Fuente: Propia del investigador
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De acuerdo con la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 100%; donde P=0,031 en el aceite esencial citrus Aurantifolia
(limoén) en la exposicién de 12 horas con lo que se pudo concluir que si existe
diferencias en la efectividad de esta concentracion experimental para inhibir en
las 18 muestras realizadas en el laboratorio.
Grafico N° 7

Comprobacién de halo de inhibicion por grupo sobre el efecto antifungico
in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) al 10%,25%,50%,75%

y 100%sobre cepas de Candida Albicans en 12y 24 horas

Prueba Anova
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Tabla N° 8

Comprobacion de halo de inhibicion en el efecto antifungico in vitro del

aceite esencial Citrus Aurantifolia (Limoén) al 100% Y del fluconazol al 2%

sobre cepas de candida Albicans y Candida Tropicalis a las 12 horas

Halo de inhibicion - 12 horas

Concentracion al 100%
(mm) sobre Candida
Albicans

Concentracion al 100%
(mm) sobre Candida
Tropicalis

Fluconazol al 2% (12
horas) sobre Candida
Albicans

Fluconazol al 2% (12
horas) sobre Candida
Tropicalis

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

Entre grupos
Dentro de
grupos

Total

15,19

13,25
28,44
0,7
17,8
18,5
12,17
33,83

46
7,661

18,12

25,78

4

13

17
4

13

17

4

13

17

4

13

17

3,799

1,019

0,175

1,369

3,042

2,603

1,915

1,394

3,727

0,128

1,169

1,374

0,039

0,655

0,364

0,296

Prueba Anova

Fuente: Propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la

concentracion al 100%; P=0,039 en el aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)

tiene mayor efecto antifingico sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231)

y candida Tropicalis (ATCC 1369) en la exposicion de 12 horas que el fluconazol

al 2% con lo que se pudo concluir que hay una mayor efectividad en esta

concentracion experimental para inhibir en las 18 muestras realizadas en el

laboratorio.
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Grafico N° 8

Comprobacién de halo de inhibicién en el efecto antifungico in vitro del

aceite esencial Citrus Aurantifolia (Limon) al 100% Y del fluconazol al 2%

sobre cepas de candida Albicans y Candida Tropicalis a las 12 horas

Prueba Anova
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Tabla N° 9

Comprobacion de halo de inhibicion en el efecto antifungico in vitro del
aceite esencial Citrus Aurantifolia (Limon) al 100% y la clorhexidina al

0.12% sobre cepas de candida Albicans y Candida Tropicalis alas 12 horas

Halo de inhibicién - 12 horas

Entre
Concentracién al 100%  grupos 13,39 3 4465 4,153 0,027
(mm) sobre Candida Dentro de
Albicans grupos 15,05 14 1,075

Total 28,44 17

Entre
Concentracion al 100%  grupos 5,05 3 1,683 1,752 0,202
(mm) sobre Candida Dentro de
Tropicalis grupos 13,45 14 0,961

Total 18,5 17

Entre
Clorhexidina al 0.12% grupos 2111 3 7,087 49,259 0,069
(12 horas) sobre Dentro de
Candida Albicans grupos 2 14 0,143

Total 23,11 17

Entre
Clorhexidina al 0.12% grupos 4,228 3 1,409 0,838 0,495
(12 horas) sobre Dentro de
Candida Tropicalis grupos 23,55 14 1.682

Total 27,78 17
Prueba Anova Fuente: Propia del investigador

De acuerdo con la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 100%; P=0,027 en el aceite esencial citrus Aurantifolia (limén)
tiene mayor efecto antifingico sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231)
y candida Tropicalis (ATCC 1369) en exposicion de 12 horas que el control
positivo la clorhexidina al 0,12% con lo que se pudo concluir que hay una mayor
efectividad en esta concentracién experimental para inhibir en las 18 muestras

realizadas en el laboratorio.
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Grafico N° 9

Comprobacién de halo de inhibicién en el efecto antifungico in vitro del

aceite esencial Citrus Aurantifolia (Limon) al 100% y la clorhexidina al

0.12% sobre cepas de candida Albicans y Candida Tropicalis alas 12 horas

Prueba Anova
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5.3 Comprobacion de hipotesis, técnicas estadisticas empleadas

Tabla N° 10
Comparar el efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus
Aurantifolia (limén) y el fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans

(ATCC 10231) y candida Tropicalis (ATCC 1369)

Candida Fluconazol Candida Fluconazol
Albicans 2% Tropicalis 2%
12 24 12 horas 12 24 12 horas
horas horas horas horas
Concentracioén al
10% (mm) 0,923 0,923 0,624 0,624
Concentracioén al
25% (mm) 0,481 0,481 0,278 0,278
ANova Concentracional - ug ) 57g 0,364 0,612 0,588 0,296
50% (mm)
Concentracioén al
75% (mm) 0,661 0,042 0,019 0,188
Concentracion al
100% (mm) 0,094 0,031 0,97 0,001
Prueba Anova Fuente: Propia del investigador

En el cuadro comparativo de Halo de inhibicion del efecto antifingico in vitro del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) y el fluconazol sobre cepas candida
Tropicalis (ATCC 1369) en 10%,25%,50%,75% y 100% en concentraciones en
12 y 24 horas de acuerdo a la prueba Anova se registr6 una significancia
(p<0,05). En la concentracion al 100%; P=0,001 en el aceite esencial citrus
Aurantifolia (limén) en la exposicion de 12 horas con lo que se pudo concluir que
hay una mayor efectividad en esta concentracién experimental para inhibir en las

18 muestras realizadas en el laboratorio.
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5.4 Discusion

En el actual estudio fue tipo experimental, transversal, prospectivo y comparativo
del cual compard el efecto antifingico in vitro del aceite esencial citrus
Aurantifolia (limon)y el fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans (ATCC

10231) y candida Tropicalis (ATCC 1369).

Los resultados obtenidos nos permiten demostrar que el aceite esencial de
Aurantifolia  (limén) empleado para este estudio, a sus diferentes
concentraciones evaluadas el 100% demostro tener mayor efecto antifungico a
las 12 horas sobre las cepas Candida Albicans y Candida Tropicalis, siendo
semejante con el estudio de Su-Mi Lee, Seon-Young Park donde en sus
resultados de la Citrus Aurantifolia presenté inhibicion al 100% del crecimiento
de triple resistente a farmacos. Estos resultados son semejantes entre si
demostrando que los concentrados del citrus Aurantifolia tienen buenos efectos

inhibidores sobre cepas bacterianas tanto Gram Negativos y Gram positivos.!

En referencia con los halos de inhibicion en nuestro estudio se observé que el
aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) presenté halos de inhibicion de 24,56
mm a las 12 horas y 17, 06 mm a las 24 horas discrepando con el estudio
realizado de Pardo C. donde en sus resultados obtenidos se observo que el
promedio de inhibicién para la concentracion al 100 % (17,73 mm; Los promedios
del diametro de los halos de inhibicibn disminuyeron a medida que la
concentracion del aceite esencial también disminuye, presentandose valores
entre 0 mm y 24 mm , pero A la concentracion mas baja evaluada (20%), los

aceites esenciales presentaron una actividad bacteriostatica.?
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En referencias a otras cepas bacterianas el estudio realizado de Calderén D.
aceite esencial citrus limon sobre la viabilidad de Escherichia coli y
staphylococcus aureus en sus resultados obtenidos sobre los halos de diametro
sobre S. Aureus a concentraciones de 20,40 ,60,80 y 100% del aceite de citrus
limén inhibitorio lo tiene la concentracion del 100% teniendo un halo de 26mm y
en cuanto en estudio sobre le E.coli presenté un halo de 20mm con la
concentracion de 100%2® siendo discrepante con el estudio de Churata D. el
efecto antifungico de citrus paradisi “toronja’en las cepas de candida albicans
con concentraciones de 25; 12,5; 6,25; 3,13 y 1,56 % demostraron actividad

antifangica sobre las cepas de Candida Albicans con halos de inhibicion
promedio de 12,63; 10,33; 7,79; 6,75 y 6,29 mm.*? Estos resultados discrepan

entre si porque demuestran una diferencia significativa entre las concentraciones

estudiadas y que el efecto inhibitorio aumenta a mayor concentracion del aceite

esencial citrus limén teniendo mejor efecto antibacteriano .22

Mientras que en el estudio de Huaracha O. sobre el efecto Antimicético In Vitro
Del Aceite Esencial De Cinnamomum Zeylanicum “Canela sobre Candida
Albicans donde la inhibicion porcentual del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum sobre Candida albicans, para el control positivo se usé el
(fluconazol) obteniendo el valor minimo de 25.68mm y maximo de 25.68mm,
con media de 26.08 mm; para la primera concentracion de aceite esencial de
25% se obtuvo un minimo de 19.78mm y maximo de 20.72mm con media de
20.15mm; con 50% de aceite se presentdé un minimo de 20.87mm y maximo de
21.72mm con media de 21.35mm; para 75% de aceite se tiene minimo de
23.07mm y maximo 24.35mm con media de 23.78mm; con 100% se obtuvo un
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minimo de 24.6mm y maximo de 25.98mm con media de 25.17mm, en tanto para
el control negativo (alcohol 96%) no se observo ningun tipo de crecimiento en

vista que es un control negativo que no se espera que funcione o que muestra

datos.?®

En otro estudio realizado por Natalia M, Viera P, Fernandez A. sobre cepas de
Candida Oral a Extracto Etandlico del Propéleo Chileno de OImué”, Con respecto
a la concentracion minima inhibitoria, se pudo confirmar que el 100 % de las
muestras en rangos de concentracién de propéleo de 0,1 pug/mL y 1,6 pg/mL

presentaron inhibicidbn en su crecimiento. Mientras que en todas las muestras

con concentraciones de 0,025 y 0,05 pg/mL hubo crecimiento de la levadura.*°

De acuerdo en la investigacion realizada se desarrolld en cepas la candida
Albicans y la candida Tropicalis para poder demostrar el objetivo de la
investigacion como la hipotesis , la cual tuvo un buen resultado , demostrando
que efectivamente el aceite esencial de citrus Aurantifolia tiene un buen efecto
antifingico sobre dichas cepas tales como en diferentes microorganismos ,
demostrando asi que desde la concentracién del 100% del aceite esencial
Aurantifolia tiene un efecto antifingico notables, dando asi resultados
favorables para el desarrollo de la investigacion , presentd un mayor efecto

antifungico a las 12 horas sobre las candida Albicans y Tropicalis.
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CONCLUSIONES
El efecto antifungico in vitro del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) presenta
diferencias estadisticamente significativas ante el fluconazol al 2% sobre cepas

de candida Albicans (ATCC 10231) y la candida Tropicalis (ATCC 1369).

El aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) presento un efecto antifiingico en
cepas de candida Albicans (ATCC 10231) siendo la concentracién al 100% con
un halo de (24, 56mm) generando un mayor efecto antifingico a las 12 horas
en comparacion a las 24 horas donde la concentracion del aceite al 100%

presenta un halo de (17,06mm) teniendo un menor efecto antifungico.

El aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) presento un efecto antifingico en
cepas de candida tropicalis (ATCC 1369) siendo la concentracién al 100% con
un halo (25,83mm) generando un mayor efecto antifingico a las 12 horas en
comparacion a las 24 horas donde la concentracion del aceite al 100%presnta

un halo de (18,67mm) teniendo menor efecto antifungico.

El aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) presento un efecto antifungico en
cepas de candida Albicans (ATCC 10231) con la mayor concentracion al
100%con un halo de (24,56mm) teniendo un mayor efecto antifingico a
comparacion del fluconazol al 2% que mostro un halo de (18,00mm) con menor
efecto y en la candida Tropical (ATCC 1369) el aceite esencial también mostro
efectos positivos con la concentracién del 100% con un halo de (25,88mm)
teniendo mayor efecto antifiingico a comparacion del fluconazol al 2% con un

halo de (20,11mm) a las 12 horas.
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El aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) presento mayor efecto sobre las
cepas de candida Albicans (ATCC 10231) con una concentracion del
100%presentando un halo de (24,56mm) teniendo el mayor efecto antifingico en
comparacion con la clorhexidina al 0,12% que es el control positivo (C++)
presentando un halo de (9,22mm) teniendo un menor efecto antifingico y con
el control negativo (C-) (Omm) no hubo ningun efecto , en cuanto a las cepas de
la candida Tropicalis (ATCC 1369) la concentracion del aceite esencial al 100%
presento un halo de (25,83mm) teniendo un mayor efecto antifingico a
comparacion a la clorhexidina al 0,12% (C++) presentando un halo de (10,11mm)

teniendo un efecto menor y el (C-) (Omm) no hubo efecto a las 12 horas.
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RECOMENDACIONES
Realizar investigaciones comprobando la actividad antimicética del aceite
esencial de citrus Aurantifolia (Limon) frente a diferentes farmacos de interés

terapéutico, en el tratamiento de afecciones por causa de Candidiasis

Es recomendable el uso del aceite citrus Aurantifolia en una concentracion de

100% por actuar dentro de las primeras 12 horas.

Se recomienda a los odontélogos usar tratamientos naturales, como el uso del
aceite natural citrus Aurantifolia (Limén) para el tratamiento de candidiasis oral,

con un adecuado diagndstico y seguimiento respectivo sobre su aplicacion.

Elaborar diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la via de administracion
utilizando aceite esencial de citrus Aurantifolia (Limén) para realizar ensayos

clinicos en pacientes portadores de protesis, pacientes inmunodeprimidos.

Continuar con las investigaciones de productos naturales antifingicos presentes
en aceites esenciales de diversas plantas, con el propdsito de promover la
investigacion de tratamientos a partir de productos naturales y beneficiar a los

pacientes saludable y econémicamente a que puedan adquirir el producto.

Realizar méas estudios del aceite esencial de limon para poderlo utilizar en un

futuro en una actividad clinica frecuente en los posibles tratamientos
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ANEXO 1: CONSTANCIA DE DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

“ AP UNIVERSIDAD

ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD ESCUELA PROFESIONAL
DE ESTOMATOLOGIA

FRIDA
LABORATORIO
i CLINICO

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

La Sra. FREDESBINDA, CERNA MORALES Tecnélogo Medico con namero
de DNI N° 31631612, en su rol de Gerente General de Laboratorios Clinicos
“FRIDA” E.L.R.L. con RUC N° 20603440928.

HACE COSTAR:

Que, la Srta. LUZ EHVELYN SANCHEZ HENOSTROZA, con
nimero de DNI N° 72836851, ha realizado la ejecucion de su Proyecto De Tesis
“COMPARACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIFUNGICO DEL ACEITE
ESENCIAL CITRUS AURANTIFOLIA Y FLUCONAZOL AL 2% EN
CRECIMIENTO DE CANDIDA ALBICANS (ATCC 10231) Y CANDIDA
TROPICALIS (ATCC - 1369)” en nuestra empresa en el AREA DE
MICROBIOLOGIA, durante el periodo comprendido del 11 de diciembre hasta
17 de Diciembre del presente afio, demostrando durante su ejecucién de dicho

proyecto responsabilidad, honestidad y dedicacién.

Se expide la presente a solicitud del interesado, para los fines que crea
conveniente.

Huaraz, 17 de Diciembre de 2020.

- Av. Luzuriaga 1208 - (Frente al Hospital “V.R.G.”)
fridacerna@hotmail.com

Cel.: 955-978-964 - 943-88-707
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ANEXO 2: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

. u AP UNIVERSIDAD

ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA'Y CIENCIAS DE LA SALUD ESCUELA PROFESIONAL
DE ESTOMATOLOGIA

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (mm)
TIEMPO DE D';Lé,'\ﬂigis ACEITE DE LIMON FLUEOZ';}AZO c|c+
= 0
EXPOSICION PETRI -+
10 | 25 | 50 | 75 | 100
% | % | % | % | %
1
2
3
4
5
6
7
8
24 HORAS 2
10
11
12
13
14
15
16
17
18
CONTROL DE
ESTERILIDAD
CONTROL DE
CRECIMIENT
o)
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DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (mm

NUMERO
TIEMPO DE DE ACEITE DE LIMON FLUCO'E'AZO C+
EXPOSICION | PLACAS L 2% +
PETRI 10 | 25 | 50 | 75 | 100
% | % | % | % | %
1
2
3
4
5
6
7
8
24 HORAS 2
10
11
12
13
14
15
16
17
18
CONTROL
DE
ESTERILIDA
D
CONTROL
DE
CRECIMIENT
o)

C+ clorhexidina 0,12%

c+ control de esterilidad del medio c++ cultivo
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ANEXO 3: MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA DE INVESTIGACION

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

VARIABLES DE ESTUDIO

METODOLOGIA DE
INVESTIGACION

Principal:

Problema principal

¢ Existe diferencia en el efecto antifangico in vitro del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limon) y el
fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans
(ATCC 10231) y la candida Tropicalis (ATCC 1369)?
Problemas especificos

¢ Existe diferencia en el efecto antifingico in vitro del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) al 10%,
25%,50%, 75% y 100% sobre cepas de candida
Albicans (ATCC 10231) a las 12 y 24 horas?

¢ Existe diferencia en el efecto antifangico in vitro del
aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) al
10%,25%,50%,75% y 100% sobre cepas de candida
Tropicalis (ATCC 1369) a las 12 y 24 horas?

¢Cual sera el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial citrus Aurantifolia (limén) al 100% y el
fluconazol al 2% sobre cepas de Candida Albicans
(ATCC 10231) y Candida Tropicalis (ATCC 1369)
en 12 horas?

¢Cual sera el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial citrus Aurantifolia (limoén) al 100% y la
clorhexidina al 0,12% sobre cepas de candida
Albicans (ATCC 10231) y candida Tropicalis (ATCC
1369) en 12 horas?

Principal:

Comparar el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial citrus Aurantifolia (limén)y el fluconazol al
2% sobre cepas de candida Albicans (ATCC 10231)
y candida Tropicalis (ATCC 1369).

Especificos:

Comparar el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial citrus Aurantifolia (limén) al
10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida
Albicans (ATCC 10231) en 12 y 24 horas

Comparar el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial Citrus Aurantifolia (Limén)al
10%,25%,50%,75% y 100%sobre cepas de Candida
Tropicalis (ATCC 1369) en 12 y 24 horas.

Determinar el efecto antifingico in vitro del aceite
esencial citrus Aurantifolia (limén) al 100% y del
fluconazol al 2% sobre cepas de candida Albicans
(ATCC 10231) y Candida Tropicalis (ATCC 1369) a las
12 horas.

Determinar el efecto antifingico del aceite esencial
citrus Aurantifolia (limén) al 100% y la clorhexidina al
0.12% sobre cepas de Candida Albicans (ATCC
10231) y Candida Tropicalis (ATCC 1369) a las 12
horas .

variables dependientes:

e Efecto
antibacteriano de
limén y fluconazol

variable independiente:

e Concentracién
minima inhibitoria
de limony
fluconazol

e Sustancia
experimental

Experimental

Prospectivo

Transversal

Analitico

Muestreo probabilistico
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ANEXO N° 04: FACTURA ELECTRONICA DE LAS CEPAS

Genlahg

dif Per SAL

'

Page 1 of 1

Gen Lab del Pera S.A.C
Jr. Capac Yupangui N°. 2434
Lince - Lima - Perd
Central Telefénica
(51-1} 203-7500, {51-1) 203-7501
Email : ventas@geniabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com

RUC N°:20501262260

FACTURA

ELECTRONICA
F001-007450

Fecha emision :  26/10/2020
Fecha Vcto :  26/10/2020
Cliente: UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS S.A,

Direccidn: AV. SAN FELIPE NRO. 1109
JESUS MARIA - LIMA - LIMA- Pery
Tipo Movimiento : VTA LOCAL/APLIC. ANTICARticipo: FO02-001089
Lugar de destino: AV. SAN FELIPE NRO. 1109

Orden Compra: GL- 20-044051
Guia de Remislon : 0030002161

N° Pedido : 025869

RUGC: 20303063766

Codigo . Desctipcion . . Cant. UM -PG‘:::F’_} Dscto’ Sub-Total -
HO2948-A  KWIK-STIK Candida tropicalis derived from ATCC® 1369 ™ T UND 399.2300 0.00 399.23
HO2918-A KWIK-STIK Candida albicans derived from ATCO® 10231 ™ 1 UND 351.1000 0.00 351.10
MONTO ES IGUAL A CERO. SOLES Sub-Total 750.33
Anticipo 7E0.33
Op. Gravada 5/ 0.00
IGV 18% 0.00
Importe Total Sf o.00

Representacion Impresa de la Factura Electréniea
Consulte : http:/fcpe.genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :

La FACTURA numero 20501262260-01-F001-007450, ha sido aceptada
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1. CERTIFICADO DE CANDIDA ALBICANS

___yé,.,.:.'
Mlcroblologlcs i

,,.u*

Certificate of Analysis: L\,n'ophmzed Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2021/9/30
Microorganism Name: Candida albicans Release Information:
Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Mary L Bowman

Lot Number: 443-1080%* Release Date: 2019/10/23
Reference Number: ATCC® 102317

Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies, MNutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, avoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF {1}

Other Features/ Challenges: Results
See attached 10 System results document.

(1) Germ Tube Test: positive
{1) Chlamydospore production: positive

/ Jf;m-u\.,mi_/%./u;gbu

Amanda Kuperus
Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit{s) of the lot number appearing on the product fabel and packing sfip are merely a packaging event nember, The ol nurmnber displayed on this
cetificate is the actual base Iot number.

Note for Vitekd: Although the Vitek® panel uses many conventional fests, the unigue env. it of th rd, bined with the short incubati d,
produce results that dif?&f from puhﬁsphed results nhtgineﬂ by cther methdds. & iranment of the card, combine © short incubation period, may

iy Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information,

Individual products are traceabie to a recognized culture collection,

&/

REFERENCE MATERIAL PROOUCER
CERT #2655.02

= (*) The ATCC Li F%H‘s B‘erwatwe Emblern, the ATCC Licensed Derivalive word mark and the ATCC catalpg marks are
ATCC Licensed mlgr;?rks ul"ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed (o use ihese trademarks and o sell producis derived fram ATCCE
Crerivative "

AN

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

(1) Thosa tests are accredited to ISO/NEC 17025:2005.

@ 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286

91




2. CERTIFICADO DE CANDIDA TROPICALIS

MICI’ObiOlOEICS‘

Cerlificate of Analysis: Lynghlllzed Microorganism Specification and Perfarmance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2021/8/31

Microorganism Name: Candida tropicalis Release Information:

Catalog Number: 01036 Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 1036-15** Release Date: 20191011

Reference Number: ATCC® 13687

Purity: Pure

Passage from Reference; 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium, circular, convex, entire edge, cream-white, smaoth, and waxy in Nutrient
appearance,
Microscoplc Features: Method:
Srlé%rgnpositive ellipsoidal to ovoid yeast cells. Pseudohyphae may be Gram Stain (1)

1D System: MALDETOF (1)
See attached 1D System results document.

i Mg

Amanda Kuperus
Quality Contrcl Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“s#lschaitmat: Tha |aat digits) of the Iot number appeading on the product Jabel and packing sho ars merely a packaging event number. Tha ot number displayed on this
certificate [5 the actial base Iot numbar.

Nal& for Viteko): A{ihauf?h the Vitek® 'f | uses many conventional tests, the unigue envivonment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that differ from published results obtainad by sther methods,

4, Refer to the enclosed product nsert for Ins fons, | led use and it inf {

Individual products are ble to a recog cuiture collect!

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(") The ATCC Licensed Derivative Emblemn, the ATCC Licensed Derivative vmrd mark ar\:d the ATCC catalog marks
ATCC Uicensed Y 0 trademarks of A1GG, E‘Ilcrn 1'|O|D§ICS Inc. is | d i use these I and to sl p E=r|ﬁver.i ATCE:@
Darivative ’ cuflures,

(1) These tesis are accredited to ISONEC 17025:2005.

ACCREDITED

TESTING CERT #2655.01
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3. FACTURA DEL AGAR DE SABOURAUD DEXTROSA AGAR DE 500G

Gen Lab del Pera S.A.C

Jr. Capac Yupanqui N°. 2434
Lince - Lima - Pera
Central Telefénica
{51-1) 203-7500, {51-1) 203-7501
Email : ventas@genlabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com

Genlahgz

el Per SAE N
(]

Page 1 of 1

RUC N°:20501262260

FACTURA
ELECTRONICA

F001-007449

26/10/2020
26/10/2020
UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS S.A.

Fecha emision :
Fecha Vcto :
Cliente:

AV SAN FELIPE NRO. 1109

JESUS MARIA - LIMA - LIMA - Peru

Tipo Movimiento : VTA LOCAL/APLIG. ANTICAnticipo: FO02-001068
Lugar de destino : AV, SAN FELIPE NRO. 1109

Direccion:

Guia de Remisién : 0030002160

Orden Compra: GL-20-044159

N® Pedido : 025871

RUC: 20303063766

Cadigo | Descripcion. © Gant umi Pl;f‘?éq'_' Dscto  Sub-Total -

021071-A  Sabouraud Dextrose Agar 500 g Medium for yeasts and moulds TUND 66,7300 0.00 ‘ISE%
isolation. E.P.

MONTO ES IGUAL A CERD. SOLES Sub-Total 166.73
Anticipo 166.73

Op. Gravada 5/ 0.00

IGV 18% Q.c0

Imporie Total S/ 0.00

Representacion Impresa de ta Factura Electrédnica
Consulte : http:f/cpe.genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :
La FACTURA numero 205012682260-01-FO01 007448, ha sido aceptada
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4. CERTIFICADO DE SABOURAUD DEXTROSA AGAR DE 500G

- - ®
Liofilchem
Certificate of Analysis Paga 1of 1
Product Batch Expiration date
Sabouraud Dextrose Agar 062220502 2024.06.02
Ref. 610103 - 620103 — 6101035
Physical quality control Specification Results
Expected pH-value [25°C) 56102 58
Appearance of powder Free-flowing, homogeneous Conforms
Colour of pawdar Light beige Conforms
Appearance of prepared medium Slightly opalescent Conforms
Cotour of prepared medium Light amber Confarms
Microbiological Performance
Tested accarding to CLS] M22-A3, EN ISO 11133, Harmonized USP/ER/IP
Reference media: 5abouraud Dextrose Agar — batch already validated
Productivity, Method of control: Quantitative
Inoculum: 50-100 CFUY
Control strains Incubation Expectad Specification Results
Results
Sgccharomyces cerevisioe Merobic, 7Z2£2h Pr =2 0.7 Good growth Confarms
WDCh 00058 235+ 25°C
Asnergilius brasiliensis Aerobic, 3-5d Pn =z 0.7 Good growth Conforms
WoON 00053 23.5+£25°C
Candida albicans Aerohic, 46+ 2 h Paz=20.7 Good growth Conforms
WDCM 00054 225+ 250
Candida albicans Aerobic, 24-48 h Pr==0.7 Good growth Conforms
ATCCT 10231 3254 25°C
Batch Release
Approved
Date 25.06.2020 Signafure Cuality Control

The results reported were ohtzined at the time of release.

{D. Witagliano)

Dania Ua&g..em v

©Liofilchem® s.r.i. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Roseto degli Abruzzi {TE} Italy - Tel +39 0858530745 - Fax +39 0858930330

CaA Ref, 510103 — 6101035 - 620103 Rew. 9 of 200112015
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ANEXO N° 05: FICHA TECNICA DEL ACEITE ESENCIAL CITRUS
AURANTIFOLIA DEL LABORATORIO NUA

M0

FICHA TECNICA: ACEITE ESENCIAL DE LIMON

(Citrus Aurantifolia)

Identidad: Aceite esencizl de limon.

Parte de la planta extraida: Ciscara |pericanpio de | fruta).

Mombre botanico: Citrus limonum _Aurantifolia

Familia botanica: Rutacae.
Pais de orig=n: Par.
Cultura: Convencional.
Proceso para la obtencion: Primers prensa en frio.
Calidad: Aceite esencial definido botEnica y bioquimiemente (HEBED)
100% puro [libre de oftros soeites esenciales)
100% integral {no decolorado. no rectificado)
100% natural {sin neutralizar con moleculas sinteticas)
Presentacion: Botellas de vidrio ambar con gotero.
Fecha d= produccion: Marzo 2019,
U=zsr preferentements antes de finalizar: Marzo 2023,
Propiedades crganolepticas:
- Apariencia: bguido mawil limpido.
- Color: amarillo verdoso palide.
- Dlor: fresco, sgreadable, dulce, limonada.
Densidad: 084 -0.56
Punto de inflamacion: 45°C

Compasicion: Principales componentes bioquimicos

Monoterpenos: limoneno (67.15%), betz-pineno (13.75%). =amma-terpinens (9.04%), alfs-pineno

{2.05%). sabireno [1.63%)

Aldehidos: geranizles (1.60%)
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ANEXO 6: SECUENCIA DE FOTOGRAFIAS

Materiales Que Se Usaron Para El Desarrollo De La Investigacion

KwiK

-

C. tropicalis

o
= m
|REF| 610103

Sabouraud Dextrose
Agar
(acc. to EN ISO 11133 and USP/EPUP)
[ www liofilchem.comifu-sds

[LoT) 062220502 & 202470002
TYPCAL

A Taem 38 Dueyvee 408 Ape €3
utin{;ﬁ

Al lado izquierdo se observa los frascos con las cepas candida
albicas y candida tropicalis

En el lado derecho tenemos el frasco del agar de Sabouraud
dextrosa
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Al lado izquierdo encontramos placas Petri, matraz de 200ml,
probeta y agua destilada.

A la derecha encontramos Clorhexidina 0,12%, fluconazol de
150 mg y el aceite de limon.

Pipetas para medir las concentraciones del aceite
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Cultivando las cepas de candida albicans y tropicalis dentro de la cAmara
flujo laminar

Activacion de incubacién a 37°C a 72 horas de las cepas de candida
albicans y tropicalis.
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Seleccion de las colonias, luego se hizo la escala de Macfarlan usando un liquido
salino para ver el grado de turbidez con un valor promedio de 0,5 dentro de los

estandares y puede ser visualmente comparados, se usé hisopos estériles
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Se prepar6 en las placas Petri el agar y se paso el control de esterilidad,
para luego activar las cepas de candida Albicans y tropicalis con ayuda
de suero fisioldgico.

g V=

Se diluyo el aceite de limén con dimetilsulfoxido, para obtenerlo a diferentes
concentraciones, se prepararon los discos de papel estériles que se
colocaron en las Placas Petri ya rotuladas y activadas con las cepas de
candida albicans y tropicalis.
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Se coloco los discos de papel con las concentraciones del aceite de

limén a cada placa rotulada con las debidas concentraciones.

Terminada la colocacion de los discos de papel con las concentraciones del
aceite de limén de 10%, 25%, 50%, 75% y 100% en cada placa rotulada, se llevo

a la incubadora durante 12 y 24 horas.
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Pasado las 12 horas y 24 horas, se regreso al laboratorio para poder medir los halos
de inhibicion con una regla milimétrica o venner y la hoja de recoleccién de datos de

cada concentracion del aceite de limon que se realizo.
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Halos de inhibicion de las concentraciones 10%, 25%, 50%, 75% y 100% del aceite

Aurantifolia (limén) en 12 horas .de las cepas candida Albicans




Halos de inhibiciéon del fluconazol al 2% y la clorhexidina en 12 horas en

cepas de candida Albicans
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Halos de inhibicién del aceite Aurantifolia (limén) del 590%, 75% y 100%
del fluconazol al 2% vy clorhexidina en 24 horas. en cepas de candida

Albicans.
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Halos de inhibicién de las concentraciones 10%, 25%, 50%, 75% y 100% del

aceite Aurantifolia (limén) en 12 horas .de las cepas candida Tropicalis
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Halos de inhibicion del fluconazol al 2% y la clorhexidina en

12 horas en cepas de candida Tropicalis.

107



Halos de inhibicién del aceite Aurantifolia (limén) del 590%, 75% y 100% del

fluconazol al 2% y clorhexidina en 24 horas en cepas de candida Tropicalis
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