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RESUMEN

Las infecciones fungicas que afectan a los pies en su mayoria no responden al
tratamiento con antimicéticos, empleandose nuevas tecnologias como las
nanoparticulas de o6xido de zinc (NPs-ZnO), las que han mostrado actividad
antimicrobiana, y pueden depositarse en soportes obteniéndose materiales
funcionalizados. El cuero funcionalizado con NPs-ZnO (Cuero-NPs-ZnO) puede
ser una manera preventiva para mantener la salud de los pies y controlar la
poblacién de hongos patdgenos. Se determiné la accion del cuero-NPs-ZnO en el
control de la microbiota fungica patdégena pédica. Se recolectaron muestras de
lesiébn fungica en pies para el aislamiento de hongos, identificAndose
molecularmente. Se usaron concentraciones de 0.5, 0.75 y 1 mg/ml de NPs-ZnO
en dermatofitos y no dermatofitos, adicionalmente 2, 5, 10 y 50 mg/ml en
levaduras, y cuero funcionalizado con 0.8, 1.2 y 2 g/l de NPs-ZnO. Se aislaron
levaduras de los géneros Candida, Rhodotorula y Trichosporon, los dermatofitos
Trichophyton rubrum y T. interdigitale, y no dermatofitos de los géneros Fusarium,
Penicillium, Aspergillus, Chaetomium y Acrophialophora. Concentraciones >10
mg/ml inhibieron a Trichosporon inkin-18, Candida tropicalis-7 y C. krusei-15. Con
1 mg/ml el género Trichophyton disminuy6 su crecimiento colonial entre 46.87 y
85.75%, y en no dermatofitos fue entre 56.84 y 87.136%. Con cuero
funcionalizado, Candida tropicalis-7, C. glabrata-14 y Trichosporon inkin-18
mostraron inhibicion segun aumentdé la concentracion de NPs-ZnO, y en
dermatofitos y no dermatofitos fue con 2 g/l de NPs-ZnO. La inhibicion del
crecimiento fue directamente proporcional a la cantidad de nanoparticula
empleada, pero varié segun el tipo de hongo.

Palabras clave: Oxido de zinc, nanoparticulas, dermatofitos, cuero
funcionalizado, actividad antifangica.
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ABSTRACT

Fungal infections that affect the feet mostly do not respond to treatment with
antifungals, using new technologies such as zinc oxide nanoparticles (NPs-ZnO),
which have shown antimicrobial activity, and can be deposited on supports,
obtaining functionalized materials. Functionalized leather with NPs-ZnO (Leather-
NPs-ZnO) can be a preventive way to maintain foot health and control the
population of pathogenic fungi. The action of leather-NPs-ZnO in the control of foot
pathogenic fungal microbiota was determined. Foot fungal lesion samples were
collected for fungal isolation and molecular identification. Concentrations of 0.5,
0.75 and 1 mg/ml of ZnO-NPs were used in dermatophytes and non-
dermatophytes, additionally 2, 5, 10 and 50 mg/ml in yeasts, and functionalized
leather with 0.8, 1.2 and 2 g/l of NPs-ZnO. Yeasts of the genera Candida,
Rhodotorula and Trichosporon, the dermatophytes Trichophyton rubrum and T.
interdigitale, and non-dermatophytes of the genera Fusarium, Penicillium,
Aspergillus, Chaetomium and Acrophialophora were isolated. Concentrations >10
mg/ml inhibited Trichosporon inkin-18, Candida tropicalis-7 and C. krusei-15. With
1 mg/ml, the genus Trichophyton decreased its colonial growth between 46.87 and
85.75%, and in non-dermatophytes it was between 56.84 and 87.136%. With
functionalized leather, Candida tropicalis-7, C. glabrata-14 and Trichosporon inkin-
18 showed inhibition according to the higher concentrations of NPs-ZnO, and in
dermatophytes and non-dermatophytes it was with 2 g/l of NPs-ZnO. Growth
inhibition was directly proportional to the amount of nanoparticle used, but varied
according to the type of fungus.

Keywords: Zinc oxide, nanoparticles, dermatophytes, functionalized leather,
antifungal activity.
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INTRODUCCION

La microbiota cutanea comprende a las bacterias, arqueobacterias, hongos, virus,
y &caros, aunque varia segun la parte del cuerpo y entre individuos®. Sin
embargo, los microorganismos que habitan la piel pueden verse influenciados por
el microambiente de la piel como la humedad, ambiente sebaceo y por
caracteristicas como sexo, edad, ropa, higiene, y ocupacion del individuo®. La
microbiota fungica patégena en los pies esta compuesta principalmente por el
grupo de los dermatofitos, los cuales son adquiridos por ciertas practicas
relacionadas con mala higiene, contagio por el uso de objetos compartidos, y uso
de zapatos inadecuados, lo cual ayuda a la proliferacion de estos

microorganismos.

Las infecciones fungicas, denominadas dermatofitosis, en pies, s6lo son vistas
como un problema cosmético, sin embargo, éstas pueden ocasionar un problema
sobre la calidad de vida del paciente, especialmente cuando se tratan de micosis
cronicas como el de pie de atleta y la onicomicosis. El 70% de la poblacién es
infectada con pie de atleta en alguna etapa de su vida®, y el 50% de todas las
enfermedades producidas en las uiias son debidas a onicomicosis®, no obstante,
su incidencia no es afectada por el grupo étnico o racial®. De las micosis en pies,
la onicomicosis ademas de ser un problema cosmético, puede llevar a celulitis en

adultos mayores, o a Ulceras en el pie de pacientes con diabetes®,

La incidencia de pie de atleta es mayor en algunos grupos ocupacionales, por
ejemplo, 72% en mineros, 31% en maratonistas, 58% de soldados, mientras que
la prevalencia de onicomicosis esta en el rango del 1 al 8% en Europa y Estados
Unidos y < 1% en Africa Central y la mayoria de los paises de América Latina®.
En los paises de América Latina, la incidencia de onicomicosis y pie de atleta
varia, respectivamente en Brasil con 48.5% y 33.1%(), Chile®, 58.1% y 16.3%,

14



Colombia® 65% y 44.2%, Venezuela® 66.8% y 16.4% y en Pert®V con 54.3% vy
25%.

Los agentes etioldgicos para el pie de atleta principalmente corresponden a los
géneros Trichophyton y Epidermophyton®, siendo T. rubrum el dermatofito
predominante(”> 12, mientras que para la onicomicosis son los dermatofitos y las
levaduras®, con mayor incidencia de los integrantes del género Candida®. Por lo
tanto, es fundamental que se identifique el agente etioldgico para generar datos
de epidemiologia y para encaminar el tratamiento adecuado®.

Cuando las infecciones fungicas no han sido tratadas con antifingicos en la etapa
aguda o no se ha cumplido el tratamiento, las infecciones micéticas progresan a
cronicas, donde las terapias suelen ser prolongadas y con recidivas, y se
incrementa la dosis del tratamiento antifingico en los pacientes. Muchas veces al
no ver mejoria, el paciente se frustra, adicionado a esto, el desarrollo de
resistencia a antimicoticos y hepatoxicidad producida por el consumo prolongado
de antimicéticos™ & 13, La erradicacion de la infeccién es la clave para una
mejoria, sin embargo, en especial para la onicomicosis no es fécil lograrlo debido

a gque, es una zona no vascular y de pobre permeabilidad a drogas®).

En la actualidad es dificil controlar el crecimiento de ciertos microorganismos con
el uso de antimicrobianos convencionales, debido a que pueden poseer
resistencia, y ante este problema surge la necesidad de emplear nuevas
tecnologias para combatir las infecciones bacterianas y fungicas. Una opcién es la
nanotecnologia, que sintetiza nuevos nhanomateriales, principalmente las
nanoparticulas metalicas que representan una alternativa prometedora para
mitigar las infecciones causadas por bacterias u hongos®3 14, De esta manera, la
nanotecnologia estudia la materia a una escala nanométrica manipulando las
propiedades de una molécula, para obtener nuevas propiedades de los
materiales, pero a escala nanométrica. Por consiguiente, las nanoparticulas son

particulas cuyas dimensiones se encuentran entre 1 y 100 nanémetros (5.

Al introducirse las nanoparticulas metalicas cargadas en matrices, sean polimeros
sintéticos 0 naturales se obtienen los nanocompuestos (0 materiales

funcionalizados con nanoparticulas — término conocido como funcionalizacion)),

15



Por lo tanto, estos nanocompuestos presentaran caracteristicas fisicoquimicas
mejoradas para ser aplicados en distintos campos como el de la salud®”. Las
nanoparticulas metalicas han sido probadas de manera individual frente a
bacterias(8-20), asi como también impregnadas con otros materiales tales como
los brackets ceramicos®@Y, textiles y otros materiales, de tal manera que se inhiba

el crecimiento de bacterias(@? 23),

Existe informacion de la efectividad de las nanoparticulas metalicas®*2") y de
nanoparticulas funcionalizadas en medias para combatir dermatofitos®. En
investigaciones relacionadas a las micosis en los pies y calzado, se ha
evidenciado el uso de microcapsulas de aceite esencial de hojas de té
funcionalizadas en cuero para inhibir infecciones y mal olor en los pies®. A la
fecha, el uso de nanoparticulas funcionalizadas en cuero es incipiente®?, por lo

cual esta tecnologia en el campo médico no es conocida.

De las nanoparticulas usadas, el O6xido de zinc posee propiedades
antimicrobianas, lo cual ha sido demostrado sobre bacterias(8 19 31 32) ng
obstante, son escasas las investigaciones sobre el efecto de estas particulas y de

nanoparticulas funcionalizadas sobre dermatofitos.

Considerando que, una persona usa calzado por largas horas al dia, con factores
como la humedad, temperatura adecuada y falta de ventilacion del pie, conlleva a
que proliferen mohos, levaduras y bacterias. Adicionalmente, los hongos del pie
son dificiles de eliminar, debido probablemente al tratamiento empirico,
automedicacion, y a la disminucion de la capacidad inmune frente a este proceso
infeccioso® 33, Una alternativa para el cuidado preventivo del pie frente a la
microbiota patdgena podria ser el uso de cuero funcionalizado con nanoparticulas

como agentes antimicrobianos.

En el Perd, no se han evidenciado trabajos relacionados a esta tematica por lo
gue se planted contestar a la siguiente pregunta de investigacion: ¢Es factible
controlar la microbiota fungica patdogena pédica mediante cuero funcionalizado
con nanoparticulas de 6xido de zinc? Por lo tanto, el objetivo general de este
trabajo fue determinar la accién del cuero funcionalizado con nanoparticulas de

oxido de zinc en el control de la microbiota fungica patégena pédica. Para ello se
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utilizaron nanoparticulas de 6xido de zinc, asi como cuero funcionalizado con
nanoparticulas de 6xido se zinc, sintetizadas y producido respectivamente, en la
Universidad Nacional de Ingenieria. Ambos materiales fueron caracterizados por
técnicas de difraccién de rayos X (XRD) y microscopia electronica de barrido
(SEM).

Los objetivos especificos desarrollados han permitido el estudio de la microbiota
fungica cultivable causante micosis en los pies, identificAndose las cepas de
hongos mediante técnicas moleculares como PCR y secuenciamiento molecular,
utilizando ademas, la base de datos NCBI (Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica).

Asimismo, durante el desarrollo del experimento, se logré estandarizar una
metodologia factible de realizar en nuestro laboratorio. A través de esta técnica se
determinaron las concentraciones de nanoparticulas de Oxido de zinc que
controlan el crecimiento de los hongos patégenos aislados de los pies, y se
evaluo la actividad del cuero funcionalizado con nanoparticulas de 6xido de zinc

sobre los hongos patdgenos aislados de los pies.

La aplicacibn de nanomateriales funcionalizados en soportes como cuero, le
brinda un valor agregado, sin embargo, la busqueda de materiales que controlen
a patdégenos es incipiente sobre todo en la industria del calzado que busca crear
calzado que controle microorganismos contaminantes y patdgenos importantes en

salud.
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Il ESTADO DEL ARTE

2.1. BASES TEORICO-CIENTIFICAS
2.1.1. La microbiota fungica del pie en salud y enfermedad

La microbiota del pie, ha sido examinada desde dos aspectos, en pie
enfermo, y en pie sano. Findley et al.®9 han mostrado que la microbiota
fungica de los pies es diversa, y en personas sanas, el talon de la planta
del pie el sitio con mas hongos (riqueza media de ~80 géneros) seguido
de otros sitios del pie como los dedos del pie y la ufia de los dedos (~60
y ~40 géneros, respectivamente). De los géneros encontrados en la
planta del pie, hay representantes de Malassezia, Aspergillus,
Cryptococcus, Rhodotorula, Epicoccum, entre otros. Especies de
Candida como tropicalis, parapsilosis, y orthopsilosis, y especies de
Cryptococcus como flavus, dimennae, y diffluens, que son consideradas
como microbiota normal, son posibles patéogenos en heridas de
pacientes inmunocomprometidos. Ademas, el talon plantar, la piel de los
dedos del pie y la ufia del pie, son sitios comunes de enfermedad

fangica humana recurrente, que puede ser recalcitrante al tratamiento©4),

En el plano patologico, la microbiota fungica causante de micosis esta
representada por los dermatofitos, que causan una infeccion
denominada dermatofitosis. Los dermatofitos tienen capacidad de invadir
la piel y sus anexos, ricos en queratina, siendo clasificados en tres
géneros anamorficos, Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton(®:
%), Los dermatofitos que infectan humanos, pueden causar infeccién en
animales, se transmiten por contacto directo y pueden ocurrir en

personas de cualquier edad®?), pudiendo causar
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infecciones  crénicas, las que son dificles de resolver
espontaneamente®®, Entre las infecciones por tifia, la tifia corporis, tifia

cruris, tifa pedis y onicomicosis son los tipos mas predominantes©?).

La tifa del pie (Tinea pedis), también llamada pie de atleta, es la
infeccion de los dermatofitos en los pies, especialmente los dedos y la
region intertriginosa, siendo ésta ultima la mas frecuente. Los sintomas
de esta manifestacibn son maceracion, descamacion vy fisuras,
principalmente entre el cuarto y quinto dedo®® 37). Otra presentacion
comun es hiperqueratoésico crénico, con finas escamas en las plantas,
talones y costados del pie®®, En la tifia de las ufias (Tinea unguium), el
dermatofito invade la capa cérnea, ya sea, una infeccién subungueal
invasiva (distal y proximal) y la micotica blanca superficial (leuconiquia

trichophytica). En el ultimo, el hongo infecta la capa superficial de la

ufia@7. 35.38)

Se ha sefialado que la infeccidn fungica de los pies es comun, siendo la
prevalencia de infeccion de la ufia de los dedos (Tinea unguium) cercana
a 3%, y de la piel del pie (Tinea pedis) alrededor del 15%. De esto, el
60% de los casos son debidos a Trichophyton rubrum, 25% debido a
Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale, menos del 10% a
Epidermophyton floccosum, y alrededor del 5% de los casos es infeccion
mixta®®. Una revision realizada por Gupta et al.®, informa que en los
paises del oeste el 80-90% de los casos de onicomicosis se deben a
dermatofitos, con el 5-17% debido a levaduras y el 2-3% a hongos no
dermatofitos. En los paises del sur de Europa el 40-68% de los casos
son causados por dermatofitos, y el 21-55% a levaduras. En paises de
Asia y del Este medio, el 40-48% de los casos son debidos a
dermatofitos y el 43-46% a levaduras. Mientras que en Africa las

infecciones de onicomicosis son ocasionadas a levaduras®).
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2.1.2. La nanotecnologia

La nanotecnologia es una nueva ciencia que hace uso de los materiales
soélidos a escala hanométrica, llamadas nanoparticulas (NPs), las cuales
pueden crearse y disefiarse con caracteristicas especificas que permitan
crear productos innovadores, asi como aportar soluciones a un problema
de la sociedad® 10, Las NPs pueden ser obtenidas por varias
metodologias, ya sea fisica*® 29, quimica (sintesis asistida por el uso de
polioles)®? o bioldgica denominada sintesis verde@8 40. 41) | as
nanoparticulas inorganicas, cuya estructura exhibe nuevas y mejores
propiedades fisicas, quimicas y biologicas, es debido a su tamafio a

nanoescala, lo cual ha provocado su interés (15 42),

Cuando se aplican las nanoparticulas sobre los microrganismos, se
produce un proceso antibacteriano que, inicialmente se da a través del
contacto con la pared celular del microorganismo®®). Esto crea
interacciones electrostaticas y liberacibn de iones que alteran la
permeabilidad celular®?, facilitando la entrada de las nanoparticulas e
interfiriendo con los procesos de crecimiento celular®®, produciendo
disrupcion de la pared celular y pérdida del contenido celular®® 17, En la
Figura 1 se muestran los factores estructurales y fisicoquimicos, que
influyen y afectan la actividad de las NPs de ZnO y consecuentemente
tendran un impacto potencial sobre el mecanismo de toxicidad

resultante.

El efecto antibacteriano se realiza debido a las caracteristicas de las
nanoparticulas como son, carga de las nanoparticulas, solubilidad,
tamario, morfologia y area superficial especifica®® 27 43, y este efecto
puede verse incrementado por la dosis empleada y el tiempo de
tratamiento@”>  36).  Adicionalmente, se ha mencionado que, las
nanoparticulas exhiben una actividad no especifica, por lo que el

desarrollo de resistencia contra ellas es muy bajo@”,
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Figura 1 Correlacion entre la influencia de los parametros esenciales de
las nanoparticulas de ZnO sobre la respuesta antibacteriana (a)
y los posibles mecanismos de la actividad antibacteriana de las
NPs-ZnO (b) (Adaptado de Sirelkhatim et al.(*2).

Dobrucka, Dlugaszewska y Kaczmarek®® han demostrado, que la mayor
resistencia de los hongos hacia las nanoparticulas de ZnO, en
comparacién a las bacterias, no solo radica en las diferencias de la
estructura de la pared celular, sino que los hongos son menos sensibles
a las especies reactivas de oxigeno (ROS). Por otro lado, la histidina
muestra un efecto inhibidor sobre la toxicidad mediada por ZnO en
cultivos de C. albicans, y esto explicaria el papel que tienen las ROS en

la destruccion de C. albicans®4).

2.2. ANTECEDENTES
2.2.1. Microbiota fungica patégena del pie

Malta-Purim et al.%, observaron que la tifia del pie se diagnosticé con
mayor frecuencia entre individuos no deportistas, y la microbiota fangica
estuvo compuesta por Trichophyton rubrum (40%), Trichopyton
mentagrophytes (36.4%) y Candida spp (20%). Ilkit y Durdu®), realizan

una revisién donde exponen que ciertos grupos ocupacionales estan
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expuestos a un alto riesgo de infeccion a pie de atleta, con un 72% en
mineros, 31% en maratonistas, 58% de soldados, y de 29.5% de
personas que acuden a mezquitas. Ademas, la exposicion a traumas,
zapatos cerrados, sudor y areas comunes predisponen a que en estos

grupos se incremente la incidencia de tinea pedis.

En América del Sur, Mazza et al.*? reportaron 3966 casos de
dermatofitosis entre 2002 y 2007, en 31 municipios de Buenos Aires,
siendo tinea unguium la forma clinica mas comun (51.83%) mientras que
tinea pedis estuvo en 6.77%. La especie mas comun fue Trichophyton
rubrum (42.03%), encontrandose asociacion entre zonas urbanas y la
presencia de T. rubrum y T. mentagrophytes. En Paraguay, las
dermatofitosis estan distribuidas en tinea corporis (60%), tinea pedis
(17.3%), tinea faciei (11.1%), tinea cruris (3.2%) y con un 8.4% otras
localizaciones. Las especies mas frecuentes fueron T. rubrum (70%),
Microsporum canis (17.9%), M. gypseum (5.8%) T. mentagrophytes
(4.7%) y T. tonsurans (1.6%), observandose que en adultos predominan
las infecciones por T. rubrum (43.6%)“). Mientras que, en Valparaiso,
Chile, durante 2007-2009, se diagnosticé micosis superficial en 1004
pacientes (todas las edades), siendo la lesibn mas comun la
onicomicosis (58.1%), seguida por tinea pedis e interdigitale (16.3%).
Entre los dermatofitos, el mas predominante fue T. rubrum (78.9%), y las

especies de Candida (95.4%) predominaron en onicomicosis®).

En paises mas tropicales, como Colombia, Folleco y Gonzales®?)
informaron que entre enero de 2008 y diciembre de 2010, se
recolectaron muestras cutaneas y de ufias de 136 pacientes del Cauca,
aislandose Trichophyton interdigitale (12.5%), Trichophyton rubrum (8.8
%) y Candida albicans (7.4 %), anatbmicamente los pies (35.2 %) y la
ufla del dedo hallux (22.7 %) fueron los mas afectados. Asimismo,
Villanueva, Diaz, y Luna®, en Cali, determinaron los agentes causales
de la onicomicosis en 113 pacientes en un hospital de tercer nivel. De 56
pacientes con infeccion micotica, el 44.2 % presentd onicomicosis (distal

65 %), siendo Candida spp el agente causal en 68.9% de los pacientes.
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Del mismo modo, Sabogal et al.*”), caracterizaron la micosis en pies en
pacientes de un centro de referencia de Bogota entre 2011 y 2016. Se
incluyeron 305 pacientes, de los cuales el 82% vivian en zona urbana.
La forma clinica comun fue la micosis interdigital, y el 35 % de los casos
presentaron simultdneamente tinea pedis y onicomicosis. El 95.2% de

los aislamientos correspondi6 a dermatofitos“”).

En Brasil, Heidrich et al.(") reportaron la prevalencia de micosis durante
el periodo de 1996-2011, en un area metropolitana de Porto Alegre, en
9048 casos. La ocurrencia de dermatofitos fue de Trichophyton rubrum
(59.6%), Trichophyton interdigitale (34%), y < 2.6% para Microsporum
canis, Epidermophyton floccosum, M. gypseum y Trichophyton tonsurans
(0.9%). Tinea unguium se present6 en el 48.5% de los casos, seguida
por tinea pedis (33.1%). En Venezuela, Capote et al.(t9 realizan una
investigacion retrospectiva durante el periodo 2001-2014, en el Instituto
Nacional de Higiene de Caracas, procesando 3228 resultados. Del total
de muestras, el 34% fueron positivas, de las cuales el 79.5%
correspondié a dermatofitos, 10.9% a levaduras, 5.1% a hongos no
dermatofitos y 4.5% a Malassezia spp. EI Complejo Trichophyton rubrum
tuvo mayor prevalencia (70.1%), Complejo T. mentagrophytes (15.1%),
Microsporum canis (9.4%) y Epidermophyton floccosum (4%). La tinea
unguium se presentd en el 66.8% y la tinea pedis en 16.4% Yy tinea

capitis en 8.1%19),

En el Perq, trabajos publicados en revistas son escasos, pudiendo
mencionar el de Romero y Guevara®®), realizado en alumnos de un
colegio primario de Lima, encontraron infeccion interdigital en pies
(47%), seguida de la cara (29.4%) y el tronco (19.15%), siendo T.
mentagrophytes (48.5%) el mas aislado, seguido de T. rubrum (26.5%).
Asimismo, Flores et al.*? identificaron infecciones flungicas superficiales
en 257 pacientes de Lima y Callao, resultando que los hombres fueron
mas afectados que las mujeres (64% vs. 36%). Tinea pedis fue
observada en 62.6%, mientras que onicomicosis en 24%, y T. rubrum

fue identificado en 86 casos (59.7%)“9). Bejar et al.Y), en un estudio
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retrospectivo de 30 afios de estudio de infecciones micéticas en el
Instituto de Medicina Tropical Daniel A. Carrién, informan que las
dermatomicosis mas frecuentes, en el grupo etario de 16 a 30 afios,
entre hombres y mujeres, fueron las onicomicosis (43.6%), y los agentes
patdégenos con mayor prevalencia fueron Trichophyton rubrum (33.2%),
Candida albicans (15.3%), Candida no albicans (11.8%), Trichophyton
mentagrophytes (9.4%), y Malassezia spp (9.1%).

En diabéticos, un estudio realizado en A Corufia, mostr6 que de 19
pacientes con infeccion fungica (22.9%), el 31,6% presento tinea pedis y
el 78.9% presentd tinea unguium, mientras que 2 pacientes (10.5%)
presentaron simultaneamente ambas patologias, aunque no menciona
los microorganismos implicados®®. Con aumento de la incidencia de
infecciones por hongos, resistencia microbiana a los medicamentos
existentes (el polieno anfotericina B, y los azoles antifUngicos como
clotrimazol, econazol nitrato y fluconazol), el costo y los efectos
secundarios, hay la necesidad de un farmaco antimicético que pueda
superar todas estas limitaciones” 36 37) Una de las alternativas el uso
de la nanotecnologia, con su diversa gama de nanoparticulas metalicas,
debido a que son estructuras funcionalizables, frente a limitaciones de la

terapéutica antimicrobiana* 16),

Se han reportado infecciones en humanos causadas por hongos
oportunistas, aunque en algunas ocasiones han causado infeccion en
personas inmunocompetentes. Entre ellos se encuentra el género
Trichosporon que alberga a un grupo de levaduras que pueden causar
infecciones invasivas en pacientes inmunocomprometidos ©V. Cepas del
grupo Chaetomium causan infeccién en piel, ojos, infeccion cerebral y
peritonitis®?, mientras que C. globossum ha sido referido de producir
onicomicosis®®. Fusarium ha sido asociado principalmente a casos de
gueratitis, sin embargo, puede producir infecciones superficiales y
sistémicas®* %%, Casos de neumonia y queratitis han sido atribuidos a

especies de Achrophialophora (56 57),
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2.2.2. Control del crecimiento de dermatofitos por nanoparticulas y
nanomateriales
En la siguiente tabla, se describen los estudios que han empleado las
nanoparticulas utilizadas frente a dermatofitos y otros hongos, los cuales

han demostrado actividad, con diferentes enfoques experimentales.

Tabla 1 Accion de Nanoparticulas metélicas frente a diversos microorganismos

Autor NPs — Dosis Microorganismo Resultado

El-Diasty et ZnO T. mentagrophytes, La mayor inhibicion en la

al.2d Dosis: 5, 10, Microsporum  canis, terminacién de todos los
20, 30 and 40 Candida albicansy A. hongos testados fue
mg/ml fumigatus, aislados observada en la mas alta

de animales. concentracion de
nanoparticulas de ZnO (40
mg/ml)

Amiri et al.(®2 CuO C. albicans, C. krusei EIl valor de la MIC50 de la
Dosis: 1-1000 y C. glabrata, de NPs de CuO se determiné en
pg/mi cavidad oral 1000 ug/ml, aunque fue

menor para otras especies
microbianas cariogénicas.

Ishida et al.(*3 Ag, sintesis Candida y Gran actividad antifingica
verde. Cryptococcus contra los géneros Candida y
Dosis: 0.1 to 54 Cryptococcus, con
pg/mi concentracién minima

inhibitoria de valores < 1.68
pa/ml.

Dobrucka, Zn0, sintesis C. albicans ATCC Los valores de MIC para la

Dlugaszewska  verde. 10231. A. niger ATCC actividad antifingica estuvo

y Kaczmarek(®

Dosis: 20 a 2590

16404, T. rubrum

en el rango de 80 yM a 120

Mm ATCC 28188, y cepas MM, mientras que para
clinicas de C. bacterias fue de 20 a 120 uM
albicans

Kadhim, CuO T. rubrum CuO NPs a 100 pg/mi
Haleem, Dosis: 25, 50 y mostraron una alta inhibicion
Abbas(0) 100 pg/ml de crecimiento en T. rubrum.

George et al.??  zZnO, Ti2O Aspergillus niger, Ambas nanoparticulas de

Dosis: 12ug/mli Trichophyton, oxido de Zinc y diéxido de
Fonsecaea, A. flavus, Titanio exhibieron una
Rhizopus oryzae, actividad antifingica
Fusarium, considerable, a una
Ramichloridium concentracion de 12ug/ml,
schulzeri y contra todos los hongos
Cladosporium testados.
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...continuacioén Tabla 1

Autor NPs — Dosis Microorganismo Resultado
Ayatollahi Ag Microsporum canis, La concentracion minima
Mousavi, Dosis: 0, 40, 80, Trichophyton inhibitoria (MIC) en M. canis,
Salari, 120, 160, 170 mentagrophytes, and T. mentagrophytes y M.
Hadizadeh® and 200 pg.mL1  Microsporum gypseum fue de 200, 180 y

gypseum.

170 pg.ml?, respectivamente.
Estas cepas mostraron MIC
de 25, 100 y 50 yg.ml! para
Griseofulvina.

Pereira et al.(4%)

Ag, sintesis
biolégica.

Dosis: 0.25, 0.5,
1.0, 2.0, 25,
3.0, 35, 4.0,5.0
and 7.5 yg.mL?

Trichophyton rubrum

Las Chem-AgNP y las Bio-
AgNP (media geométrica de
MIC=1.19 y 2.89 mg.ml?,
respectivamente)  exhibieron
una inhibicién més fuerte que
el fluconazol (geométrica
media de los valores de MIC =
5.65 pg.ml?).

Lipovsky et ZnO Candida albicans El nimero de células viables
al.44) Dosis: 0.01 a 1 disminuy6 al aumentar la
mg.mL?). concentracién de ZnO. A 0,1
mg.ml? se redujo el 97,5%,
mientras que a 1 mg.ml™ se
observd una muerte casi

completa del 99,5%.
Ronévari et Agy Au, sintesis Microsporum El extracto libre de células de
al.¢o) verde. gypseum, P. rhodozyma es un material
Dosis: Trichophyton, adecuado para la sintesis de
AgNP (10 o 30 Candida AgNP y AuNP biogénicos. Las
pg/mL) Cryptococcus nanoparticulas son potentes
AuNP (10 o 30 neoformans contra los dermatofitos que
pg/mL y causan micosis cutanea y las

después 300
pg/Mi

especies de levaduras
oportunistas, y no son téxicas
para los gueratinocitos
humanos.

Son escasas las investigaciones acerca del uso de nanomateriales

empleados en calzado, y de la actividad antifingica sobre la microbiota

patogena del pie. Sin embargo, se destacan algunas investigaciones

realizadas con nanomateriales como son textiles funcionalizados con

nanoparticulas

metalicas y su
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ambientales y dermatofitos. En la siguiente Tabla se detallan esos

hallazgos.

Tabla 2 Materiales funcionalizados con Nanoparticulas y su actividad

antimicrobiana

Autor

Nanoparticula —
funcionalizacién

Microorganismos
o Situacion

Resultados

Zatcoff,
Smith,
Borkow(28)

CuO — medias

Tratamiento de

tinea pedis

En 9 dias, todos los pacientes
mostraron mejoria o resolucién del
eritema, fisuras, erupciones
vesiculares, descamacion, ardor y
picazon. A los 40 dias hubo mejoria
o resolucion de los sintomas. No se
observaron reacciones adveras al
usar calcetines impregnados con
oxido de cobre.

Bao et al.(58)

Emulsion de
poliacrilato/ZnO
en cuero

Aspergillus flavus

El didmetro de la zona de inhibicion
de la matriz de cuero acabada con
emulsion de poliacrilato y emulsion
compuesta de poliacrilato/ZnO de
tipo columna hueca fue de 39,7 mm
y 45,3 mm, respectivamente.

Liu et al.(9)

Emulsion de
poliacrilato/ZnO

Aspergillus flavus

acabado con
muestran un
comportamiento

El cuero
poliacrilato/ZnO
excelente

antimicrobiano.
Casi no habia colonias de
Aspergillus flavus creciendo en

el cuero acabado con
nanocompuestos de poliacrilato/ZnO.

Lkhagvajav
et al.é9)

Recubrimiento
de nano plata
(nAg) en cuero

E. coli, S. aureus,
Candida albicans y

Aspergillius niger

Se demostré6 que > 20 ug/cm? de
nAg en las muestras de cuero fueron
efectivas contra todos los
microorganismos  probados. Las
pruebas cuantitativas mostraron que
las muestras de cuero tratadas con
20 ug/cm? de nAg demostraron la
mayor actividad antibacteriana contra
E. coli con una eliminacion de
bacterias del 99,25%, mientras que
una concentracion de 10 ug/cm? de
nAg en el cuero fue suficiente para
exhibir el excelente porcentaje
reduccion frente a S. aureus del
99,91%.
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Aunque la tecnologia del trabajo con nanoparticulas aparentemente es
nueva, en nuestro pais dicha tecnologia solo ha sido estudiada en
textiles, por lo que es innovador probar el efecto de las nanoparticulas
de zinc funcionalizado en cuero. Con esto, se tendria una base para
futuras investigaciones en tecnologia de calzado dirigido a combatir

infecciones en pies.

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

a) Microbiota: La microbiota cutanea comprende a las bacterias,
arqueobacterias, hongos, virus, y acaros, aunque varia segun la parte

del cuerpo y entre individuos®.

b) Nanoparticulas: Por consiguiente, las nanoparticulas son particulas

cuyas dimensiones se encuentran entre 1 y 100 nanémetros®),

c) Nanomateriales: polimeros sintéticos o naturales funcionalizados con
nanoparticulas metalicas u otros. Los nanocompuestos (0 materiales
funcionalizados), poseen caracteristicas fisicoquimicas mejoradas

para ser aplicados en distintos campos como el de la salud®”.

d) Dermatofitos: Son un grupo de hongos, que causan una infeccion
denominada dermatofitosis. Los dermatofitos tienen capacidad de
invadir la piel y sus anexos, ricos en queratina, siendo clasificados en
tres géneros anamorficos, Epidermophyton, Microsporum vy
Trichophyton(@5: 36),

e) Levaduras: Son organismos eucariotas unicelulares que forman parte
de los hongos. A menudo son patdégenas y pueden causar infecciones
severas en humanos, siendo Candida albicans la levadura mas

comun de infecciones flingicas en humanos®©9,

f) Metagendmica: Es una técnica que se basa en el uso de métodos

moleculares para el estudio de la diversidad de los genomas
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microbianos. Generalmente utiliza el gen rRNA 16S para bacterias y

el gen ITS1-ITS4 para hongos(®D,

g) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Es una reaccién que

depende de reacciones de ciclaje térmico, que comprende ciclos
repetidos de calentamiento y enfriamiento. Durante estos ciclos, el
molde de DNA es desnaturalizados repetidamente y replicado

enzimaticamente®2),

h) Acido Desoxiribonucleico (DNA): Polimero organico que contiene la

)

informacion genética de los organismos, y que es transmitida de
generacion en generacion. La molécula de DNA es ampliamente
utilizada en la mayoria de aplicaciones de biologia molecular como
PCR, Southern blotting, Fingerprinting, reacciones de digestion y

secuenciamiento®?,

Primers: Secuencias cortas de DNA sintético, que contienen
secuencias complementarias al DNA molde, y junto con el buffer de
reaccion, nucledtidos (dNTPs) y enzimas polimerasa facilitan la

amplificacion selectiva y repetida(©?.

ITS: Internal transcribed spaciator, las regions ITS se encuentran
entre el DNA ribosémico (rDNA) 18S y 5.8S rDNA (referido a ITS1) y
entre el 5.8S rDNA y 28S rDNA (referido a ITS2) en el genoma
eucariota y son altamente variables. Debido a esto, proveen suficiente
informacion para la clasificacibn de microorganismos eucariotas

(hongos y levaduras) a nivel de especie®3).

k) Secuenciamiento: Es un conjunto de metodologias que permiten

decodificar los acidos nucleicos, determinando el orden de los
nucleodtidos, lo que permite la identificacion de géneros y de especies
microbianas. Es aplicable a la decodificacion de algunos genes hasta

un genoma completo®?),
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3.1.

3.2.

3.3.

Il. MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO Y DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Estudio aplicado, transversal, prospectivo, con enfoque cuantitativo,

experimental.

La hipdtesis se contrastd por el disefio factorial (cepas de hongos x

concentraciones de nanoparticulas y/o cuero funcionalizado).

POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion estuvo constituida por la Microbiota fangica patdgena de los
pies, y la muestra la constituyeron los hongos patégenos aislados de los

pies.

Se consider6 como Unidad muestral a cada Hongo que pertenece a los
géneros Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton, Candida u otro que

sea considerado como patégeno.

Cada hongo fue aislado de las zonas que presentaron lesion visible: zona
plantar, interdigital y de uiia del pie de personas mayores de 25 afios de
la ciudad de Tumbes.

METODOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

Los métodos estan referidos a la obtencion de la muestra para el
aislamiento de la microbiota fangica cultivable del piel, constituida por el
conjunto de hongos aislados, en los que se realiz6 el test.
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Si bien los sujetos de estudio son los hongos, éstos fueron obtenidos de
participantes voluntarios del estudio. A los participantes del estudio se les
explico el objetivo del estudio, asi como de la metodologia a aplicar para
obtener las muestras (principio de beneficencia). De las muestras se
obtuvo la microbiota fungica patdgena. A los participantes voluntarios se
les presento el consentimiento informado, el cual firmaron si estuvieron de
acuerdo en incluirlos en el estudio, manteniéndose la confidencialidad en

todo momento (principio de respeto por las personas) (Anexo 1).

En el estudio se incluy6 a personas mayores de 25 afios de Tumbes, con
lesion similar a micosis, que no hayan realizado la aplicacién de cremas
antifangicas por 5 dias anteriores a la toma de la muestra. No se excluyo
a aquellos que se aplicaron crema hidratante o talco. Las pruebas se
realizaron con los hongos aislados que fueron aislados de cualquiera de

las zonas del pie muestreadas, y que son clasificados como patdgenos.

No se realizé la toma de muestra a las personas que estuvieron
recibiendo medicacion, o que se colocaron crema antifangica en los pies.
Asimismo, a las personas que presentaban herida abierta o que hayan
tenido lesidén ulcerativa previa en los pies, a menores de 25 afios, y

aquellas que no desearon participar.

3.3.1. Obtencién de la muestra

Las muestras se obtuvieron de las zonas plantar, interdigital y de ufia, de
las cuales se realizo el cultivo. Cada muestra fue obtenida de manera
aséptica por hisopado, raspado®® y por cinta adhesiva®) de lesion
observable en piel, y por raspado en ufias®®. Las muestras colectadas
fueron colocadas en recipientes estériles herméticos, y transportadas a
temperatura entre 2 a 8 °C al Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias de la Salud (FCS) de la Universidad Nacional de

Tumbes.
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3.3.2.

3.3.3.

Identificacidén de los hongos cultivables

Las muestras fueron sembradas en agar sabouraud, e incubadas por 3 a
7 dias para su aislamiento. Se realiz6 la obtencion de cultivos puros para
la identificacion macroscépica y microscopica. Las cepas de hongos
fueron sembradas en tubos con agar sabouraud y luego mantenidas a
temperatura de refrigeracion (8 a 10 °C) hasta su uso. Para la
identificacion molecular se realizé la extraccion de DNA de cada cepa, y
con el DNA obtenido se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando primers para las secuencias ITS1 e ITS4, siguiendo las
condiciones de PCR segln White et al.®. Los productos de PCR fueron
secuenciados en el Laboratorio EcoBiotech de la ciudad de Truijillo, y
luego analizados con el software libre Blast Nucleotide del NCBI

(National Center for Biotechnology Information) para su identificacion.

Obtencidn de las nanoparticulas de zinc y del cuero funcionalizado

con nanoparticulas de 6xido de zinc

Las nanoparticulas, asi como el cuero funcionalizado con las
nanoparticulas fueron proporcionadas por el Dr. José Solis V., de la
Universidad Nacional de Ingenieria (UNI). Las muestras de
nanoparticulas de zinc sintetizadas y el cuero funcionalizado se
caracterizaron por DXR (Difraccion de rayos X) y microscopia electrénica
de barrido (SEM). Las muestras de cuero fueron funcionalizadas con tres
concentraciones de nanoparticulas cortadas en circulos de 1 cm de

didmetro, o en cuadrados de 1 cm?Z.

El proceso completo de funcionalizacion se llevd a cabo en el botal de
curtiembre con una velocidad de rotacién de 15 rpm. Como materia
prima se utilizd6 cuero wet-blue, y el proceso se resume en la siguiente
tabla. La caracterizacion se realiz6 por SEM y Espectroscopia de

Energia Dispersada (EDS).
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3.3.4.

Tabla 3. Proceso de funcionalizacion del cuero wet-blue con ZnO

Proceso %Peso Producto Rodar (15 rpm)
Lavado 200% Aguade 35°C 10 min
Escurrido
Neutralizado 100%  Aguade 35 °C
0.5% Formiato de sodio 20 min
Bicarbonato de ,
1% sodio (1:10) 45 min
pH=5.0
Escurrido y lavado
Recurtido 150%  Aguade 45 °C
Recurtiente
10% compacto 90 min
(Kroatan FS)
1% NP’s de ZnO
Escurrido y lavado
Engrase 150%  Agua de 65 °C
Aceite sintético .
10% (F61.46L) 45 min
Acido férmico .
0.2% (1:10) 15 min

Escurrido y lavado
Secado al aire libre

Determinacion de la actividad antifungica del éxido de zinc

La actividad anti-dermatofitos fue probada en placas de agar Sabouraud
conteniendo nanoparticulas de 6xido de zinc con concentracién final de
0.5 mg/ml, 0.75 mg/ml y 10 mg/ml. Del dermatofito de crecimiento de 5
dias, se obtuvieron esporas, y la suspension preparada tuvo una
concentracion de 1 x 10° UFC/ml (esporas), y se colocé un volumen de 5
ul de la suspension en el centro de la superficie del agar sabouraud.
Posteriormente, las placas se incubaron durante 13 dias a 32 °C, pasado
ese tiempo, se midié el didmetro de la colonia del hongo frente a un
testigo, crecido en medio de cultivo sin aplicacion de nanoparticulas®®),

Todos los experimentos se realizaron con tres réplicas.

La actividad de las nanoparticulas de 6xido de zinc frente a las levaduras
se realizd en placas con agar Sabouraud, siguiendo el método de
Parveen et al.®7), Las levaduras fueron cultivadas por 24 horas a 37 °C,
y se realizd una suspension conteniendo 1 — 3 x 108 células/ml (OD =
0.08 — 0.1, A = 620 nm). Se sembrd en toda la superficie con ayuda de

33



3.3.5.

3.4.

un hisopo estéril, y se dejo secar por 5 minutos. Con un sacabocado de
6 mm se realizaron hoyos en el agar, y se colocaron 50 ul de
nanoparticulas de ZnO a concentracion 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 5.0, 10 y 50
mg/ml. Se utiliz6 control de Fluconazol (25 ug/ml). Las placas se
incubaron por 24 a 48 horas. Se realiz6 la lectura mediante la medicion
de los halos de inhibicion, y se comparé con el producido por los discos

de antimicdticos.

Determinacion de la actividad antifungica del 6xido de zinc en

cuero

El dermatofito a una concentracién de 1 x 10° UFC/mlI, fue sembrado en
la superficie del cuero e incubado en camara humeda por 13 dias a 32
°C. La lectura se realiz6 mediante la observacion microscopica, en
estereoscopio, de crecimiento de micelio sobre el cuero®?. La prueba

fue realizada por triplicado.

Para determinar la actividad del cuero funcionalizado sobre las
levaduras, se utilizé la metodologia de Lkhagvajav et al.®9. En agar
Sabouraud se sembré una suspension de 108 levaduras/ml mediante
hisopado sobre la superficie del agar. Luego se colocaron porciones de 1
cm de didmetro del cuero funcionalizado con diferentes concentraciones
de nanoparticulas de 6xido de zinc (0.8, 1.2 y 2.0 g/l). Se incubaron por
24 a 48 horas, a 35-37 °C. Al final de ese periodo se medi6 la zona de

inhibicion. La prueba fue realizada por triplicado.

PLAN DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS.
Se emplearon pruebas estadisticas del paquete Origin 2021.
Se empled un nivel de 99% de confianza con un a=0.01 para la prueba

ANOVA, y un 95% de confianza con un a=0.05 para la prueba de Tukey.
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3.5.

Los valores de los halos de inhibicion estan expresados como promedio.

Se utiliz6 ANOVA para las diferentes concentraciones y especies de

hongos patdgenos.

PRINCIPIOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Para la investigacion de la microbiota con la cual se ha trabajado, se
obtuvieron las muestras de los participantes. El autor reconoce haber
respetado los criterios bioéticos de no maleficencia, beneficencia,
autonomia y justicia a través del consentimiento informado. Asimismo, se
respeta la confidencialidad, y los datos de identificacion de los

participantes no seran publicados.

Una vez que se identificaron los hongos, a cada participante se les remitio
el resultado o fue entregado de forma personal. Se les indicé la busqueda
de tratamiento médico, ademas se les orienté en practicas de asepsia

para evitar la multiplicacion de los hongos en los pies.
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4.1.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IDENTIFICACION DE HONGOS CULTIVABLES

Se recolectdé muestras de la zona plantar, interdigital y ufias del pie con
signos de lesion (Figura 2) de 31 participantes. Del cultivo de las
muestras en agar Sabouraud, se obtuvo el crecimiento de dermatofitos,
mohos y levaduras, sin embargo, dos muestras resultaron negativas. Del
analisis bioinformatico de las secuencias se identificaron los hongos,

utilizando la plataforma Nucleotide del NCBI.

a)

Figura 2 Zonas de lesion fungica en los pies de los participantes, a)

ufas, b) interdigital y c) zona plantar.

Las lesiones producidas por los hongos en el cuerpo humano son
diversas, y en los pies se presenta en la zona interdigital del 3¢", 4° y 5°
dedo cuya caracteristica es descamacion, maceracion y la presencia de
fisuras. En la planta, talébn y costados del pie es caracteristico la
aparicion de escamas, mientras que en las ufias se observa
engrosamiento, cambio de color hacia blanco, negro, marrén, amarillento
o morado ademas de descamacion. La presencia de lesién en algunos
casos es Unica, sin embargo, en los casos crénicos simultaneamente se

presenta tifia pedis y onicomicosis (6 mujeres 'y 11 hombres).
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De las 31 muestras, 14 provinieron de mujeres, y se aislaron 25
levaduras, 1 dermatofito y 9 mohos, mientras que 17 provinieron de

hombres aislandose 34 levaduras, 7 dermatofitos y 4 mohos.

Tabla 4 Especies de hongos aislados segun zona de la lesién en los

pies de mujeres y hombres de Tumbes, 2021

Mujeres Hombres
Lesién Especies de hongo N° cepas Especies de hongo N° cepas

Aspergillus sp 1 Acrophialophora sp. 1

Aspergillus sydowii 2 Aspergillus chavelieri 1

Aspergillus versicolor 1 Candida albicans 1

Candida krusei 1 Candida glabrata 2

%: Candida parapsilosis 2 Candida krusei 1

Candida tropicalis 1 Candida parapsilosis 2

Fusarium keratoplasticum 1 Candida tropicalis 2

Rhodotorula mucilaginosa 1 Chaetomium globosum 1

Trichophyton rubrum 1 Trichophyton interdigitale 2

Trichophyton rubrum 5

Aspergillus sp 1 Candida albicans 1

Candida glabrata 2 Candida glabrata 2

EE Candida parapsilosis 2 Candida krusei 1

E Candida tropicalis 4 Candida parapsilosis 4

f Penicillium sp 1 Candida tropicalis 2

- Trichosporon inkin 1 Trichosporon inkin 1
Trichosporon

debeurmannianum 2

Aspergillus sp 1 Candida albicans 1

_,  Candida catenulata 1 Candida glabrata 3

é Candida glabrata 2 Candida krusei 2

g Candida krusei 2 Candida metapsilosis 1

ﬁ Candida parapsilosis 2 Candida parapsilosis 2

E Candida tropicalis 4 Candida tropicalis 5

" Penicillium sp 1 Fusarium penzigii 1

Trichosporon inkin 1

En la Tabla 4 se muestran las especies de levaduras, dermatofitos y

mohos, las cuales fueron aisladas de participantes de ambos sexos. En
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total fueron aislados de ufia: 8 dermatofitos del género Trichophyton, 8
no dermatofitos de los géneros Fusarium, Aspergillus, Penicillium,
Acrophialophora y Chaetomium. De la zona plantar se aislaron 2 no
dermatofitos de los géneros Penicillium y Aspergillus, 18 levaduras del
género Candida y 4 levaduras del género Trichosporon. De la zona
interdigital se aislaron 3 no dermatofitos de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, 25 levaduras del género Candida y 1 levadura
del género Trichosporon. Asimismo, se sefiala la zona del pie de la cual
se aislaron dichas especies de hongos. La identificacion de las especies
se realizé por PCR utilizando los primers ITS1 e ITS4, y las secuencias
genéticas de cada hongo, se compararon con la base de datos del NCBI
para su identificacion (Anexo 2). Las pruebas estadisticas de ANOVA y
Tukey demostraron que hay diferencia estadistica entre las especies
aisladas, sin embargo, estas especies pueden ser aisladas de cualquiera

de las partes del pie muestreadas (Anexo 3 y Anexo 4).

La biodiversidad de hongos en las tres areas de muestreo, estuvo
dominada en el grupo de los hombres®® 49 sin embargo, muchos
factores pueden afectar la prevalencia en hombres y mujeres, como la
higiene, actividad ocupacional y la exposicion a los agentes
contaminantes®®. En relacion a los dermatofitos de las especies
Trichophyton rubrum y T. interdigitale fueron aislados solo de las ufas
(Figura 3), estos dermatofitos desarrollan en presencia de queratina
debido a que poseen actividad queratinolitica®®, y son considerados
como patdgenos por excelencia de las onicomicosis® 7: 8 10, 12,33, 49,70, 71)
ademas son agentes comunes en tinea pedis oculta en pacientes
asintomaticos(®. Trichophyton fue aislado en su gran mayoria de

onicomicosis en hombres, lo cual ha sido asociado previamente(’2),

Las levaduras se aislaron de las tres zonas del pie. Las especies de
Candida fueron aisladas mayormente de la zona interdigital (Figura 3), y
en menor proporcion de la zona plantar y de ufia. EI género Candida, asi
como los géneros Rhodotorula y Trichosporon son parte de la microbiota

del pie sano®* 5. 8) no obstante, en nuestro estudio fueron los
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patbgenos mas comunes, y de acuerdo a otras investigaciones(® 9 11. 33,
0. 1) las especies de Candida son reconocidas como agentes
etiolégicos de tinea pedis, interdigital y onicomicosis. Por otro lado, en
nuestro estudio se ha informado la presencia de Trichosporon en el pie y
zona interdigital, y aunque raramente esta implicado en onicomicosis("®
73), se propone que pudiera jugar algun rol en tifia del pie y onicomicosis.
Rhodotorula mucilaginosa fue encontrada en ufa (Figura 3, Tabla 4),
habiéndose reportado anteriormente en casos de onicomicosis en

pacientes inmunocompetentes e inmunocomprometidos. (7375

Otros géneros de hongos como Penicillium, Fusarium, Aspergillus,
Acrophialophora 'y Chaetomium también fueron aislados, vy
excepcionalmente los dos ultimos géneros se encontraron solo en las
muestras de ufia (Figura 3). Estos hongos son saprofitos o patégenos de
plantas, y son encontrados en el suelo, por lo tanto, no son agentes
comunes de las micosis en pies, principalmente de onicomicosis®¥. Se
ha reportado que los hongos no dermatofitos tiene una prevalencia del

2.3% de los casos de micosis en pies.(®

B Ufa ®Plantar Interdigital

[

Numero de cepas
ORLNWPAUIONOOWLOO

N < &
¥ (;oQ IS <& KRS

Especies de hongos

Figura 3 Especies de hongos aislados de lesiones en pie, en zona

plantar, interdigital y ufia de adultos de Tumbes.
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El género Fusarium fue aislado en ufia y en la zona interdigital, y la
onicomicosis no dermatofitica son atribuidas a especies de este
género®8 77. 78 'y son los agentes etioldgicos no dermatofitos mas
comunes de onicomicosis en América del Sur(™). Fusarium ha sido
aislado de piscinas y duchas publicas, y F. keratinoplasticum es un
patdgeno reconocido que habita en las canerias®?, y ha sido encontrado
en onicomicosis(’®. Fusarium penzigii ha sido asociado a queratitis®®¥),
sin embargo, en este estudio lo hemos encontrado en zona interdigital,
por lo cual consideramos que puede comportarse como agente
productor de micosis como se reporta a otras especies de Fusarium de
producir tifia pedis interdigital en inmunocompetentes en Senegal®D.
Asimismo, hemos aislado especies del género Aspergillus (5/21 casos)
principalmente de ufia, este dato concuerda con lo mostrado por
Bongomin et al.®2), donde reportan que en 42 estudios epidemiolégicos
los casos de onicomicosis por especies de Aspergillus varia entre <1y
35%, acrecentandose en adultos mayores. Una de las especies aislada
fue A. sydowii, el cual ha sido reportado de ocasionar onicomicosis en

un paciente HIV positivo.®3)

Penicillium fue aislado de la zona interdigital y zona plantar, aunque es
dificil de identificarlo molecularmente, por lo cual la prevalencia es baja,
se ha mostrado de estar involucrado en enfermedades de la piel y
anexos®4, y en onicomicosis su incidencia fluctiia entre 17 a 30% de los
casos®®. Los miembros del género Acrophialophora son hongos
oportunistas de rapido crecimiento, y estan distribuidos en zonas
templadas como tropicales, en la literatura no se encuentran casos de
micosis en pie producidas por este hongo, no obstante, se ha reportado
a A. fusispora en queratitis e infeccién pulmonar, mientras que a A. levis
en un caso fatal de pneumonia®® 57, Chaetomium sp. desarrolla sobre
material celulésico y es un contaminante ambiental®), y aunque se
desconoce la prevalencia en infecciones humanas debido a que la
identificacion mediante estructuras diagnosticas a menudo falla®?, este
hongo ha sido asociado a onicomicosis tanto en individuos

inmunocompetentes como inmunocomprometidos.®3)
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4.2.

4.2.1.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL OXIDO DE
ZINC

Para esta parte se realizo la obtencion de las NPs de ZnO por método
quimico, su caracterizacion por microscopia y por difraccion de rayos X,
para finalmente ser enfrentadas a levaduras y a los dermatofitos y no

dermatofitos aislados.
Obtencion y caracterizacion de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Las nanoparticulas de ZnO se sintetizaron por el método de
precipitacion rapida, utilizandose como precursor el nitrato de zinc
hexahidratado Zn(NO3)2. 6H20 al 99% de pureza (®Himedia) y como
agente precipitante el hidroxido de sodio NaOH al 99% de pureza
(®Sharlau). La temperatura de reaccion fue de 30 °C. La muestra
obtenida se sec6 a 80 °C por 24 h y luego fue molida (Figura 4) para su

posterior analisis.

Figura 4 Nanoparticulas de ZnO sintetizadas a la temperatura de 30°C.

La caracterizacion de las nanoparticulas de ZnO se realizé por la técnica

de difraccion de rayos X en un difractbmetro operado a una fuente de

radiacion de Cu ka1 (A=0.15406 nm) a 40 kV y 30 mA. El rango de la

medida fue realizado desde 5° hasta 80° (208) con un paso de 0.022

grados y un tiempo de 97.92 s por paso. Se observd la estructura
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cristalina hexagonal tipo wurtzita de las nanoparticulas de ZnO. En la
Figura 5 se muestra el espectro de difraccion de rayos X de las
nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas a 30 °C. En el difractograma
se puede observar picos bien definidos para los 4ngulos 31.86°, 34.5°,
36.35°, 47.62°, 56.69°, 62.94° y 68.03° debido a las reflexiones en los
planos (100), (002), (101), (102), (110), (103) y (112) respectivamente,

correspondientes al ZnO.(66. 86)

(101)

Intensidad (u.a)
|

(100)

(002)

(102)
(110)
(103)

20 (grados)

Figura 5 Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de ZnO.

La morfologia y distribucion de las nanoparticulas de ZnO se
caracterizaron por microscopia electronica de barrido (SEM) utilizando el
equipo Hitachi SU-8230 operado con un voltaje de aceleracién de 3 kV y
una corriente de emision de 10.5 pA. La Figura 6 muestra las imagenes
de las nanoparticulas obtenidas por el método de precipitacion a la
temperatura de reaccion de 30 °C, con un aumento de baja y alta
magnificaciéon. En la micrografia se puede observar que las
nanoparticulas presentan una morfologia semiesférica y aglomeracion

entre ellas.
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Figura 6 Micrografia de las nanoparticulas de ZnO.

4.2.2. Actividad antifangica de las NPs de ZnO

Se utilizaron 3 concentraciones de nanoparticulas 6xido de zinc (0.5,
0.75 y 1.0 mg/ml) tanto para los dermatofitos y mohos. Para las
levaduras se utilizaron las concentraciones de 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 5.0, 10
y 50 mg/ml. Para las concentraciones de 0.5 y 0.75 mg/ml todas las
levaduras fueron resistentes.

En la Figura 7 se muestra la actividad de las nanoparticulas de ZnO
sobre las levaduras (Candida spp. y Rhodotorula mucilaginosa) con su
control sin nanoparticulas de ZnO, asi como de antifungico (Fluconazol
25 pg/ml). La concentracion de nanoparticulas de ZnO que tuvo mayor
actividad inhibitoria fue la de 50 mg/ml, sin embargo, solo las cepas
Trichosporon inkin-18 y Candida krusei-15 mostraron halos de inhibicion
de 12 mm, mientras que Candida tropicalis-7 tuvo un halo de inhibicién
de 18 mm. Es importante mencionar que la actividad mostrada por la

concentracion mas alta fue menor a producida por Fluconazol, aunque
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Diametro del halo de inhibicion (mm)

M Control ZnO 1 mg/ml  MZnO 2 mg/ml ZnO 5 mg/ml  MWZnO 10 mg/ml Zn0O 50 mg/ml M Fluconazol (25 ug/ml)

35
30
25
20
15
10

las cepas T. inkin-18, C. parapsilosis-12, C. albicans-20, C. tropicalis-7 y
C. glabrata-3 solo fueron sensibles a este antimicotico (sensibilidad = 19
mm) (Anexo 5). Las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey mostraron
que existe diferencia estadistica entre la sensibilidad de C. tropicalis-7
versus Rhodotorula, T. inkin-4, C. glabrata-14, C. krusei-15, C. tropicalis-
30, C. parapsilosis-12 y C. albicans-4 y C. albicans-20, pero no existe
diferencia estadistica entre las concentraciones utilizadas (Anexo 6 y
Anexo 7).
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Especies de levaduras

Figura 7 Actividad de las nanoparticulas de ZnO sobre el crecimiento de

levaduras aisladas de lesion fangica del pie.

Dobrucka, Dlugaszewska y Kaczmarek(®® encontraron que las
nanoparticulas de ZnO presentaron actividad inhibitoria sobre cepas de
C. albicans a una concentracion de 6.5 mg mucho menor a la empleada
en este trabajo. Lipovsky et al.®¥ también han demostrado que
utilizando concentraciones de 0.1 mg/ml se ha producido un 95% de
inhibicion del crecimiento de C. albicans. Particularmente, El-Diasty et
al.®® encontraron que al utilizar 40 mg/ml se logré inhibir a levaduras de
C. albicans, este resultado es cercano al obtenido, no obstante, con

concentraciones mayores para algunas cepas. Cabe resaltar que la
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susceptibilidad segun se ha observado es independiente de la especie, y
la susceptibilidad es dependiente de la concentracion de Ila
nanoparticula®). Sin embargo, es importante mencionar que el tamafio
de la nanoparticula puede influir en su ingreso hacia el citoplasma de las
células levaduriformes® 44 'y el mecanismo de acciéon de las
nanoparticulas puede variar de acuerdo con el medio utilizado. Ademas,
Dobrucka, Dlugaszewska y Kaczmarek® han enunciado que algunos
hongos son resistentes a las NPs debido a que son menos sensibles a

las especies reactivas de oxigeno (ROS).

En la Figura 8 se observa la actividad inhibitoria de las NPs de ZnO
sobre las levaduras Trichosporon inkin-18, Candida krusei-15 y Candida
tropicalis-7 mediante la formacién de halos de inhibicion de crecimiento.

Figura 8 Actividad de las nanoparticulas de ZnO sobre el crecimiento de

(a) Candida tropicalis, (b) C. krusei, (c) Trichosporon inkin.

En la Figura 9 se observa el efecto antifiingico de las nanoparticulas de
ZnO sobre los dermatofitos y los mohos, luego de un tiempo de
incubacion de 13 dias a una temperatura de 35 °C. La concentracion de
nanoparticulas de ZnO capaz de inhibir el crecimiento fue diferente para
cada hongo, y algunas especies se mostraron mas resistentes que otras.
Sin embargo, se aprecia que el efecto de inhibicién de los dermatofitos y
mohos es dependiente de la concentracion de las nanoparticulas de
Zn0O, y se suprime el crecimiento de la colonia microbiana a medida que

se aumenta la concentracion de nanoparticula, y esto afecta las
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funciones celulares del hongo®®. La prueba estadistica de ANOVA
muestra diferencias significativas entre las especies de hongo y entre la
concentracion de nanoparticula empleada (Anexo 8). F.
keratinoplasticum presento diferencia significativa frente T. rubrum-9, T.
rubrum-28, T. rubrum-25, T. rubrum-23, T. rubrum-20 y F. penzigii, y
hubo diferencia significativa entre cada una de las concentraciones de
NP-ZnO frente al testigo, y del fluconazol frente a la concentracion de 1
mg/ml de NP-ZnO (Anexo 9).

20 m Control m0.5Zn0O m0.75 ZnO ®m 1.0 ZnO W Fluconazol (25 ug/ml)
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Figura 9 Actividad de las nanoparticulas de ZnO sobre el crecimiento de

dermatofitos y mohos

Resultado similar ha sido observado en experiencias enfrentando NPs
de ZnO con Trichophyton rubrum®® que mostr6 una actividad
fungistéatica con 6.5 mg, inhibicion del crecimiento de T. mentagrophytes,
A. fumigatus y Microsporum canis con 40 mg/mi®3, e inhibicién de
hongos ambientales como Aspergillus y Fusarium con concentracion de
12 ug/ml de NPs de ZnO®"). Es interesante apreciar que la actividad del
antimicético es inhibitoria en 6 cepas de dermatofitos, sin embargo, en
los hongos no dermatofitos no se observa inhibicion del crecimiento
colonial. Se aprecia que para Fusarium penzigii y en Chaetomium

46



globosum las nanoparticulas de ZnO tienen mejor actividad que el
antimicotico, con lo cual se corrobora que, la concentracion requerida de
nanoparticula varia en el caso de los diferentes hongos®”). La actividad
de fluconazol y anfotericina B se muestra en el Anexo 10.

En la Figura 10 se muestran fotografias del crecimiento colonial de los
dermatofitos y no dermatofitos frente a la actividad de las nanoparticulas
de ZnO. La inhibicion del crecimiento cuando se enfrenté a 1 mg/ml, fue
de 46.87 a 85.75% para las especies de Trichophyton, y para los no
dermatofitos entre un 56.84 a 87.13% (Anexo 11), y se puede apreciar
que para el caso de Fusarium keratinoplasticum y Fusarium penzigii la

coloracion de la colonia vario.

Figura 10 Susceptibilidad de dermatofitos y no dermatofitos a

concentraciones de ZnO (0, 0.5, 0.75 y 1 mg/ml). (a)
Trichophyton rubrum, (b) T. interdigitale, (c) Chaetomium
globosum, (d) Acrophialophora sp., (e) Fusarium
keratinoplasticum, (f) F. penzigii.
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4.3.

4.3.1.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL CUERO
FUNCIONALIZADO CON OXIDO DE ZINC

El cuero utilizado en esta investigacion recurtido junto a nanoparticulas
de ZnO en la Universidad Nacional de Ingenieria. Una vez obtenido el
cuero se caracterizdé por técnicas de SEM y EDS (Espectroscopia de
Energia Dispersada), asi como el enfrentamiento a levaduras y a
dermatofitos y no dermatofitos.

Obtencion y caracterizacion del cuero funcionalizado con
nanoparticulas de ZnO

En la Figura 11 se puede observar que el cuero recurtido funcionalizado
con 2% (w/w) de ZnO cambia a un color oscuro, en cambio el cuero

control presenta un color palido.

b) Parte flor y parte carne

a) Parte flory parte c

Figura 11. Aspectos de la parte flor y parte carne de los cueros sin
funcionalizar (a) y funcionalizados con NPs de ZnO (b) en la
etapa de recurtido.

En la Figura 12 se puede observar las micrografias SEM y el espectro
EDS (Espectroscopia de Energia. Dispersada) de la parte flor del cuero
recurtido sin funcionalizar y funcionalizada con 2% (w/w) de
nanoparticulas de oOxido de zinc, sintetizadas previamente a la

temperatura de reaccion de 30 °C.
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Figura 12 Micrografia parte flor recurtida (a) sin funcionalizar y (b)
funcionalizada. Espectro EDS parte flor (c) sin funcionalizar y

(d) funcionalizada.

Los andlisis SEM y EDS muestran que la parte flor del cuero presenta

una superficie rugosa con relieves, cabe sefalar que el lado flor del

cuero es parte de la capa externa de la dermis, llamada zona papilar, la
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cual esta formada por diferentes elementos como glandulas, foliculos
pilosos y fibras de colageno. En la etapa de curtido se utilizo sales de
cromo, por ello se puede observar un buen porcentaje del elemento
cromo en los espectros EDS. Ademas, debido a la composicion de las
proteinas y al recurtiente organico que se aplico, se observa también un
buen porcentaje de carbono y oxigeno en los espectros. Finalmente se
observa la presencia de zinc (con un porcentaje en masa de 9.25%) en

el cuero funcionalizado, a diferencia del cuero que esta sin funcionalizar.

En la Figura 13 se puede observar las micrografias y el espectro EDS de
la parte carne del cuero recurtido sin funcionalizar y funcionalizada con

2% (w/w) de nanoparticulas de 6xido de zinc.

La parte carne del cuero pertenece a la capa interna de la dermis,
llamada zona reticular, la cual esta formada mayormente por fibras de
colageno tal como podemos observar en las micrografias de la Figura
13. El espectro EDS de la parte carne del cuero recurtido, muestra un
buen porcentaje de cromo debido a las sales de cromo que se utilizo en
el curtido. Los elementos carbono, oxigeno y nitrégeno presentes en el
espectro son correspondientes a las proteinas de colageno y al
recurtiente. De igual manera que en la parte flor, en la parte carne del
cuero funcionalizado se observa la presencia de zinc (con un porcentaje
en masa de 3.1%) a diferencia de la parte carne del cuero sin

funcionalizar.
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4.3.2. Determinacion del efecto antifungico del cuero funcionalizado con

nanoparticulas de ZnO.

En la Figura 14 se muestra la sensibilidad presentada por las diferentes
especies de levaduras frente al cuero funcionalizado con nanoparticulas
de ZnO en concentracion de 0, 0.8, 1.2 y 2 mg. La inhibiciéon observada
en las cepas varia, sin embargo, solo se observé inhibicion creciente de
acuerdo con el aumento de concentracién de nanoparticulas de ZnO en
las especies Candida tropicalis-7, C. glabrata-14 y Trichosporon inkin-
18. El cuero control presenté mayor inhibicién para algunas levaduras, lo
que hace suponer que el tratamiento de curtido del cuero, donde se

utilizan acidos, inhibe el crecimiento de algunas levaduras.

Aunqgue el cuero control causo la formacién de halos de inhibicién, a los
4 dias de incubacion se observo crecimiento de mohos, lo que hace
suponer que cuando se realiza el proceso de curtido quedan restos de
los quimicos que pueden inhibir a ciertos hongos como las levaduras.
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Figura 14 Actividad del cuero funcionalizado con nanoparticulas de ZnO

sobre el crecimiento de especies de levaduras.
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Sin embargo, las esporas de los hongos ambientales resisten a este
proceso de curtido, y por lo tanto han desarrollado en presencia de medio
de cultivo. En la Figura 15 se aprecia que, aunque Rhodotorula
mucilaginosa fue sensible al cuero control, 0.8 y 1.2 g/l de ZnO, a las 72
horas se apreci6 crecimiento de un moho ambiental que emergié del cuero
control y funcionalizado con 0.8 g/l de ZnO. Resultado similar fue obtenido

con el cuero control en C. albicans-4.

Figura 15 Halos de inhibicibn del cuero control y funcionalizado con
nanoparticulas de ZnO en Rhodotorula mucilaginosa(12R) y C.
albicans (4Ca). Se aprecia crecimiento de hongo (flecha) a
partir del cuero control y con 0.8 g/l de nanoparticulas de ZnO.

Asimismo, se muestran graficamente el resultado para las tres especies
que mostraron sensibilidad a la concentracion 2 g/l de NPs de ZnO en
cuero funcionalizado (Figura 16).

Figura 16 Sensibilidad de Candida tropicalis (7ct), C. glabrata (14cqg) y
Trichosporon inkin (18T) al cuero funcionalizado con
nanoparticulas de ZnO.
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La prueba estadistica de ANOVA mostr6 que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el comportamiento de las especies de
levaduras frente al cuero funcionalizado, pero no hubo diferencia
significativa entre las concentraciones de nanoparticulas de ZnO del cuero
funcionalizado (Anexo 12). La prueba de Tukey determind que hubo
diferencia significativa entre la susceptibilidad de Rhodotorula mucilaginosa

con las diferentes especies de Candida y T. inkin (Anexo 13).

El enfrentamiento de cuero funcionalizado con nanoparticulas de ZnO
contra dermatofitos y no dermatofitos se realizd6 por -cuatriplicado,
empleando 4 cuadrados de 1 cm? para cada dermatofito y no dermatofito.
En los controles hubo crecimiento, sin embargo, se traté de un hongo
ambiental que crecia desde el cuero no tratado. En los tratamientos con los
hongos Trichophyton rubrum-9 y Trichophyton interdigitale-13.1, los cueros
con concentraciones de 0.8 y 1.2 g/l de NPs-ZnO, mostraron crecimiento
micelial en el 50% de las repeticiones, no obstante, correspondié al hongo
ambiental (Figura 17). En todos los tratamientos con cuero funcionalizados

no se evidencié crecimiento.

RP Zn 0.8-13-1

RPZn0.8-13-1

Figura 17 Crecimiento micelial en los tratamientos de los cueros
funcionalizados con 0.8 y 1.2 g/l de NPs-ZnO enfrentados a
los dermatofitos Trichophyton rubrum y T. interdigitale.

En la Figura 18 se muestra el efecto antimicético del cuero funcionalizado
con NPs-ZnO sobre los dermatofitos de la especie Trichophyton rubrum y
las especies de no dermatofitos Fusarium penzigii, Acrophialophora sp. y
Chaetomium sp.
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RPZn0.8-13-2 RPZn1.2-13-2 RP Zn2.0-13-2

e e MR

;,f} RP:

Figura 18 Cuero funcionalizado y su actividad frente a dermatofitos y no
dermatofitos. Las flechas rojas indican el crecimiento del hongo
en los controles (Trichophyton rubrum-19, F. penzigii-3ID,
Acrophialophora sp.-13.2 y Chaetomium sp.-17).

RPControl-17  RPZn0.8-17 Zn12-17

Los dermatofitos para su crecimiento precisan de la presencia de queratina,
debido a que estan especializados para crecer en dicho sustrato. En el
cuero recurtido y con poca concentracion de nanoparticulas, se ha
observado que desarrollan hongos ambientales, aunque este dato es
concordante a lo reportado por Bao et al, que mostré la disminucion del
crecimiento de Aspergillus flavus cuando aplic6 acabado de
poliacrilato/emulsion compuesta de ZnO columnar (0.5%) en cuero, lo cual
le dio un mejor rendimiento higiénico y antibacteriano en comparacion con
la emulsién de poliacrilato puro.©®)
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De manera similar, Liu et al.®® prepararon nanocompuestos de 6xido de
zinc a base de metacrilato de metilo y acrilato de butilo por la técnica de
polimerizacién en emulsion. Inicialmente, para mejorar la dispersion de ZnO
en medio acuoso, se usé un polimero anionico (PA30) antes del proceso de
polimerizacién. ElI tamafio del ZnO modificado con PA30 era de
aproximadamente 329,8 nm. El nanocompuesto preparado es térmicamente
estable (300 -C) y de naturaleza cristalina. EI nanocompuesto preparado
fue rociado sobre cuero y verificado para el crecimiento de hongos usando
Aspergillus flavus, al cual inhibid. Si bien esta metodologia es diferente a la
utilizada en este trabajo, Aspergillus sp. un hongo ambiental puede ser
inhibido a concentraciones mayores a 1.2 g/l de NPs de ZnO cuando estan
funcionalizadas en cuero recurtido, en cambio en la metodologia empleada
por Bao et al.®® y Liu et al.%9, también obtiene disminucion del crecimiento
empleando una emulsion de poliacrilato/Zn mediante aspersiéon dando un

acabado al cuero con formacion de una pelicula superficial.

Tratamientos con otras nanoparticulas en cuero, como el realizado por
Lkhagvajav et al®®, han mostrado que para el caso de soluciones de NPs
de Ag, cepas bacterianas como E. coli, Staphylococcus aureus, Candida
albicans y Aspergillus niger son sensibles a las concentraciones de NPs de
Ag de 10-20 pg/cm?, dado que las nanoparticulas de Ag poseen una mayor
actividad antimicrobiana aun en concentraciones muy pequefias, y esto ya

ha sido demostrado anteriormente(3. 24.41),

En nuestra experiencia, el cuero funcionalizado ha mostrado fuerte
actividad antimicrobiana contra dermatofitos, sin embargo, hay que tener en
cuenta que la actividad cambia de acuerdo a las propiedades fisico-
guimicas de las NPs de ZnO, asi como de las técnicas de funcionalizacion
del cuero. La actividad antimicética posiblemente sea similar a lo que
sucede en bacterias, donde la actividad antimicrobial de las nanoparticulas
es debido a la interaccion entre el area superficial de las nanoparticulas y
los microorganismos@®. Las NPs de ZnO son capaces de inducir la
produccion de especies activas de oxigeno (ROS) que incluye al H202, lo

cual causa un estrés oxidativo, y una vez que las NPs estan dentro de la
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célula interactian con las proteinas y los acidos nucleicos dafiando la

actividad enzimatica.(18. 27.44)

De acuerdo con el resultado de los cueros funcionalizados frente a los
dermatofitos y para algunas de las levaduras, el nivel minimo de
nanoparticulas de oxido de zinc es de 2 g/l, ha logrado inhibir el crecimiento

de hongos resistentes a fluconazol, los resultados son prometedores.
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V. CONCLUSIONES

La microbiota fungica cultivable de las lesiones fangicas fue diversa. En
las muestras de ufias se aislaron 8 dermatofitos del género
Trichophyton, 8 hongos no dermatofitos de los géneros Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Acrophialophora y Chaetomium, 12 levaduras
del género Candia y 1 levadura del género Rhodotorula. De la zona
plantar se aislaron 2 no dermatofitos de los géneros Penicillium y
Aspergillus, 18 levaduras del género Candida y 4 levaduras del género
Trichosporon. De la zona interdigital se aislaron 3 no dermatofitos de
los géneros Aspergillus, Peniillium y Fusarium, 25 levaduras del género

Candida y 1 levadura del género Trichosporon.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc en concentraciéon de 50 mg/ml
inhibieron solo a 3 especies de levaduras Trichosporon inkin-18,
Candida krusei-15 y Candida tropicalis-7, lo cual indica que
dependiendo de la especie presentan diferente sensibilidad.

El control del crecimiento de los dermatofitos y no dermatofitos es
dependiente de la concentracion de nanoparticulas de 6xido de zinc,
sin embargo, se causa mayor inhibicion del crecimiento con 1 mg/ml de
NPs-ZnO.

El cuero funcionalizado con nanoparticulas de oxido de zinc en las
concentraciones de 0.8, 1.2 y 2 g/l present6 actividad inhibitoria
creciente en tres (3/13) especies de levaduras: Candida tropicalis-7, C.
glabrata-14 y Trichosporon inkin-18 lo que estaria mostrando solo un

efecto fungistatico.
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— En cuanto a los dermatofitos y no dermatofitos, fueron inhibidos
totalmente con el cuero funcionalizado con 2 g/l de NPs-ZnO, lo que

sugiere que con esta concentracion se tiene un efecto fungicida.
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VI. RECOMENDACIONES

Probar concentraciones de NPs de ZnO mayores a 2 mg/ml de para

mohos y dermatofitos, y mayores a 50 mg/ml para levaduras.

Estandarizar metodologia para homogenizar la cantidad de NPs de ZnO

gue se funcionalizan en el cuero.

Realizar pruebas de toxicidad en cultivos celulares segiun sea la

concentracion obtenida que cause la inhibicién total de los hongos.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

P con D.N.I
.................................. , acepto, participar en la investigaciéon “Microbiota
fungica patdgena pédica y su control mediante cuero funcionalizado con
nanoparticulas de 6xido de zinc” a cargo de la MSc. Liliana Solis, y asesorado por
el Dr. Gerardo Cruz Cerro.

Este trabajo de investigacién tiene como objetivo: Evaluar la actividad de las
nanoparticulas de 6xido de zinc y de nanoparticulas de ZnO funcionalizadas en
cuero sobre la microbiota fungica patdgena aislada de los pies.

ACEPTO, a que se tomen muestras (por duplicado) de raspado-cinta de los pies,
que corresponden a las zonas de talén, interdigital, y muestra de ufia.

La informacién que se obtenga sera tratada confidencialmente por el investigador
y de su asesor, quienes garantizan el secreto y respeto a mi privacidad. Soy
consciente que el informe de la investigacibn serd publicado no siendo
mencionados los nombres de los participantes, teniendo libertad de retirar mi
consentimiento en cualquier momento y dejar de participar del estudio sin que
esto genere algun perjuicio y/o gasto. Sé que de tener dudas de mi participacion
podré aclararlas con las investigadoras. Por ultimo, declaro que después de las
aclaraciones convenientemente realizadas, consiento participar de la presente

investigacion.

Firma del participante.

Tumbes, ........ de.....cnnn. del 2021

71



ANEXO 2

Identificacion molecular de los hongos aislados

Cdédigo Nombre cientifico Fuente de Cédigo de
aislamiento referencia Blast

2u Candida parapsilosis uia MT482736.1
3U Candida parapsilosis uia OM996017.1
31D Fusarium penzigii interdigital MT348214.1
3PL Candida parapsilosis Planta del pie OM996017.1
4PL Trichosporon debeurmaniannnum  Planta del pie FJ943428.1
6IL Candida parapsilosis interdigital OM996017.1
7B Aspergillus sp. interdigital MNQ095138.1
9 Trichophyton rubrum ufa MT623559.1
11 Penicillium sp. interdigital MT606202.1
12 Aspergillus sydowii uia MT594361.1
12R Rhodotorula mucilaginosa ufa MK377029.1
13.1 Trichophyton interdigitale ufa OM951151.1
13.2 Acrophyalophora sp. uia MN889997.1
14 Aspergillus sydowii Planta del pie MT594361.1
16 Candida catenulata interdigital KY103365.1
17 Candida metapsilosis Interdigital MT444954.1
17.1 Chaetomium sp. ufa MT089953.1
18 Trichosporon inkin Planta del pie MH820086.1
19 Candida albicans interdigital MK805514.1
19u Trichophyton rubrum ufia MT623559.1
20 Trichophyton rubrum ufia MT623559.1
21 Aspergillus versicolor uia MT560203.1
22 Fusarium keratoplasticum uia MT611194.1
22PL Trichosporon inkin Planta del pie MN809448.1
234 Aspergillus chevalieri ufia MT609894.1
23 Trichophyton interdigitale uia OM951151.1
23IL Candida tropicalis interdigital MN861068.1
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Continuacion...

24
24u
25
25IL
29

Candida parapsilosis

Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichosporon inkin

Candida parapsilosis

Planta del pie
uia
uia
interdigital

Planta del pie

OM996017.1
MT623559.1
MT623559.1
MH820086.1
OM996017.1
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ANEXO 3

ANOVA TWO WAY para las especies de hongo aisladas con respecto a la

parte del pie

Overall ANOVA DF Sum of squares | Mean squares | F value P value
Especie 20 152.60319 7.63016 4.36801 | 3,62E-05
Parte del pie 2 0.79365 0.39683 0.22717 | 0,79781
Model 22 153.39683 6.97258 3.99157 | 7,23E-05
Error 40 69.87302 174683 -- --
Corrected Total 62 223.26984 - - -

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de Especies es

significativamente diferentes.

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de Partes del pie no

es significativamente diferente.
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Prueba de Tukey para las especies de hongos aisladas, y

para la parte del pie de

ANEXO 4

Especie MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig LCL UCL
C. parapsilosis Candida krusei 2,33333 | 1,07914 | 3,05783| 0,82254 0,05 0 -1,78681 6,45348
C. tropicalis Candida krusei 3,66667 | 1,07914| 4,80515| 0,13431 0,05 0 -0,45348 7,78681
C. tropicalis_C. parapsilosis 1,33333| 1,07914| 1,74733| 0,99939 0,05 0 -2,78681 5,45348
C. albicans_Candida krusei -1,33333 | 1,07914 | 1,74733| 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
C. albicans C. parapsilosis -3,66667 | 1,07914| 4,80515| 0,13431 0,05 0 -7,78681 0,45348
C. albicans C. tropicalis -5 1,07914 | 6,55248 0,00542 0,05 1 -9,12014 -0,87986
C. glabrata_Candida krusei 1,33333| 1,07914 | 1,74733| 0,99939 0,05 0 -2,78681 5,45348
C. glabrata C. parapsilosis -1 1,07914 1,3105 0,99999 0,05 0 -5,12014 3,12014
C. glabrata C. tropicalis -2,33333 | 1,07914| 3,05783| 0,82254 0,05 0 -6,45348 1,78681
C. glabrata_C. albicans 2,66667 | 1,07914 | 3,49466 | 0,63165 0,05 0 -1,45348 6,78681
C. metapsilosis Candida krusei -2 1,07914 | 2,62099 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
C. metapsilosis C. parapsilosis -4,33333 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
C. metapsilosis C. tropicalis -5,66667 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
C. metapsilosis_C. albicans -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
C. metapsilosis C. glabrata -3,33333 | 1,07914| 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
C. catenulata Candida krusei -2 1,07914| 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
C. catenulata C. parapsilosis -4,33333 | 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
C. catenulata C. tropicalis -5,66667 | 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
C. catenulata C. albicans -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
C. catenulata C. glabrata -3,33333 | 1,07914| 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
C. catenulata C. metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Rhodotorula mucilaginosa Candida
krusei -2 | 1,07914 | 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
Rhodotorula mucilaginosa C.
parapsilosis -4,33333 | 1,07914 | 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
Rhodotorula mucilaginosa C.
tropicalis -5,66667 | 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
Rhodotorula mucilaginosa C.
albicans -0,66667 | 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Rhodotorula mucilaginosa C.
glabrata -3,33333 | 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
Rhodotorula mucilaginosa C.
metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Rhodotorula mucilaginosa C.
catenulata 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Trichosporon inkin Candida krusei -1,33333 | 1,07914| 1,74733| 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
Trichosporon inkin C. parapsilosis -3,66667 1,07914| 4,80515 0,13431 0,05 0 -7,78681 0,45348
Trichosporon inkin C. tropicalis -5 1,07914 | 6,55248 0,00542 0,05 1 -9,12014 -0,87986
Trichosporon inkin C. albicans 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Trichosporon inkin C. glabrata -2,66667 1,07914 | 3,49466 0,63165 0,05 0 -6,78681 1,45348
Trichosporon inkin C. metapsilosis 0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
Trichosporon inkin C. catenulata 0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
Trichosporon inkin Rhodotorula
mucilaginosa 0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
T. debeurmannianum Candida krusei -1,66667 | 1,07914 | 2,18416 | 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
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...Continda

T. debeurmannianum C. parapsilosis -4 1,07914 | 5,24199 0,06581 0,05 0 -8,12014 0,12014
T. debeurmannianum C. tropicalis -5,33333 1,07914| 6,98931 0,00218 0,05 1 -9,45348 -1,21319
T. debeurmannianum_C. albicans -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
T. debeurmannianum C. glabrata -3 1,07914 | 3,93149 0,42397 0,05 0 -7,12014 1,12014
T. debeurmannianum C. metapsilosis 0,33333 1,07914 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. debeurmannianum_C. catenulata 0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. debeurmannianum Rhodotorula

mucilaginosa 0,33333 1,07914 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. debeurmannianum Trichosporon

inkin -0,33333 1,07914 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Trichophyton rubrum Candida krusei -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Trichophyton rubrum C. parapsilosis -2,66667 1,07914 | 3,49466 0,63165 0,05 0 -6,78681 1,45348
Trichophyton rubrum C. tropicalis -4 1,07914 | 5,24199 0,06581 0,05 0 -8,12014 0,12014
Trichophyton rubrum C. albicans 1 1,07914 1,3105 0,99999 0,05 0 -3,12014 5,12014
Trichophyton rubrum C. glabrata -1,66667 | 1,07914 | 2,18416| 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
Trichophyton rubrum C. metapsilosis 1,66667 1,07914 | 2,18416 0,99061 0,05 0 -2,45348 5,78681
Trichophyton rubrum C. catenulata 1,66667 | 1,07914| 2,18416| 0,99061 0,05 0 -2,45348 5,78681
Trichophyton rubrum Rhodotorula

mucilaginosa 1,66667 | 1,07914| 2,18416| 0,99061 0,05 0 -2,45348 5,78681
Trichophyton rubrum Trichosporon

inkin 1| 1,07914 1,3105| 0,99999 0,05 0 -3,12014 5,12014
Trichophyton rubrum T.

debeurmannianum 1,33333 1,07914| 1,74733| 0,99939 0,05 0 -2,78681 5,45348
T. interdigitale Candida krusei -1,66667 | 1,07914 | 2,18416| 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
T. interdigitale C. parapsilosis -4 | 1,07914 | 5,24199| 0,06581 0,05 0 -8,12014 0,12014
T. interdigitale C. tropicalis -5,33333 | 1,07914| 6,98931| 0,00218 0,05 1 -9,45348 -1,21319
T. interdigitale C. albicans -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
T. interdigitale C. glabrata -3 1,07914 3,93149 0,42397 0,05 0 -7,12014 1,12014
T. interdigitale C. metapsilosis 0,33333| 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. interdigitale C. catenulata 0,33333| 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. interdigitale Rhodotorula

mucilaginosa 0,33333| 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
T. interdigitale Trichosporon inkin -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
T. interdigitale T. debeurmannianum 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
T. interdigitale Trichophyton rubrum -1,33333 | 1,07914 | 1,74733| 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
Aspergillus sp Candida krusei -1,33333 1,07914 1,74733 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
Aspergillus sp C. parapsilosis -3,66667 1,07914| 4,80515 0,13431 0,05 0 -7,78681 0,45348
Aspergillus sp C. tropicalis -5 1,07914| 6,55248 0,00542 0,05 1 -9,12014 -0,87986
Aspergillus sp C. albicans 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Aspergillus sp C. glabrata -2,66667 | 1,07914 | 3,49466 | 0,63165 0,05 0 -6,78681 1,45348
Aspergillus sp C. metapsilosis 0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
Aspergillus sp _C. catenulata 0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
Aspergillus sp Rhodotorula

mucilaginosa 0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -3,45348 4,78681
Aspergillus sp Trichosporon inkin 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Aspergillus sp T. debeurmannianum 0,33333| 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Aspergillus sp Trichophyton rubrum -1 1,07914 1,3105 0,99999 0,05 0 -5,12014 3,12014
Aspergillus sp T. interdigitale 0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
A. sydowii Candida krusei -1,66667 1,07914 2,18416 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
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A. sydowii C. parapsilosis -4] 1,07914| 5,24199 | 0,06581 0,05 0 -8,12014 0,12014
A. sydowii C. tropicalis -5,33333 1,07914 6,98931 0,00218 0,05 1 -9,45348 -1,21319
A. sydowii_C. albicans -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. sydowii C. glabrata -3] 1,07914| 3,93149| 0,42397 0,05 0 -7,12014 1,12014
A. sydowii C. metapsilosis 0,33333 1,07914 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
A. sydowii C. catenulata 0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
A. sydowii Rhodotorula mucilaginosa 0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
A. sydowii Trichosporon inkin -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. sydowii T. debeurmannianum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. sydowii Trichophyton rubrum -1,33333 | 1,07914| 1,74733| 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
A. sydowii T. interdigitale 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. sydowii_Aspergillus sp -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. versicolor Candida krusei -2| 1,07914 | 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
A. versicolor C. parapsilosis -4,33333 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
A. versicolor C. tropicalis -5,66667 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
A. versicolor C. albicans -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. versicolor C. glabrata -3,33333 | 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
A. versicolor C. metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. versicolor C. catenulata 0] 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. versicolor Rhodotorula

mucilaginosa 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. versicolor Trichosporon inkin -0,66667 | 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. versicolor T. debeurmannianum -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. versicolor Trichophyton rubrum -1,66667 | 1,07914| 2,18416| 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
A. versicolor T. interdigitale -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. versicolor Aspergillus sp -0,66667 | 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. versicolor A. sydowii -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. chavelieri_Candida krusei -2 1,07914 2,62099 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
A. chavelieri C. parapsilosis -4,33333 | 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
A. chavelieri C. tropicalis -5,66667 | 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
A. chavelieri_C. albicans -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. chavelieri C. glabrata -3,33333 | 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
A. chavelieri C. metapsilosis 0] 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. chavelieri C. catenulata 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. chavelieri Rhodotorula

mucilaginosa 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
A. chavelieri Trichosporon inkin -0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. chavelieri T. debeurmannianum -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. chavelieri_Trichophyton rubrum -1,66667 | 1,07914| 2,18416 | 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
A. chavelieri T. interdigitale -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. chavelieri_Aspergillus sp -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
A. chavelieri A. sydowii -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
A. chavelieri_A. versicolor 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Penicillium sp_Candida krusei -1,66667 | 1,07914 | 2,18416 | 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
Penicillium sp C. parapsilosis -4 1,07914 | 5,24199 0,06581 0,05 0 -8,12014 0,12014
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Penicillium sp_C. tropicalis -5,33333 | 1,07914 | 6,98931| 0,00218 0,05 1 -9,45348 -1,21319
Penicillium sp C. albicans -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Penicillium sp C. glabrata -3| 1,07914 | 3,93149| 0,42397 0,05 0 -7,12014 1,12014
Penicillium sp C. metapsilosis 0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Penicillium sp C. catenulata 0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Penicillium sp Rhodotorula

mucilaginosa 0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Penicillium sp Trichosporon inkin -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Penicillium sp T. debeurmannianum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Penicillium sp T. rubrum -1,33333 | 1,07914 | 1,74733| 0,99939 0,05 0 -5,45348 2,78681
Penicillium sp T. interdigitale 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Penicillium sp Aspergillus sp -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Penicillium sp A. sydowii 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Penicillium sp A. versicolor 0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Penicillium sp A. chavelieri 0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -3,78681 4,45348
Chaetomium globosum Candida

krusei -2| 1,07914 | 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
Chaetomium globosum C.

parapsilosis -4,33333 | 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
Chaetomium globosum C. tropicalis -5,66667 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
Chaetomium globosum C. albicans -0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Chaetomium globosum C. glabrata -3,33333 1,07914| 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
Chaetomium globosum C.

metapsilosis 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Chaetomium globosum C. catenulata 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Chaetomium globosum Rhodotorula

mucilaginosa 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Chaetomium globosum Trichosporon

inkin -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Chaetomium globosum T.

debeurmannianum -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Chaetomium globosum Trichophyton

rubrum -1,66667 | 1,07914 | 2,18416 | 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
Chaetomium globosum T.

interdigitale -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Chaetomium globosum Aspergillus

sp -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Chaetomium globosum A. sydowii -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Chaetomium globosum A. versicolor 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Chaetomium globosum A. chavelieri 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Chaetomium globosum Penicillium

sp -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium keratoplasticum Candida

krusei -2| 1,07914 | 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
Fusarium keratoplasticum C.

parapsilosis -4,33333 | 1,07914 | 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
Fusarium keratoplasticum C

tropicalis -5,66667 | 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
Fusarium keratoplasticum C.

albicans -0,66667 | 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium keratoplasticum C

glabrata -3,33333 | 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
Fusarium keratoplasticum C

metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium keratoplasticum C.

catenulata 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium keratoplasticum

Rhodotorula mucilaginosa 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
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Fusarium keratoplasticum

Trichosporon inkin -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium keratoplasticum T.

debeurmannianum -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium keratoplasticum

Trichophyton rubrum -1,66667 | 1,07914 | 2,18416| 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
Fusarium keratoplasticum T.

interdigitale -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium keratoplasticum

Aspergillus sp -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium keratoplasticum A. sydowii -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium keratoplasticum A.

versicolor 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium keratoplasticum A.

chavelieri 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium keratoplasticum Penicillium

sp -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium keratoplasticum

Chaetomium globosum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii Candida krusei -2| 1,07914| 2,62099 | 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
Fusarium penzigii C. parapsilosis -4,33333 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
Fusarium penzigii C. tropicalis -5,66667 1,07914 7,42615 | 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
Fusarium penzigii C. albicans -0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium penzigii C. glabrata -3,33333 | 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
Fusarium penzigii C. metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii C. catenulata 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii Rhodotorula

mucilaginosa 0] 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii Trichosporon inkin -0,66667 | 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium penzigii T.

debeurmannianum -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium penzigii T. rubrum -1,66667 | 1,07914 | 2,18416 | 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
Fusarium penzigii T. interdigitale -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium penzigii Aspergillus sp -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Fusarium penzigii A. sydowii -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium penzigii A. versicolor 0| 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii A. chavelieri 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii Penicillium sp -0,33333 | 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Fusarium penzigii Chaetomium

globosum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Fusarium penzigii Fusarium

keratoplasticum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Candida krusei -2 1,07914 2,62099 0,94402 0,05 0 -6,12014 2,12014
Acrophialophora sp. C. parapsilosis -4,33333 1,07914| 5,67882 0,0301 0,05 1 -8,45348 -0,21319
Acrophialophora sp. C. tropicalis -5,66667 1,07914 | 7,42615| 8,54E-04 0,05 1 -9,78681 -1,54652
Acrophialophora sp. C. albicans -0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Acrophialophora sp. C. glabrata -3,33333 1,07914 | 4,36832 0,2515 0,05 0 -7,45348 0,78681
Acrophialophora sp. C. metapsilosis 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. C. catenulata 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Rhodotorula

mucilaginosa 0] 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Trichosporon

inkin -0,66667 | 1,07914 | 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Acrophialophora sp. T.

debeurmannianum -0,33333 | 1,07914 | 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Acrophialophora sp. Trichophyton

rubrum -1,66667 | 1,07914 | 2,18416| 0,99061 0,05 0 -5,78681 2,45348
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Acrophialophora sp. T. interdigitale -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Acrophialophora sp. Aspergillus sp -0,66667 1,07914| 0,87366 1 0,05 0 -4,78681 3,45348
Acrophialophora sp. A. sydowii -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Acrophialophora sp. A. versicolor 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. A. chavelieri 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Penicillium sp -0,33333 1,07914| 0,43683 1 0,05 0 -4,45348 3,78681
Acrophialophora sp. Chaetomium

globosum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Fusarium

keratoplasticum 0 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Acrophialophora sp. Fusarium

penzigii 0] 1,07914 0 1 0,05 0 -4,12014 4,12014
Parte del pie MeanDiff SEM g Value Prob Alpha | Sig LCL UCL
Plantar Ufia -0,2381| 0,40788| 0,82554| 0,82957 0,05 0 -1,23082 0,75463
Interdigital Ufia 0| 0,40788 0 1 0,05 0 -0,99273 0,99273
Interdigital Plantar 0,2381| 0,40788| 0,82554| 0,82957 0,05 0 -0,75463 1,23082

La significancia igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un

nivel de 0.05.

La significancia igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a

un nivel de 0.05.
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ANEXO 5

Actividad del Fluconazol (25 pg/ml) sobre el crecimiento de levaduras

aisladas de micosis en pies

Especie de Hongo Inhibicion del Halo de inhibicion
crecimiento (6 mm)*
(© mm)
Rhodotorula mucilaginosa 6 Resistente
Trichosporon inkin — 18 25 Sensible
T. inkin—4 18 Resistente
Candida parapsilosis — 12 20 Sensible
C. parapsilosis — 5 18.1 Sensible
C. albicans — 4 14.3 SDD
C. albicans — 20 20.1 Sensible
C. tropicalis — 7 19.8 Sensible
C. tropicalis — 30 115 Resistente
C. glabrata — 3 28.8 Sensible
C. glabrata — 14 15.3 SDD
C. krusei —1 14.4 SDD
C. krusei — 15 6 Resistente

*Segln Tapia®’): Sensible = 19 mm, Resistente < 14 mm, Sensible dosis
dependiente (SDD) 15-18 mm.
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ANEXO 6

ANOVA TWO WAY para las especies de levaduras y la concentracion de

nanoparticulas de ZnO

Overall ANOVA DF | Sum of squares | Mean squares | F value P value
Especie 12 | 290.09538 24.17462 2.95813 | 0,00214
Concentracion de| 6 1038.21692 173.03615 21.17359 | 3,73E-14
NP-ZnO

Model 18 | 1328.31231 73.79513 9.02995 | 3,58E-12
Error 72 | 588.40308 8.17226 -- --
Corrected Total 90 |1916.71538 - - -

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacién de Especies de

levaduras es significativamente diferentes

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de la concentracion

de nanoparticulas de ZnO es significativamente diferente.
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concentracién de NPs-ZnO

ANEXO 7

Prueba de Tukey para las especies de levaduras y la

Levadura MeanDiff | SEM g Value | Prob Alpha | Sig | LCL UCL

Trichosporon inkin-18 Rhodotorula mucilaginosa 3,85714 | 1,52805 | 3,5698|0,37517| 0,05| 0] -1,37858| 9,09286
Trichosporon inkin-4 Rhodotorula mucilaginosa 1,42857 | 1,52805 | 1,32215[0,99919 | 0,05| 0| -3,80715| 6,66429
Trichosporon inkin-4 Trichosporon inkin-18 -2,42857 | 1,52805 | 2,24765 | 0,92751| 0,05| O] -7,66429| 2,80715
Candida parapsilosis - 12 Rhodotorula mucilaginosa 1,42857 | 1,52805 | 1,32215(0,99919| 0,05| 0| -3,80715| 6,66429
Candida parapsilosis - 12 Trichosporon inkin-18 -2,42857 | 1,52805 | 2,24765 | 0,92751 | 0,05 0| -7,66429 | 2,80715
Candida parapsilosis - 12 Trichosporon inkin-4 0]1,52805 0 1] 0,05| 0] -5,23572| 5,23572
Candida parapsilosis - 5 Rhodotorula mucilaginosa 2,311,52805 | 2,12866 | 0,95029 | 0,05 0| -2,93572| 7,53572
Candida parapsilosis - 5 Trichosporon inkin-18 -1,65714(1,52805 | 1,4411410,99814| 0,05| 0| -6,79286| 3,67858
Candida parapsilosis - 5 Trichosporon inkin-4 0,87143 | 1,52805 | 0,80651 | 0,99999 | 0,05| 0] -4,36429| 6,10715
Candida parapsilosis - 5 Candida parapsilosis - 12 0,87143 | 1,52805 | 0,80651 | 0,99999 | 0,05| 0] -4,36429| 6,10715
Candida albicans - 4 Rhodotorula mucilaginosa 1,32857 | 1,52805 | 1,2296(0,99961| 0,05| O] -3,90715| 6,56429
Candida albicans - 4 Trichosporon inkin-18 -2,52857 [ 1,52805 | 2,3402|0,90556| 0,05 O] -7,76429| 2,70715
Candida albicans - 4 Trichosporon inkin-4 -0,1] 1,52805 | 0,09255 1] 0,05| 0] -5,33572| 5,13572
Candida albicans - 4 Candida parapsilosis - 12 -0,1 ] 1,52805 | 0,09255 1] 0,05| 0] -5,33572| 5,13572
Candida albicans - 4 Candida parapsilosis - 5 -0,97143 | 1,52805 | 0,89906 | 0,99999 | 0,05| 0| -6,20715| 4,26429
Candida albicans - 20 Rhodotorula mucilaginosa 2,15714 | 1,52805 | 1,99644 | 0,96904 | 0,05| 0] -3,07858 | 7,39286
Candida albicans - 20 Trichosporon inkin-18 -1,711,52805 | 1,57335| 0,9958| 0,05| O] -6,93572| 3,53572
Candida albicans - 20 Trichosporon inkin-4 0,72857 | 1,52805 | 0,67429 1| 0,05| 0] -4,50715| 5,96429
Candida albicans - 20 Candida parapsilosis - 12 0,72857 | 1,52805 | 0,67429 1] 0,05| 0] -4,50715| 5,96429
Candida albicans - 20 Candida parapsilosis - 5 -0,14286 | 1,52805 | 0,13221 1| 0,05| 0] -5,37858 | 5,09286
Candida albicans - 20 Candida albicans - 4 0,82857 | 1,52805 | 0,76685 1| 0,05| O] -4,40715| 6,06429
Candida tropicalis - 7 Rhodotorula mucilaginosa 7,4 11,52805 | 6,84872 4’9054 0,05 1| 2,16428 | 12,63572
Candida tropicalis - 7 Trichosporon inkin-18 3,54286 | 1,52805 | 3,27892 | 0,51164 | 0,05| 0] -1,69286 | 8,77858
Candida tropicalis - 7_Trichosporon inkin-4 5,97143 | 1,52805 | 5,52657 | 0,01212 | 0,05 1| 0,73571|11,20715
Candida tropicalis - 7 Candida parapsilosis - 12 5,97143 | 1,52805 | 5,52657 | 0,01212 | 0,05| 1| 0,73571|11,20715
Candida tropicalis - 7 Candida parapsilosis - 5 5,1]1,52805 | 4,72006 | 0,0635| 0,05/ 0] -0,13572]10,33572
Candida tropicalis - 7 Candida albicans — 4 6,07143 | 1,52805 | 5,61912 | 0,00985 | 0,05| 1| 0,83571|11,30715
Candida tropicalis - 7 Candida albicans - 20 5,24286 | 1,52805 | 4,85228 | 0,04937 | 0,05 1| 0,00714 |10,47858
Candida tropicalis - 30 Rhodotorula mucilaginosa 0,92857 [ 1,52805 | 0,8594 [ 0,99999 | 0,05| 0] -4,30715| 6,16429
Candida tropicalis - 30 Trichosporon inkin-18 -2,92857 [ 1,52805 | 2,7104|0,78025| 0,05 O] -8,16429| 2,30715
Candida tropicalis - 30 Trichosporon inkin-4 -0,5]1,52805 | 0,46275 1| 0,05| 0] -5,73572| 4,73572
Candida tropicalis - 30 Candida parapsilosis - 12 -0,5]1,52805 | 0,46275 1| 0,05| 0] -5,73572| 4,73572
Candida tropicalis - 30 Candida parapsilosis - 5 -1,37143 [ 1,52805 | 1,26926 | 0,99946 | 0,05| 0| -6,60715| 3,86429
Candida tropicalis - 30 Candida albicans - 4 -0,4]1,52805 | 0,3702 1] 005| 0] -5,63572| 4,83572
Candida tropicalis - 30 Candida albicans - 20 -1,22857{1,52805 | 1,13705|0,99982 | 0,05 O] -6,46429 | 4,00715
Candida tropicalis - 30 Candida tropicalis - 7 -6,47143 | 1,52805 | 5,98933 | 0,00418 | 0,05 1]11,70715| -1,23571
Candida glabrata - 3 Rhodotorula mucilaginosa 2,68571 | 1,52805 | 2,48564 | 0,86331| 0,05| 0] -2,55001 | 7,92144
Candida glabrata - 3 Trichosporon inkin-18 -1,17143 | 1,52805 | 1,08416 | 0,99989 | 0,05| 0] -6,40715| 4,06429
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...Continda

Candida glabrata - 3 Trichosporon inkin-4 1,25714|1,52805 | 1,16349 [ 0,99978 | 0,05| 0| -3,97858 | 6,49286
Candida glabrata - 3 Candida parapsilosis - 12 1,25714|1,52805 | 1,16349 [ 0,99978 | 0,05| 0| -3,97858 | 6,49286
Candida glabrata - 3 Candida parapsilosis - 5 0,38571 | 1,52805 | 0,35698 1| 0,05| 0] -4,85001| 5,62144
Candida glabrata - 3 Candida albicans — 4 1,35714 | 1,52805 | 1,25604 | 0,99951 | 0,05| O -3,87858 | 6,59286
Candida glabrata - 3 Candida albicans - 20 0,52857 | 1,52805 | 0,48919 1| 0,05| 0] -4,70715| 5,76429
Candida glabrata - 3 Candida tropicalis — 7 -4,71429 | 1,52805 | 4,36309 | 0,11986| 0,05| 0] -9,95001 | 0,52144
Candida glabrata - 3 Candida tropicalis - 30 1,75714 | 1,52805 | 1,62624 | 0,99434 | 0,05 0| -3,47858 | 6,99286
Candida glabrata - 14 Rhodotorula mucilaginosa 0,75714 | 1,52805 | 0,70074 1] 0,05| 0] -4,47858| 5,99286
Candida glabrata - 14 Trichosporon inkin-18 -3,1]1,52805 | 2,86906 | 0,71084 | 0,05| O] -8,33572| 2,13572
Candida glabrata - 14 Trichosporon inkin-4 -0,67143 | 1,52805 | 0,62141 1| 0,05 0| -5,90715 | 4,56429
Candida glabrata - 14 Candida parapsilosis - 12 -0,67143 | 1,52805 | 0,62141 1] 0,05| 0] -5,90715| 4,56429
Candida glabrata - 14 Candida parapsilosis - 5 -1,54286 | 1,52805 | 1,42792| 0,9983| 0,05 O] -6,77858 | 3,69286
Candida glabrata - 14 Candida albicans - 4 -0,57143 | 1,52805 | 0,52886 1] 0,05| 0] -5,80715| 4,66429
Candida glabrata - 14 Candida albicans - 20 -1,411,52805 | 1,2957|0,99934| 0,05| 0] -6,63572| 3,83572
Candida glabrata - 14 Candida tropicalis - 7 -6,64286 | 1,52805 | 6,14798 | 0,00286 | 0,05| 1]11,87858 | -1,40714
Candida glabrata - 14 Candida tropicalis - 30 -0,17143 | 1,52805 | 0,15866 1] 0,05| 0] -5,40715| 5,06429
Candida glabrata - 14 Candida glabrata - 3 -1,92857 | 1,52805 | 1,7849 |0,98736| 0,05| 0] -7,16429| 3,30715
Candida krusei - 1 Rhodotorula mucilaginosa 2,77143 | 1,52805 | 2,56497 | 0,83634 | 0,05| 0] -2,46429| 8,00715
Candida krusei - 1 Trichosporon inkin-18 -1,08571 | 1,52805 | 1,00483 | 0,99995| 0,05| 0] -6,32144 | 4,15001
Candida krusei - 1 Trichosporon inkin-4 1,34286 | 1,52805 | 1,24282 | 0,99956 | 0,05| 0| -3,89286 | 6,57858
Candida krusei - 1 Candida parapsilosis - 12 1,34286 | 1,52805 | 1,24282 | 0,99956 | 0,05| O] -3,89286 | 6,57858
Candida krusei - 1 Candida parapsilosis - 5 0,47143 | 1,52805 | 0,43631 1] 0,05| 0] -4,76429| 5,70715
Candida krusei - 1 Candida albicans — 4 1,44286 | 1,52805 | 1,33537 | 0,99911 | 0,05| 0] -3,79286 | 6,67858
Candida krusei - 1 Candida albicans — 20 0,61429 | 1,52805 | 0,56852 1| 0,05| O] -4,62144| 5,85001
Candida krusei - 1 Candida tropicalis — 7 -4,62857 | 1,52805 | 4,28376 | 0,13674 | 0,05| 0| -9,86429 | 0,60715
Candida krusei - 1 Candida tropicalis — 30 1,84286 | 1,52805 | 1,70557 | 0,99141| 0,05| O] -3,39286 | 7,07858
Candida krusei - 1 Candida glabrata — 3 0,08571 | 1,52805 | 0,07933 1| 0,05| 0] -5,15001| 5,32144
Candida krusei - 1 Candida glabrata — 14 2,01429 | 1,52805 | 1,86423 | 0,98193 | 0,05| 0] -3,22144 | 7,25001
Candida krusei - 15 Rhodotorula mucilaginosa 1,42857 | 1,52805 | 1,32215[0,99919| 0,05| 0| -3,80715| 6,66429
Candida krusei - 15 Trichosporon inkin-18 -2,42857 | 1,52805 | 2,24765 | 0,92751 | 0,05| O] -7,66429 | 2,80715
Candida krusei - 15 Trichosporon inkin-4 0| 1,52805 0 1| 0,05| 0] -5,23572| 5,23572
Candida krusei - 15 Candida parapsilosis - 12 0] 1,52805 0 1] 0,05| 0] -5,23572| 5,23572
Candida krusei - 15 Candida parapsilosis - 5 -0,87143 | 1,52805 | 0,80651 | 0,99999 | 0,05| O] -6,10715| 4,36429
Candida krusei - 15 Candida albicans — 4 0,1 |1,52805 | 0,09255 1| 0,05| 0] -5,13572| 5,33572
Candida krusei - 15 Candida albicans — 20 -0,72857 | 1,52805 | 0,67429 1| 0,05| 0] -5,96429 | 4,50715
Candida krusei - 15 Candida tropicalis — 7 -5,97143 | 1,52805 | 5,52657 | 0,01212 | 0,05 1 11,20715- -0,73571
Candida krusei - 15 Candida tropicalis - 30 0,5(1,52805 | 0,46275 1| 0,05| 0] -4,73572| 5,73572
Candida krusei - 15 Candida glabrata — 3 -1,25714{1,52805 | 1,16349 | 0,99978 | 0,05| 0| -6,49286 | 3,97858
Candida krusei - 15 Candida glabrata — 14 0,67143 | 1,52805 | 0,62141 1| 0,05| O] -4,56429| 5,90715
Candida krusei - 15 Candida krusei — 1 -1,34286 | 1,52805 | 1,24282 | 0,99956 | 0,05| 0] -6,57858 | 3,89286
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Concentracion de NPs-ZnO | MeanDiff | SEM g Value Prob Alpha | Sig |LCL UCL

10 0,92308 | 1,12128 1,16423 | 0,98176| 0,05 0| -2,47808| 4,32423

20 1] 1,12128 1,26125| 0,97269 | 0,05 0| -2,40115| 4,40115

21 0,07692 | 1,12128 0,09702 1| 0,05 0| -3,32423 3,47808

50 1,46154 | 1,12128 1,84336 | 0,84815| 0,05 0| -1,93962 4,86269

51 0,53846 | 1,12128 0,67913| 0,99903| 0,05 0| -2,86269 3,93962

52 0,46154 | 1,12128 0,58211| 0,9996| 0,05 0| -2,93962 3,86269

10 0 2| 1,12128 2,5225| 0,56321| 0,05 0| -1,40115 5,40115

10 1 1,07692 | 1,12128 1,35827 | 0,96075| 0,05 0| -2,32423 4,47808

10 2 1] 1,12128 1,26125| 0,97269| 0,05 0| -2,40115| 4,40115

10 5 0,53846 | 1,12128 0,67913 | 0,99903| 0,05 0| -2,86269 3,93962

50 0 3,23077| 1,12128 4,0748 | 0,07351| 0,05 0| -0,17039 6,63192

50 1 2,30769 | 1,12128 2,91057 | 0,38845| 0,05 0| -1,09346 5,70885

50 2 2,23077| 1,12128 2,81355| 0,43024| 0,05 0| -1,17039 5,63192

50 5 1,76923 | 1,12128 2,23144| 0,6966 | 0,05 0| -1,63192 5,17039

50 10 1,23077 | 1,12128 1,55231 | 0,92682 | 0,05 0| -2,17039 4,63192
4,45E-

Fluconazol (25 ug/ml) 0 10,71538 | 1,12128 | 13,51476 08| 0,05 1 7,31423 | 14,11654
4,86E-

Fluconazol (25 ug/ml) 1 9,79231| 1,12128| 12,35053 08| 0,05 1 6,39115| 13,19346
4,89E-

Fluconazol (25 ug/ml) 2 9,71538 | 1,12128| 12,25351 08| 0,05 1 6,31423 | 13,11654
3,16E-

Fluconazol (25 ug/ml) 5 9,25385| 1,12128| 11,67139 08| 0,05 1 5,85269 12,655
3,77E-

Fluconazol (25 ug/ml) 10 8,71538 | 1,12128| 10,99226 08| 0,05 1 5,31423 | 12,11654
1,04E-

Fluconazol (25 ug/ml) 50 7,48462 | 1,12128 9,43996 07| 0,05 1 4,08346 | 10,88577

La significancia igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un

nivel de 0.05.

La significancia igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a

un nivel de 0.05
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ANEXO 8

ANOVA TWO WAY para las especies de dermatofitos y no dermatofitos y la

concentracion de nanoparticulas de ZnO

Overall ANOVA DF | Sum of squares | Mean squares | F value P value
Especie 11 | 4058.08025 368.91639 4.06532 | 3,96E-04
Concentracion de | 4 | 10221.9569 2555.48922 28.16053 | 1,24E-11
NP-ZnO

Model 15 | 14280.0371 952.00248 10,49071 | 4,99E-10
Error 44 | 3992.87605 90.74718 -- --
Corrected Total 59 | 18272.9132 - - -

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de Especies de
dermatofitos y no dermatofitos es significativamente diferente.
A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de Concentracion de

nanoparticulas de ZnO es significativamente diferente.
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ANEXO 9

Prueba de Tukey para las especies de dermatofitos y no dermatofitos

y la concentracion de NPs-ZnO

Especie MeanDiff | SEM g Value | Prob Alpha | Sig | LCL UCL

Trichophyton rubrum-28 Trichophyton rubrum-9 0,99556 | 6,02485 | 0,23369 1| 0,05 0| -19,78493|21,77604
Trichophyton rubrum-25 Trichophyton rubrum-9 3,66222 | 6,02485 | 0,85963 | 0,99997 | 0,05 0| -17,11826 | 24,44271
Trichophyton rubrum-25 Trichophyton rubrum-28 2,66667 | 6,02485 | 0,62595 1| 0,05 0| -18,11382|23,44715
Trichophyton rubrum-24 Trichophyton rubrum-9 7,68444 | 6,02485 | 1,80377 | 0,97811| 0,05 0| -13,09604 | 28,46493
Trichophyton rubrum-24 Trichophyton rubrum-28 6,68889 | 6,02485 | 1,57008 | 0,99259 | 0,05 0 -14,0916 | 27,46938
Trichophyton rubrum-24 Trichophyton rubrum-25 4,02222 | 6,02485 | 0,94414 1 0,99993 | 0,05 0| -16,75826 | 24,80271
Trichophyton rubrum-23 Trichophyton rubrum-9 2,32889 | 6,02485 | 0,54666 1| 0,05 0 -18,4516 | 23,10938
Trichophyton rubrum-23 Trichophyton rubrum-28 1,33333 | 6,02485 | 0,31297 1| 0,05 0| -19,44715|22,11382
Trichophyton rubrum-23 Trichophyton rubrum-25 -1,33333 | 6,02485 | 0,31297 1| 0,05 0| -22,11382|19,44715
Trichophyton rubrum-23 Trichophyton rubrum-24 -5,35556 | 6,02485 | 1,25711 | 0,99892 | 0,05 0| -26,13604 | 15,42493
Trichophyton rubrum-20 Trichophyton rubrum-9 1,47111 | 6,02485 | 0,34531 1] 0,05 0| -19,30938 | 22,2516
Trichophyton rubrum-20 Trichophyton rubrum-28 0,47556 | 6,02485 | 0,11163 1| 0,05 0| -20,30493 | 21,25604
Trichophyton rubrum-20 Trichophyton rubrum-25 -2,19111 | 6,02485 | 0,51432 1| 0,05 0 -22,9716 | 18,58938
Trichophyton rubrum-20 Trichophyton rubrum-24 -6,21333 | 6,02485 | 1,45846 0,996 | 0,05 0| -26,99382 | 14,56715
Trichophyton rubrum-20 Trichophyton rubrum-23 -0,85778 | 6,02485 | 0,20135 1| 0,05 0| -21,63826|19,92271
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-9 6,88667 | 6,02485 | 1,61651 | 0,99062 | 0,05| 0| -13,89382 | 27,66715
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-28 5,89111 | 6,02485 | 1,38282 | 0,99747| 0,05| 0| -14,88938| 26,6716
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-25 3,22444 | 6,02485 | 0,75687 | 0,99999 | 0,05| 0| -17,55604 | 24,00493
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-24 -0,79778 | 6,02485 | 0,18726 1] 0,05 0| -21,57826|19,98271
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-23 4,55778 | 6,02485 | 1,06985|0,99976 | 0,05| 0] -16,22271 | 25,33826
Trichophyton rubrum-19 Trichophyton rubrum-20 5,41556 | 6,02485 | 1,27119 | 0,9988| 0,05| 0| -15,36493 | 26,19604
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-9 19,10667 | 6,02485 | 4,48491 | 0,09772| 0,05| O -1,67382 | 39,88715
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-28 | 18,11111 | 6,02485 | 4,25122 | 0,14118 | 0,05 0 -2,66938 | 38,8916
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-25 | 15,44444 | 6,02485 | 3,62527 | 0,33041| 0,05 O -5,33604 | 36,22493
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-24 | 11,42222 | 6,02485 | 2,68114 | 0,75527 | 0,05 O -9,35826 | 32,20271
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-23 | 16,77778 | 6,02485 | 3,93825 | 0,22176 | 0,05| O -4,00271 | 37,55826
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-20 | 17,63556 | 6,02485 | 4,13959 | 0,16679 | 0,05 0 -3,14493 | 38,41604
Trichophyton interdigitale Trichophyton rubrum-19 12,22 1 6,02485 | 2,8684 | 0,67263 | 0,05| O -8,56049 | 33,00049
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-9 5,73111 | 6,02485 | 1,34526 | 0,99801 | 0,05 0| -15,04938 | 26,5116
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-28 4,73556 | 6,02485 | 1,11158 | 0,99965 | 0,05| 0| -16,04493 | 2551604
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-25 2,06889 | 6,02485 | 0,48563 1] 005| O -18,7116 | 22,84938
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-24 -1,95333 | 6,02485 | 0,45851 1| 0,05 0| -22,73382|18,82715
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-23 3,40222 | 6,02485| 0,7986 |0,99999 | 0,05| 0| -17,37826 | 24,18271
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-20 4,26 | 6,02485 | 0,99995 | 0,99988 | 0,05 0| -16,52049 | 25,04049
Fusarium penzigii Trichophyton rubrum-19 -1,15556 | 6,02485 | 0,27124 1| 0,05 0| -21,93604 | 19,62493
Fusarium penzigii Trichophyton interdigitale 13,37556 | 6,02485 | 3,13964 | 0,54481 | 0,05| 0| -34,15604 | 7,40493
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-9 | 27,08444 | 6,02485 | 6,35753 | 0,00262 | 0,05 1 6,30396 | 47,86493
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-28 | 26,08889 | 6,02485 | 6,12384 | 0,00431 | 0,05 1 5,3084 | 46,86938
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-25 | 23,42222 | 6,02485 | 5,4979 | 0,01556 | 0,05 1 2,64174 | 44,20271
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...Continda

Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-24 19,4 | 6,02485 | 4,55376 | 0,08728 | 0,05 0 -1,38049 | 40,18049
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-23 | 24,75556 | 6,02485 | 5,81087 | 0,00828 | 0,05 1 3,97507 | 45,53604
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-20 | 25,61333 | 6,02485 | 6,01222 | 0,00546 | 0,05 1 4,83285 | 46,39382
Fusarium keratoplasticum Trichophyton rubrum-19 | 20,19778 | 6,02485 | 4,74102 | 0,06357 | 0,05 0 -0,568271 | 40,97826
Fusarium keratoplasticum Trichophyton

interdigitale 7,97778 | 6,02485 | 1,87262 | 0,97121 | 0,05 0| -12,80271 | 28,75826
Fusarium keratoplasticum Fusarium penzigii 21,35333 | 6,02485 | 5,01227 | 0,03922 | 0,05 1 0,57285 | 42,13382
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-9 18,66 | 6,02485 | 4,38006 | 0,11561 | 0,05 0 -2,12049 | 39,44049
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-28 17,66444 | 6,02485 | 4,14637 | 0,16514 | 0,05 0 -3,11604 | 38,44493
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-25 14,99778 | 6,02485 | 3,52043 | 0,3728 | 0,05 0 -5,78271 | 35,77826
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-24 10,97556 | 6,02485 | 2,57629 | 0,79753 | 0,05| O -9,80493 | 31,75604
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-23 16,33111 | 6,02485| 3,8334 | 0,25502 | 0,05 0 -4,44938 | 37,1116
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-20 17,18889 | 6,02485 | 4,03475 | 0,19397 | 0,05| O -3,5916 | 37,96938
Acrophialophora sp Trichophyton rubrum-19 11,77333 | 6,02485 | 2,76355 | 0,71985 | 0,05 0 -9,00715 | 32,55382
Acrophialophora sp Trichophyton interdigitale -0,44667 | 6,02485 | 0,10485 1| 0,05 0| -21,22715]20,33382
Acrophialophora sp Fusarium penzigii 12,92889 | 6,02485 | 3,0348 | 0,59461 | 0,05 0 -7,8516 | 33,70938
Acrophialophora sp Fusarium keratoplasticum -8,42444 | 6,02485 | 1,97747 | 0,95776 | 0,05 0| -29,20493 | 12,35604
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-9 8,15556 | 6,02485 | 1,91435| 0,9663| 0,05 0| -12,62493 | 28,93604
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-28 7,16 | 6,02485 | 1,68067 | 0,98724| 0,05 0| -13,62049 | 27,94049
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-25 4,49333 | 6,02485 | 1,05472 | 0,99979 | 0,05 0| -16,28715 | 25,27382
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-24 0,47111 | 6,02485 | 0,11058 1| 0,05 0| -20,30938| 21,2516
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-23 5,82667 | 6,02485 | 1,36769 | 0,9977| 0,05| 0| -14,95382 |26,60715
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-20 6,68444 | 6,02485 | 1,56904 | 0,99263 | 0,05 0| -14,09604 | 27,46493
Chaetomium globosum Trichophyton rubrum-19 1,26889 | 6,02485 | 0,29785 1| 005 O -19,5116 | 22,04938
Chaetomium globosum Trichophyton interdigitale 10,95111 | 6,02485 | 2,57055 | 0,79974| 0,05| O -31,7316 | 9,82938
Chaetomium globosum Fusarium penzigii 2,42444 | 6,02485 | 0,56909 1| 0,05| 0| -18,35604 | 23,20493
Chaetomium globosum Fusarium keratoplasticum 18,92885 6,02485 | 4,44318 | 0,10455| 0,05| 0| -39,70938 1,8516
Chaetomium globosum Acrophialophora sp 10,50444 | 6,02485 | 2,465710,83806 | 0,05| O] -31,28493]10,27604
Concentracion de NPs-ZnO | MeanDiff | SEM g Value Prob Alpha | Sig LCL UCL

050 28,44537 | 3,88903 10,34393 2,72E-08 0,05 1 -39,50617 -17,38457
0.75 0 33,56667 | 3,88903 12,20625 0 0,05 1 -44,62747 -22,50586
0.75 0.5 -5,1213 | 3,88903 1,86232 0,68234 0,05 0 -16,1821 5,93951
10 -36,8963 | 3,88903 13,41704 0 0,05 1 -47,9571 -25,83549
105 -8,45093 | 3,88903 3,07311 0,20897 0,05 0 -19,51173 2,60988
1 0.75 -3,32963 | 3,88903 1,21079 0,91114 0,05 0 -14,39043 7,73117
Fluconazol 0 25,38611 | 3,88903 9,23146 5,47E-07 0,05 1 -36,44691 -14,32531
Fluconazol 0.5 3,05926 | 3,88903 1,11248 0,93315 0,05 0 -8,00154 14,12006
Fluconazol 0.75 8,18056 | 3,88903 2,97479 0,23688 0,05 0 -2,88025 19,24136
Fluconazol 1 11,51019 | 3,88903 4,18559 0,03773 0,05 1 0,44938 22,57099

La significancia igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel de 0.05.

La significancia igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a un nivel de 0.05
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ANEXO 10

Actividad del Fluconazol (25 pug/ml) y Anfotericina B (20 pg/ml) sobre el

crecimiento de hongos dermatofitos y no dermatofitos aislados de micosis
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Para el género Trichophyton, de las ocho cepas solo 2 resultaron
resistentes a fluconazol, pero ninguna fue sensible a anfotericina B, lo cual
es similar alo encontrado por Atinbas. Sin embargo, estudios han mostrado
que fluconazol®8 8) y anfotericina B poseen poca actividad frente a T.
rubrum®, Fusarium penzigii mostré resistencia a ambos antimicoticos,
mientras que F. keratinoplasticum fue mas sensible a anfotericina B. En
estudios previos se ha demostrado que fluconazol tiene poca o nula
actividad contra Fusarium, recomendandose el uso de voriconazol,
anfotericina B, efinaconazol, micafungina, terbinafina(’® 79. Otros no

dermatofitos presentaron resistencia a ambos antifangicos.
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ANEXO 11

Inhibicion de crecimiento de hongos dermatofitos y no dermatofitos por

accion de las nanoparticulas de ZnO

Control 1 mg/ml % %
Hongo (6 mm) (6 mm) crecimiento inhibicion
Trichophyton rubrum-9 42.4 9.9 23.34 76.66
T. rubrum-28 42 10.8 25.7 74.3
T. rubrum-25 52 12.8 24.61 75.39
T. rubrum-24 60 13.7 22.83 77.17
T. rubrum-23 42 6 14.28 85.72
T. rubrum-20 42.8 9.2 21.49 78.51
T. rubrum-19 58.7 14.4 24.5 75.5
Trichophyton interdigitale 47.7 25.3 53.03 46.97
Fusarium penzigii 45 7.4 16.4 83.6
F. keratoplasticum 60 25.9 43.16 56.84
Acrophialophora sp 56.9 18 31.63 68.37
Chaetomium sp. 53.6 6.9 12.87 87.13
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ANEXO 12

ANOVA TWO WAY para las especies de levaduras el

cuero funcionalizado con noparticulas de ZnO

Overall ANOVA DF | Sum of squares | Mean squares | F value P value
Especie 12 | 801.60808 66.80067 9.08843 | 1.13E-07
Cuero 3 29.40981 9.80327 1.33376 | 0.27861
funcionalizado con

NP-ZnO

Model 15 | 831.01788 55.40119 7.5375 3.74E-07
Error 36 | 264.60269 7.35007 -- --
Corrected Total 51 | 1095.62058 -- -- --

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblaciébn de Especies de

levaduras es significativamente diferentes.

A un nivel de significancia de 0.01, la media de la poblacion de concentracion de

NP-ZnO es significativamente diferente.
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ANEXO 13

Prueba de Tukey para las especies de levaduras y el cuero

funcionalizado con NPs-ZnO

Mean
Especie de levaduras Diff SEM q Value | Prob Alpha | Sig | LCL UCL
1,08E- - -
Trichosporon inkin-18 Rhodotorula mucilaginosa | -10,975|1,91704 | 8,09634 04| 0,05 1| 17,76654 | 4,18346
6,15E- - -
Trichosporon inkin-4 R. mucilaginosa -12,811,91704 | 9,44265 06| 0,05 1| 19,59154 | 6,00846
Trichosporon inkin-4 Trichosporon inkin-18 -1,825/1,91704 | 1,34632 | 0,9988 | 0,05 0| -8,61654 | 4,96654
1,70E- - -
Candida parapsilosis - 12 R. mucilaginosa -13,625|1,91704 | 10,05126 06| 0,05 1] 20,41654 | 6,83346
Candida parapsilosis - 12 T. inkin-18 -2,65]1,91704 | 1,95492 |0,97038 | 0,05 0| -9,44154 |4,14154
Candida parapsilosis - 12 T. inkin-4 -0,825[1,91704 | 0,60861 1| 0,05 0| -7,61654 | 5,96654
1,85E- - -
Candida parapsilosis - 5 R. mucilaginosa -15,225]1,91704 | 11,23159 07| 0,05 1] 22,01654 | 8,43346
Candida parapsilosis - 5 Trichosporon inkin-18 -4,2511,91704 | 3,13526 | 0,58615| 0,05 0] 11,04154 | 2,54154
Candida parapsilosis - 5 Trichosporon inkin-4 -2,42511,91704 | 1,78894 [0,98512| 0,05 -9,21654 | 4,36654
Candida parapsilosis - 5 C. parapsilosis - 12 -1,61,91704 | 1,18033|0,99967 | 0,05 0| -8,39154 | 5,19154
5,69E- - -
Candida albicans - 4 R. mucilaginosa -12,8511,91704 | 9,47954 06| 0,05 1| 19,64154 | 6,05846
Candida albicans - 4 Trichosporon inkin-18 -1,875(1,91704 1,383210,99844 | 0,05 0| -8,66654 | 4,91654
Candida albicans - 4 Trichosporon inkin-4 -0,05(1,91704 | 0,03689 1| 0,05 0| -6,84154 | 6,74154
Candida albicans - 4 Candida parapsilosis - 12 0,775(1,91704 | 0,57172 1| 0,05 0| -6,01654 | 7,56654
Candida albicans - 4 Candida parapsilosis - 5 2,375(1,91704 | 1,75205|0,98743 | 0,05 0| -4,41654 |9,16654
2,34E- - -
Candida albicans - 20 R. mucilaginosa -15,025 | 1,91704 | 11,08405 07| 0,05 1| 21,81654 | 8,23346
Candida albicans - 20 Trichosporon inkin-18 -4,05]1,91704 | 2,98771|0,65482 | 0,05 0| 10,84154 | 2,74154
Candida albicans - 20 Trichosporon inkin-4 -2,2251,91704 1,6414 (0,99272 | 0,05 0| -9,01654 | 4,56654
Candida albicans - 20 Candida parapsilosis - 12 -1,41,91704 | 1,03279]0,99992 | 0,05 0| -8,19154 | 5,39154
Candida albicans - 20 Candida parapsilosis - 5 0,2]1,91704 | 0,14754 1| 0,05 0| -6,59154 | 6,99154
Candida albicans - 20 Candida albicans - 4 -2,175(1,91704 | 1,60451|0,99402 | 0,05 0| -8,96654 | 4,61654
2,70E- - -
Candida tropicalis - 7 Rhodotorula mucilaginosa | -13,325|1,91704 | 9,82995 06| 0,05 1| 20,11654 | 6,53346
Candida tropicalis - 7 Trichosporon inkin-18 -2,35(1,91704 | 1,73361|0,98848 | 0,05 0| -9,14154 | 4,44154
Candida tropicalis - 7 Trichosporon inkin-4 -0,525 [ 1,91704 0,3873 1| 0,05 0| -7,31654 | 6,26654
Candida tropicalis - 7 Candida parapsilosis - 12 0,3]1,91704 | 0,22131 1| 0,05 0| -6,49154 | 7,09154
Candida tropicalis - 7 Candida parapsilosis - 5 1,9/1,91704 | 1,40164 |0,99824 | 0,05 0| -4,89154 | 8,69154
Candida tropicalis - 7 Candida albicans - 4 -0,475[1,91704 | 0,35041 1| 0,05 0| -7,26654 | 6,31654
Candida tropicalis - 7 Candida albicans - 20 1,711,91704 1,2541 | 0,9994 | 0,05 0| -5,09154 | 8,49154
1,85E- - -
Candida tropicalis - 30 Rhodotorula mucilaginosa | -15,225|1,91704 | 11,23159 07| 0,05 1| 22,01654 | 8,43346
Candida tropicalis - 30 Trichosporon inkin-18 -4,2511,91704 | 3,13526 | 0,58615| 0,05 0] 11,04154 | 2,54154
Candida tropicalis - 30 Trichosporon inkin-4 -2,425(1,91704 | 1,78894|0,98512 | 0,05 0| -9,21654 | 4,36654
Candida tropicalis - 30 Candida parapsilosis - 12 -1,61,91704 | 1,18033|0,99967 | 0,05 0| -8,39154 | 5,19154
Candida tropicalis - 30 Candida parapsilosis - 5 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154 | 6,79154
Candida tropicalis - 30 Candida albicans - 4 -2,375[1,91704 | 1,75205|0,98743 | 0,05 0| -9,16654 | 4,41654
Candida tropicalis - 30 Candida albicans - 20 -0,211,91704 | 0,14754 1| 0,05 0| -6,99154 | 6,59154
Candida tropicalis - 30 Candida tropicalis - 7 -1,911,91704 | 1,40164]0,99824 | 0,05 0| -8,69154 | 4,89154
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...Continda

Candida glabrata - 3 Rhodotorula mucilaginosa -14,475]1,91704 | 10,67831 4’8257 0,05 1| 21,26654 | 7,68346
Candida glabrata - 3 Trichosporon inkin-18 -3,611,91704 | 2,58198|0,82423 | 0,05 0] 10,29154 | 3,29154
Candida glabrata - 3 Trichosporon inkin-4 -1,675/1,91704 | 1,23566 | 0,99948 | 0,05 0| -8,46654 | 5,11654
Candida glabrata - 3 Candida parapsilosis - 12 -0,85(1,91704 | 0,62705 1| 0,05 0| -7,64154 |5,94154
Candida glabrata - 3 Candida parapsilosis - 5 0,75[1,91704 | 0,55328 1| 0,05 0| -6,04154 | 7,54154
Candida glabrata - 3 Candida albicans - 4 -1,62511,91704 | 1,19877(0,99961| 0,05 0| -8,41654 | 5,16654
Candida glabrata - 3 Candida albicans - 20 0,55(1,91704 | 0,40574 1| 0,05 0| -6,24154 |7,34154
Candida glabrata - 3 Candida tropicalis - 7 -1,1511,91704 | 0,84836 |0,99999 | 0,05 0| -7,94154 | 5,64154
Candida glabrata - 3 Candida tropicalis - 30 0,75[1,91704 | 0,55328 1| 0,05 0| -6,04154 | 7,54154
Candida glabrata - 14 Rhodotorula mucilaginosa | -13,875| 1,91704 | 10,23569 1’1656 0,05 1| 20,66654 | 7,08346
Candida glabrata - 14 Trichosporon inkin-18 -2,911,91704 | 2,13935 | 0,94364 | 0,05 0| -9,69154 | 3,89154
Candida glabrata - 14 Trichosporon inkin-4 -1,075/1,91704 | 0,79304 | 0,99999 | 0,05 0| -7,86654 | 5,71654
Candida glabrata - 14 Candida parapsilosis - 12 -0,25(1,91704 | 0,18443 1| 0,05 0| -7,04154 | 6,54154
Candida glabrata - 14 Candida parapsilosis - 5 1,35]1,91704 0,9959 1 0,99994 | 0,05 0| -5,44154 | 8,14154
Candida glabrata - 14 Candida albicans - 4 -1,025[1,91704 | 0,75615 1| 0,05 0| -7,81654 | 5,76654
Candida glabrata - 14 Candida albicans - 20 1,15|1,91704 | 0,84836 | 0,99999 | 0,05 0| -5,64154|7,94154
Candida glabrata - 14 Candida tropicalis - 7 -0,565(1,91704 | 0,40574 1| 0,05 0| -7,34154 | 6,24154
Candida glabrata - 14 Candida tropicalis - 30 1,35]1,91704 0,9959 1 0,99994 | 0,05 0| -5,44154 | 8,14154
Candida glabrata - 14 Candida glabrata - 3 0,6]1,91704 | 0,44262 1| 0,05 0| -6,19154 | 7,39154
Candida krusei - 1 Rhodotorula mucilaginosa -15,225]1,91704 | 11,23159 1’8557 0,05 1| 22,01654 | 8,43346
Candida krusei - 1 Trichosporon inkin-18 -4,2511,91704 | 3,13526 | 0,58615 | 0,05 0 11,04154 2,54154
Candida krusei - 1 Trichosporon inkin-4 -2,425(1,91704 | 1,78894|0,98512 | 0,05 0| -9,21654 | 4,36654
Candida krusei - 1 Candida parapsilosis - 12 -1,61,91704 | 1,18033|0,99967 | 0,05 0| -8,39154 | 5,19154
Candida krusei - 1 Candida parapsilosis - 5 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154 | 6,79154
Candida krusei - 1 Candida albicans - 4 -2,375[1,91704 | 1,75205 | 0,98743 | 0,05 0] -9,16654 | 4,41654
Candida krusei - 1 Candida albicans - 20 -0,211,91704 | 0,14754 1| 0,05 0| -6,99154 | 6,59154
Candida krusei - 1 Candida tropicalis - 7 -1,9[1,91704 | 1,40164[0,99824 | 0,05 0| -8,69154 | 4,89154
Candida krusei - 1 Candida tropicalis - 30 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154 | 6,79154
Candida krusei - 1 Candida glabrata - 3 -0,75]1,91704 | 0,55328 1| 0,05 0| -7,54154 |6,04154
Candida krusei - 1 Candida glabrata - 14 -1,35(1,91704 0,9959 1 0,99994 | 0,05 0| -8,14154 | 5,44154
Candida krusei - 15 Rhodotorula mucilaginosa -15,225]1,91704 | 11,23159 1’8557 0,05 1| 22,01654 | 8,43346
Candida krusei - 15 Trichosporon inkin-18 -4,2511,91704 | 3,13526 | 0,58615 | 0,05 0 11,04154: 2,54154
Candida krusei - 15 Trichosporon inkin-4 -2,42511,91704 | 1,78894 | 0,98512 | 0,05 0] -9,21654 | 4,36654
Candida krusei - 15 Candida parapsilosis - 12 -1,61,91704 | 1,18033]0,99967 | 0,05 0| -8,39154 | 5,19154
Candida krusei - 15 Candida parapsilosis - 5 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154 | 6,79154
Candida krusei - 15 Candida albicans - 4 -2,375(1,91704 | 1,75205 | 0,98743 | 0,05 0| -9,16654 | 4,41654
Candida krusei - 15 Candida albicans - 20 -0,2[1,91704 | 0,14754 1| 0,05 0| -6,99154 | 6,59154
Candida krusei - 15 Candida tropicalis - 7 -1,9(1,91704 | 1,40164]0,99824| 0,05 0| -8,69154 | 4,89154
Candida krusei - 15 Candida tropicalis - 30 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154 | 6,79154
Candida krusei - 15 Candida glabrata - 3 -0,7511,91704 | 0,55328 1| 0,05 0| -7,54154 | 6,04154
Candida krusei - 15 Candida glabrata - 14 -1,35|1,91704 0,9959 | 0,99994 | 0,05 0| -8,14154 |5,44154
Candida krusei - 15 Candida krusei - 1 0]1,91704 0 1| 0,05 0| -6,79154|6,79154
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Cuero funcionalizado

con NP-ZnO MeanDiff SEM g Value Prob Alpha | Sig LCL UCL

0.8 Control -1,07692 1,06338 1,43222 0,74308 0,05 0 -3,94085 1,78701
1.2 Control -1,86923 | 1,06338 2,48593 | 0,30991 0,05 0 -4,73316 0,9947
1.2 0.8 -0,79231 1,06338 1,05371 0,87814 0,05 0 -3,65624 2,07162
2 Control -1,8| 1,06338 2,39386 | 0,34226 0,05 0 -4,66393 1,06393
208 -0,72308 | 1,06338 0,96164 | 0,90402 0,05 0 -3,58701 2,14085
212 0,06923 1,06338 0,09207 0,9999 0,05 0 -2,7947 2,93316

La significancia igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un

nivel de 0.05.

La significancia igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a

un nivel de 0.05
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ANEXO 14
INFORME TURNITIN

Microbiota fungica patogena pédica y su control mediante
cuero funcionalizado con nanoparticulas de dxido de zinc
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