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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el extracto etandlico de propdleo y nistatina para inhibir el
crecimiento in vitro en muestras de Candida albicans, Juliaca 2018.

Metodologia, Investigacion es de tipo cuantitativo, de nivel investigativo
aplicativo, el tipo de estudio es transversal, prospectivo de disefio experimental; la
muestra de n=30, luego de preparar el extracto etanolico de propéleo al 80%,
embeberlos en discos de difusion tipo Whatman N°3 , se colocaron en medios de
cultivos preparados con agar Saboraud glucosado con la siembra de Céandida
albicans a escala de turbidez de Mc farland 0.5, asi también se utiliz6 como
control a la nistatina de 100 000 Ul/ml embebido en discos de difusion; las
muestras se llevaron a la incubadora a 37° Celsius por 24 horas, se midio el
diametros del halo inhibitorio con un calibrador Pie de Rey. Resultados: el
extracto etandlico de propdleo presentd una inhibicién de crecimiento promedio de
6.67mm, con una desviacién estandar de 0.71mm, el halo inhibitorio minimo fue
de 6mm y el maximo de 8mm, por otra parte la nistatina tuvo un promedio de
15.63mm, con una desviacion estandar de 0.85 mm, el halo inhibitorio minimo fue
de 13mm y el maximo de 17mm.

Conclusiones: Al evaluar el extracto etandlico de propdleo y nistatina para inhibir
el crecimiento fungico in vitro en muestras de candida albicans, Juliaca 2018,
existe diferencia significativa.

Palabras clave: Propdleos, Nistatina, medios de cultivos, discos de difusién,

escala McFarland.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the ethanolic extract of propolis and nystatin to inhibit
growth in vitro in samples of Candida albicans, Juliaca 2018.

Methodology, Research is of quantitative type, of investigative level, the type of
study is transversal, prospective of experimental design; the sample of n = 30,
after preparing the 80% propoleo ethanol extract, embed them in Whatman No. 3
diffusion discs, were placed in culture media prepared with Saboraud glucosado
agar with the seeding of Candida albicans at the scale of Mcfarland 0.5 turbidity,
this was also used as control to 100 000 IU / ml nystatin embedded in diffusion
discs; the samples were taken to the incubator at 37 ° Celsius for 24 hours, the
diameters of the inhibitory halo were measured with a foot gauge. Results: the
ethanol extract of propolis presented an inhibition of average growth of 6.67mm,
with a standard deviation of 0.71mm, the minimum inhibitory halo was of 6mm and
the maximum of 8mm, on the other hand the nystatin had an average of 15.63mm,
with a standard deviation of 0.85 mm, the minimum inhibitory halo was 13mm and
the maximum was 17mm.

Conclusions: When assessing the ethanolic extract of propolis and nystatin to
inhibit fungal growth in vitro in samples of candida albicans, Juliaca 2018, there is
a significant difference.

Key words: Propolis, Nystatin, culture media, diffusion discs, McFarland scale
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INTRODUCCION

La Candidiasis bucal causada por la Candida albicans comunmente se observa
en el infante, adulto mayor, pacientes inmunocomprometidos y puede ser
dolorosa, interfiriendo con el proceso de alimentacion, si persiste mas de dos
semanas necesita tratamiento. Clinicamente se caracteriza por presentarse como
una placa blanda y blanca en la boca, debajo de este material puede estar
enrojecida aumentando la lesién; el odontélogo casi siempre puede diagnosticar
esta lesion bucal ayudada de la evaluacion microscépica de una muestra bucal y
el cultivo de las lesiones bucales, para el tratamiento de la Candidiasis bucal se
dispone de colutorios, antimicoticos especificos y/o sistémicos. La disponibilidad
de estos medicamentos se ha visto limitado en ciertas sociedades, lo que ha
estimulado a la busqueda de alternativas en los productos naturales con
propiedades medicinales, con los trabajos investigativos se garantiza su
produccion de preparados que posteriormente se adquieren por la poblacién.

Este trabajo presenta y expone el problema de investigacién y justifica su
importancia y limitaciones del estudio, respaldado con antecedentes
internacionales y nacionales con bases tedricas actualizadas en el tema a tratar
explicando la metodologia, especificando el método de discos de difusion en agar,
con 30 muestra de candida albicans en placas petry, técnicas de recoleccion de
datos en una ficha especifica, asi también presentando los resultados de
formacion de halos de inhibicién correspondiente, exponiendo luego la discusion
con los antecedentes citados de investigaciones anteriores que constan en este

estudio y finalmente mostrando las conclusiones y recomendaciones del presente.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién de la Realidad Problematica

Las enfermedades provocadas por hongos han incrementado su frecuencia y su
importancia clinica, a causa del aumento del uso de drogas inmunosupresoras
potentes en trasplantes, en terapia anticancerosa y por la aparicion de infecciones
virales que causan inmunodeficiencia (1). Se presenta una revision de la literatura
actualizada de una de las enfermedades mas frecuentes de la mucosa bucal y la
afeccion micotica ma&s comun en esta localizacion: la Candidiasis
Seudomembranosa aguda de la mucosa bucal asociada a la infancia y la
ancianidad; donde se realizaron estudios con el Propoleo en diferentes
microorganismos en el campo de medicina y veterinaria habiendo pocos estudios
en el area de Estomatologia pero realizados en su mayoria en otros paises y con

Propbleos obtenidos de una regidn propia de cada pais; sin tomar en
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consideracion relevante a la Candida albicans principal representante de la
micosis oral. Por esto en el presente estudio se considera a este producto
comparandolo con la Nistatina farmaco convencional para tratar infecciones por
hongos en la cavidad bucal, con la finalidad de encontrar resultados sean
positivos 0 negativos.

Mencionamos ademas que existen poblaciones aisladas del medio urbano sin
alcance de los medicamentos convencionales y estas son descritas como
inequidades en salud oral, estando principalmente asociadas a nivel socio-
econdémico y grupo étnico. (14)

La presente investigacion tiene importancia tedrica ya que definira la eficacia de
estos anti fungicos de compuestos naturales, ademas contribuird socialmente a
las poblaciones aisladas fuera del ambito urbano, reduciendo el costo del
tratamiento ya que estos productos estaran al alcance de las personas aportando
en mejorar su calidad de Vida. (8)

El propdsito del presente estudio es determinar la eficacia de la evaluacion del
Extracto Etanolico de Propoleo en comparacion con la nistatina para inhibir el

crecimiento Fungico in vitro de muestras de Candida Albicans, Juliaca 2018.

1.2. Formulacién del Problema

¢, Cual sera el resultado de la evaluacion del extracto etandlico de Propoleo y
nistatina para inhibir el crecimiento in vitro en muestras de Candida albicans,

Juliaca - 20187
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1.2.1. Problemas General

¢, Cual sera el resultado de la evaluacion del extracto etandlico de Propoleo y

nistatina para inhibir el crecimiento in vitro en muestras de Céndida albicans,

Juliaca - 20187

1.2.2. Problemas Especificos

e ¢ CbOmo serd la inhibicion del crecimiento fungico de la Nistatina después de

la intervencion?

e Como sera la inhibicion del crecimiento fangico en el grupo del extracto

etandlico de propdleo después de la intervencion?

1.3. Objetivos de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el extracto etandlico de propdleo y nistatina para inhibir el crecimiento in

vitro en muestras de Candida albicans, Juliaca - 2018.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar la inhibicion del crecimiento fungico de la Nistatina después de

la intervencion.

15



e Determinar la inhibicién del crecimiento fungico en el grupo del Extracto

etandlico de propoleo después de la intervencion.

1.4. Justificacion de la Investigacion

Los productos extraidos del Propéleo, tienen probadas propiedades
antimicrobianas (antibacteriana, antiviral y antimicotica) estudiadas en el campo
de la medicina, Veterinaria y odontologia, con disminuida especificaciéon en el
area estomatologica en el Perl. Teniendo en cuenta que también nuestro pais
cuenta con este producto natural que puede ser empleado en estas areas
médicas, como una alternativa de tratamiento. Considerando la Candidiasis
seudomembranosa aguda como un problema, cuando la resistencia a la infeccion
es baja, el hongo Candida albicans puede crecer, llevando a que se presenten
lesiones en la boca y la lengua cuando la persona esta inmunocomprometida por
algun tipo de enfermedad, la infeccion prevalece y se puede diseminar a otros
organos, como el esofago (causando dolor al deglutir), o por todo el cuerpo, lo
cual puede ser mortal. El uso de medicamentos puede ser costoso, demanda de
tiempo y puede producir efectos colaterales, se plantea la necesidad de buscar
una forma de controlarlas y prevenirlas en base a los recursos naturales como
una alternativa de tratamiento. (8)

El estudio del Propdleo es de gran importancia en los Ultimos afios debido a que
encuentran propiedades que benefician en la medicina, veterinaria y odontologia
contra las infecciones microbianas esto probada cientificamente en los diversos

estudios que en su mayoria realizados en el extranjero.
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1.4.1. Importancia de la Investigacion

La presente investigacion tiene importancia tedrica y social ya que ayuda a
enriquecer los conceptos de utilizacion de compuestos naturales a base de
propéleos y para la prevencion y tratamiento de enfermedades fungicas de la
cavidad bucal, asi en futuras investigaciones segun sea el resultado positivo o
negativo, se podria utilizar en investigaciones de la misma linea con grupos de

pacientes (in vivo) 0 mas estudios in vitro.

1.4.2. Viabilidad de la Investigacion

La presente investigacion es viable en el sentido de la estandarizacion de las
variables y aplicacion de los instrumentos, ademas del acceso a los sujetos de

estudio in vitro de las respectivas muestras.

1.5. Limitaciones del Estudio

Las muestras seran obtenidas de cavidad bucal lo suficientemente necesarias
para este estudio siendo una limitante en numero, para que se cumplan los
criterios de seleccion. Ademas del factor economico para los medios de cultivo, el
transporte y el mantenimiento especifico del hongo para el estudio con el agar que

se cuenta en laboratorio para este tipo de hongo.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Castro (2016), Estudio el efecto inhibitorio del extracto etandlico de propéleo al
10%,20% y 40% sobre bloques de resina acrilica contaminados con candida
albicans; estudio in vitro’La Candida albicans en un ambiente Optimo para su
crecimiento excesivo se puede volver patdogena y causar la estomatitis
subprotésica. La capacidad antimicrobiana del propdleo desempefia un papel muy
importante por su mecanismo de accion en patologias de la cavidad bucal. El
propésito de esta investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio del extracto
etandlico de propoleo (EEP) al 10%, 20% y 40% sobre bloques de resina acrilica
contaminados con candida albicans. Para ello se usé EEP sobre bloques de

resina acrilica de termocurado de 1.5 x 1.5 mm y de 3mm de grosor,

18



contaminadas con Candida albicans ATCC® 10231, para comprobar la inhibicion
se realizo la parte experimental en dos fases: la primera mediante técnica del
coeficiente fenodlico y la segunda mediante técnica de disco difusion en agar,
observado en la primera prueba ausencia de crecimiento de candida albicans en
los cuatro tiempos 5min, 10 min, 15min, y 8 horas y en las tres concentraciones y
en la segunda la formaciéon de halos de inhibicion. Concluyendo que el EEP al
10%, 20% y 40% posee un efecto inhibitorio sobre los bloques de resina acrilica

contaminados con Candida albicans. (2)

Gil (2015), Efecto fungistatico y fungicida del extracto etandlico de propodleos
sobre especies de candida. Indico que el propdlleo es una sustancia resinosa
balsamica, elaborado por abejas productoras de miel (Apis mellifera). El objetivo
del trabajo fue determinar el efecto fungistatico y fungicida de un extracto
etandlico de propoleos comercial al (70% v/v) proveniente de un apiario del
Estado Cojedes Venezuela sobre 4 especies de Candida ATCC: C. parapsilosis,
C. guilliermondii, Complejo C. albicans, C. glabrata. La metodologia utilizada fue
la técnica de macrodilucién en tubo. El extracto de propdleos demostrd efecto
fungistético total a 15% sobre C. parapsilosis en 24 horas de incubacién y sobre
Complejo Candida albicans a 48 horas de incubacion. El efecto fungistatico
parcial fue observado en 24 horas de incubacion a una concentracion de 8% para
C. guillermondi, C. glabrata y Complejo C. albicans y en 48 horas de incubacion a
11% para C. guilliermondii, 15% para C. parapsilosis y 19% C. glabrata. El efecto
fungicida en 24 horas fue de 11% para C. guilliermondii, Complejo C. albicans y
C. glabrata y de 19% para C. parapsilosis. El efecto fungicida en 48 horas de

incubacion fue de 15% para C. guilliermondii, 19% para C. parapsilosis y
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Complejo C. albicans y 23% para C. glabrata. Se evidencia que el tiempo de
incubacion mas eficaz fue el de 48 horas y que la especie mas sensible fue C.
guilliermondii y la especie mas resistente C. glabrata. El presente trabajo
demostré que el extracto etandlico del propoleos tiene efecto fungistatico y

fungicida in vitro en las cepas estudiadas. (3)

Del Rio (2006) Actividad Biocida de un propolis Chileno frente a Porphyromonas
gingivales. La periodontitis es una enfermedad con alta prevalencia a nivel
mundial, que produce gran destruccidén de tejidos blandos y duros del diente, y
pérdida de piezas dentarias. Se ha asociado con patologias sistémicas como
diabetes, enfermedades cardiovasculares, parto prematuro y bajo peso en nifios
recién nacidos. Es una enfermedad infecciosa polimicrobiana, uno de cuyos
agentes etiolégicos mas importantes es Porphyromonas gingivalis, especie de
bacterias anaerdbicas estrictas, Gram negativo. Por otra parte, el uso de
antibioticos sistémicos esta indicado sélo en ciertos tipos de periodontitis, y no
siempre el tratamiento es exitoso. Hoy en dia, tanto en medicina general como
odontologica, se esta investigando nuevas alternativas de tratamientos
antimicrobianos, dado el continuo aumento de la resistencia bacteriana a los
antibioticos convencionales y por las reacciones adversas que estos producen en
algunos pacientes. Propolis es un producto natural fabricado por la abeja Apis
mellifera con variadas propiedades medicinales, entre ellas la antimicrobiana.
Dichas propiedades dependen del origen botanico que utilizé Apis mellifera para
su fabricacion. En el presente estudio se investigo la actividad biocida in vitro del
propolis chileno Apiherbal®, frente a 35 aislados de P.gingivalis 98 provenientes

de pacientes chilenos con periodontitis, mediante la técnica de dilucién en agar.
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Se obtuvo un valor de CIM de 83,2mg/ml, como necesario para inhibir el
desarrollo del 75% de los aislados probados. El analisis del origen botanico del
propolis permiti6 determinar un origen mixto, dentro del cual no se detecto la
presencia del género Populus. Se sugiere que la CIM mas alta determinada para
este propolis, en comparacion con otros, se puede deber a su composicion
quimica, a las caracteristicas morfologicas y fisiolégicas de P.gingivalis, y a
diferencias en las metodologias utilizadas en la determinacion de la concentracion

inhibitoria minima. (4)

Principal, Thais, Barrios (2005). Actividad Antibacteriana In Vitro del extracto
etandlico de propdleo sobre una cepa clinica de Staphylococcus aureus.

Este estudio se realiz6 para evaluar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de propoleo al 20% y 40% sobre una cepa de origen canino de
Staphylococcus aureus perteneciente al Laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia del DCV de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”
UCLA y comparar su efecto con antibidticos comerciales. El propdleo fue
colectado usando mallas de polietileno colocadas en las colonias de Apis mellifera
scutellata de la Estacion de Apicultura de la misma Institucién, con el objeto de
preparar los extractos alcohdlicos al 20% y 40%. La cepa clinica de S. aureus N°
7695, aislada de un canino Terrier con diagnosticos de pioderma facial y otitis
externa; fue inoculada en tres placas de Agar Mueller-Hintom en las cuales fueron
depositados discos impregnados con 10 m | de las soluciones alcohdlicas de
propéleo al 20% y 40% y un tercer disco control de solucién alcohdlica sin
propéleo respectivamente. Un estudio de sensibilidad antimicrobiana in vitro fue

realizado utilizando la técnica de difusion por discos con los extractos de propdéleo
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ya descritos y discos de antibidticos comerciales de Neomicina 30 m g,
Enrofloxacina 5 m g y Penicilina 10 U.l. El criterio de evaluacion de la actividad
antimicrobiana del propdleo se baso en la medicion en mm de diametro del halo
de inhibicion del crecimiento bacteriano. Los datos fueron analizados mediante
analisis de varianza de una sola via y prueba de Duncan para comparar las
medias entre los tratamientos. Los resultados revelaron que la solucién alcohdlica
de propdleo al 40% tiene actividad antibacteriana sobre la cepa de S. alreus
comparado con el control; siendo su efecto antimicrobiano moderado en

comparacion con los antibiéticos comerciales usados en este estudio. (5)

Lozina, Boehringer, Teibler, Acosta de Pérez (2005) Accion del propoleos
sobre una levadura (Malassezia pachydermatis) aislada a partir de otitis externa
canina. Malassezia pachydermatis es una levadura capaz de provocar micosis en
seres humanos y animales. El propdsito de este trabajo fue determinar la accién
de extractos alcohdlicos y acuosos de propdleos sobre cepas de dicho
microrganismo, extraidas del conducto auditivo externo de 5 caninos. La levadura
fue sembrada en la superficie de placas de agar Sabouraud que contenian
distintas diluciones de propodleos, con sus correspondientes controles alcohdlicos.
Los extractos acuosos no demostraron acciones inhibitorias sobre el crecimiento
de la levadura, pero algunos extractos etandlicos de propdleos impidieron su
desarrollo, estableciéndose la concentracion inhibitoria minima en 0,30 mg/ml.
Los resultados indican que el producto ensayado puede resultar atil para el
tratamiento de la otitis externa producida por M. pachydermatis.

Las propiedades antimicético del propdleos han sido estudiadas por numerosos

investigadores, esta actividad depende del origen del propdleos y del solvente
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usado para su extraccion. En medicina Veterinaria se utiliza para cicatrizar
heridas y en el tratamiento de diversas patologias tales como, diarreas, abscesos,
guemaduras, dermatosis, mastitis, etc. y también para mejorar la ganancia en
peso de terneros lactantes. Los estudios realizados han tratados de determinar el
papel de las Malassezias, en la patogénesis de las otitis micoticas
fundamentalmente en relacion con su comportamiento en calidad de agente
primario o secundario, ya que han sido aislada tanto en perros sanos como

enfermos.(6)

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Chugden y Vergara (2018), Efecto antibacteriano del extracto etandlico de
propéleos de Cajamarca frente a colonias de porphyromonas ginigivalis (ATCC
33277) in vitro. Se emplearon tres concentraciones de Extracto etanolico de
Propoleos al 5%, 10% y 15% frente a colonias de Porphyromonas gingivalis y la
prueba de dilucién en un medio liquido para evaluar la concentraci6n minima
inhibitoria (CMI) Se encontrd inhibicion bacteriana en todas las concentraciones
estudiadas. Al comparar la actividad antibacteriana de los extractos etanolicos de
propéleos de Cajamarca al 5%, 10% y 15% sobre la cepa de Porphyrormonas
gingivalis, se encontraron diferencias estadisticamente significativas, entre los tres
grupos. De todas las concentraciones la del 15% fue la que presento mayor
actividad antibacteriana. En referencia a la concentracion minima inhibitoria se
comprobd que, en general que el resultado fue negativo, es decir que no hubo
crecimiento de la cepa porphyromonas gingivalis por lo tanto la concentracién

minima inhibitoria fue de 2.5 % (7)
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Jara (2014) Evaluaciéon in vitro del efecto antibacteriano de cinco propdleos
peruanos sobre cepas de streptococcus mutans (atcc 25175) y streptococcus
sanguinis (atcc 10556). Evalué de cinco propdleos peruanos sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)
teniendo un disefio de estudio experimental in vitro, realizado en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. Materiales y
meétodos: Se comparo el efecto antibacteriano de cuatro marcas comerciales de
propéleo Tintura de propdleo Farmagel, Tintura de propdleo Max, Madre Natura,
Kaita® y un extracto metandlico de propdleo de Oxapampa, el cual se elabord en
el laboratorio de Bioquimica de la UPC, como control (+) la clorhexidina al 0.12%.
Para este estudio se utiliz6 10 pocillos por cada extracto de propéleo, para el
Streptococcus mutans y para el Streptococcus sanguinis individualmente. Se
desarrollé con la técnica “Agar overlay interference test’, para lo cual se utilizé
200ml de Agar BHI homogenizado con las bacterias de manera independiente (un
frasco por bacteria). Se distribuyd este agar en las placas, una vez solidificado se
realizaron los pocillos con 150uL de los distintos tipos de propodleo y para el grupo
control, se utilizoé clorhexidina al 0.12%. Terminado este proceso se coloc6 en la
camara de anaerobiosis a 37°C, durante 72 horas. Por udltimo, se realizé la
medicion del halo inhibitorio con una regla Vernier. Resultados: El extracto
metanodlico de propoleo de Oxapampa elaborado en el laboratorio tiene mayor
actividad antibacteriana que los extractos comerciales frente a las cepas
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
De los 4 propoleos comerciales evaluados en el estudio, Tintura de propoleo

Farmagel, Kaita®, Madre Natura y Tintura de propéleo Max, soélo tres de ellos
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tiene actividad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). (8)

De la Cruz (2013) Actividad Antimicotica Del Extracto Etandlico De Propoleo
Sobre EI Crecimiento In Vitro De Candida Albicans. El propoleo es un producto
natural fabricado por la abeja Apis Mellifera con variadas propiedades medicinales
entre ellas antimicoética, El propdsito de esta investigacion de tipo experimental “in
vitro”, fue evaluarel efecto antimicotico de cuatro concentraciones de extracto
etandlico de propdleo sobre el crecimiento de Candida albicansy a La ves
compararlo con el antimicético sistetico Nistatina. Este estudio se realizd
utilizando 4 concentraciones del extracto etandlico de propoleo (25%, 50%, 75% y
100%), y el medicamento Nistatina (100 000 Ul solucion) las cuales fueron
puestas en contacto con el microorganismo de estudio y mediante el método de
halos de inhibicién se pudo determinar el efecto en el crecimiento de este, a las
24 horas. Los resultados indicaron que la actividad antimicotica del extracto
etandlico de propdleo fue aumentando conforme aumentaba la concentracion
siendo la concentracion del 100% la de mayor efecto antimicético, pero este no
fue superior al medicamento sintético Nistatina utilizado como referencia.

Palabras Claves: PROPOLIS, Nistatina, Candida albicans. (9)

2.1.3. Antecedentes Locales

Ramirez (2016) Busco el efecto inhibitorio del extracto etandlico de Propdleo
sobre los microorganismos de Streptococcus mutans y Candida albicans que

colonizan la cavidad oral de pacientes adultos de la clinica Odontologica de la
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UNA — Puno, 2016. Teniendo un disefio de estudio experimental, empleando
concentraciones al 25%, 50%, 75%,100 %, durante 24 horas para determinar el
efecto inhibitorio utilizando el método de Kirby Bauer. Teniendo como resultado
que el halo inhibitorio para Streptococcus mutans es a partir todas las
concentraciones, empezando del 25 % con un halo de inhibicion de 7.5 mm, al
50% con 10.5 mm, al 75% con 11.7 mm y al 100% con 14.25 mm; mientras que
para Candida albicans el halo de inhibicion es a partir de la concentracion de 50%
con 6.95 mm, al 75% con 8.6 mm y al 100% con 11.8 mm. Se concluye que el
propbleo etandlico a mayores concentraciones presenta mayor actividad

inhibitoria tanto con el Streptococcus mutans y Candida albicans. (10)

2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Candidiasis Bucal

Candidiasis es hoy un término ampliamente aceptado para abarcar muchas
formas clinicas de infeccibn por miembros del género Candida. Se le conoce
también como: candidiasis bucal; candidosis oral; estomatitis candiddsica;

muguet. (11)

2.2.1.1. Definicién

Es una infeccion por un hongo llamado Candida albicans de las membranas
mucosas de la boca y la lengua. Usualmente es mantenido a raya por organismos

sanos que también viven alli. (11)
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La infeccion por Candida se acompafia de lesiones blancas bucales queratésicas
y no queratésicas. Candida es un agente infeccioso oportunista que a pesar de
poseer varias proteasas, esta mal acondicionado para invadir y destruir tejido, a
menos que se le proporcione una oportunidad para reproducirse con rapidez y
una via de entrada. No se ha definido con claridad el sitio de Candida como
invasor oportunista comparado con el de agente causal en lesiones blancas de la
boca queratosica y no queratosica. Sin embargo, la demostracién de la funcién
catalitica de algunas cepas de Candida en la produccion celular endégena de
nitrosamina, la relacibn de cepas similares con lesiones blancas y rojas
precancerosas ( leucoplasia manchada ) y los efectos hiperplasicos de Candida
in Vitro indican que puede ser un carcin0geno 0 cocarcinégeno, mas que un

agente oportunista inocuo.

2.2.1.2. Incidencia y Factores de Riesgo

Cuando la resistencia a la infeccion es baja, el hongo puede crecer, llevando a

que se presenten lesiones en la boca y la lengua.

Las siguientes circunstancias pueden reducir la resistencia a la infeccién e

incrementar las probabilidades de desarrollar Candidiasis bucal:

e Tomar antibiéticos o usar medicamentos esteroideos
e Tener infeccion por VIH o SIDA
o Recibir quimioterapia para el cancer o medicamentos inmunosupresores

después de un trasplante de un érgano
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e Ser muy viejo 0 muy joven
e Tener mala salud

o Padecer diabetes

La Candidiasis bucal se observa comunmente en bebés y no se considera

anormal en ellos a menos que dure por mas de dos semanas.

La Candida albicans también puede causar infeccién por levaduras en la vagina.

2.2.1.3. Aspecto clinico

Las variantes clinicas que se ven mas frecuentes en nifios son:

Candidiasis seudomembranosas, queilitis angular, candidiasis eritematosa,
candidiasis mucocutanea. Candidiasis hiperplasica y candidiasis, glositis

romboidal media. (12)

a. Candidiasis Seudomembranosa o Algodoncillo: es la variante mas comun
visto en nifios, es usualmente aguda. Clinicamente se caracteriza por placas
amarillo — blanquecina ligeramente elevadas que pueden ser removidas por
raspado dejando una mucosa normal o rojiza. Puede haber xerostomia, sabor

desagradable y sensacién de quemadura de mediana intensidad. (11,12)

Es el prototipo de infecciones bucales por el hongo tipo levadura Candida, es una
infeccion superficial de las capas superiores del epitelio mucoso y resulta en la

formacién de las placas o listas blancas difusas en la superficie de la mucosa,
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compuesta de células epiteliales descamadas, células de inflamacion, fibrina,
levaduras y elementos miceliales. La mucosa circundante puede estar o no
enrojecida, pero la eliminacion de las placas mediante friccion o raspado suaves
suele descubrir un area de eritema incluso ulceracion superficial. Debido a su
prevalencia, aspecto bastante caracteristico y facilidad para quitarlas, las lesiones
del algodoncillo suelen citarse como representativas del grupo de lesiones

blancas no queratésicas. (11)

El algodoncillo suele diagnosticarse por el aspecto de la lesion, con confirmacion
o sin ella, mediante frotis o cultivo de Candida (estrictamente, el diagnostico firme
del algodoncillo solo debe establecerse cuando se identifica el microorganismo en
un frotis tefiido o en un cultivo por impresion preparado de la lesién clinica
caracteristica. Es posible que se presenten lesiones de la mucosa bucal de
aspecto similar por otras causas, por ejemplo, medicamentos, restos de

alimentos, otros agentes infecciosos y quemaduras quimicas).

Las especies de Candida son un componente normal de la flora microbiana bucal
y se establecen ahi durante el nacimiento o poco después, por lo general por
diseminaciéon directa desde el aparato genital de la madre, contacto con piel o
fomites contaminados. Las lesiones del algodoncillo se ven en nifios y adultos de
todas las edades siempre que aumenta de manera importante el niumero de
Candida en la cavidad bucal o se alteran las condiciones ambientales de la boca
que promueven la formacioén de colonias de este microorganismo oportunista en
el epitelio superficial. Las lesiones de algodoncillo desaparecen con rapidez
cuando se reduce o elimina el nimero de Candida por la administracion de

antimicéticos. Pueden ocurrir fendmenos aislados que desaparecen
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espontaneamente con un tratamiento minimo, o sin él, y no se relaciona con
ningun factor predisponente reconocido (las infecciones de este tipo son comunes
en recién nacidos y nifios pequefios). De manera alternativa las lesiones pueden
recurrir poco después del tratamiento, y ello sugiere a la persistencia de un factor
predisponente. Un cuadro clinico de este tipo es mas frecuente en la Candidiasis
del adulto, en la que también es mas probable que la lesién caracteristica del
algodoncillo se acompafie de eritema, atrofia difusa de la mucosa y otras formas

de infeccién bucal por Candida. (13)

Las lesiones tipicas en lactantes son placas adherentes blandas de color blanco o
blanco azuloso en la mucosa bucal, que a veces se extienden a los tejidos

circumorales. (13)

b. Candidiasis Eritematosa: es la variante mas comudn en nifios HIV positivos o
que han estado en tratamiento con antibiéticos de amplio espectro (1).
Clinicamente La mucosa esta delgada lisa y de color rojo brillante con sintomas
de ardor y aumento de sensibilidad, normalmente se encuentra en el paladar
debajo de una dentadura protésica pero también se ve en la lengua y otras
superficies mucosas (12). Se caracteriza por parches eritematosos o grandes
areas que tienen predileccion por el dorso de la lengua y el paladar. La sensacion

de quemadura es comun. (1)

c. Queilitis Angular: es relativamente rara en nifios se caracteriza por eritema,
costra fisurada con o sin erosion, cubierta generalmente por unas manchas o

placas blanquecinas. (1)
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d. Candidiasis Mucocutanea: es rara y las variantes aguda y cronica se
caracterizan por lesiones de piel, uias y mucosas. La enfermedad aparece
durante la infancia y esta asociada con disfunciones inmunologicas Yy
endocrinopatias (hipoparatiroidismo, hipotiroidismo, hipoadrenalismo, diabetes
mellitus e hipogonadismo), y anemia severa por deficiencia de hierro.
Clinicamente las lesiones se ven placas blanquecinas gruesas y rugosas
usualmente sobre una base eritematosa. Caracteristicamente las lesiones son
multiples y generalizadas con predileccion por la mucosa bucal, comisuras,

lengua y paladar y pueden extenderse a la orofaringe y al eséfago. (1)

e. Candidiasis Hiperplasica Cronica: forma clinica de infeccion por Candida
albicans que consiste en placas o papulas blancas sobre un fondo eritematoso
gue contiene hifas en la capa paraqueratinizada del epitelio engrosado suele

denominarse también “leucoplasia candidiasica” no se elimina por fricciéon. (14)

f. Glositis Romboidal Media: placa eritematosa alargada asintoméatica, de
mucosa atrofica de la superficie dorsal media de la lengua, debida a infeccion por

candida albicans. (14)

2.2.1.4. Sintomas

La Candidiasis bucal aparece como placas blandas de color blanquecino en la
boca y en la lengua. Debajo de este material blanquecino, se presenta
enrojecimiento que puede sangrar y las lesiones pueden aumentar lentamente en

namero y tamano.
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Si la persona estad inmunocomprometida (por ejemplo, es VIH positiva o recibe
quimioterapia), la infeccion se puede diseminar a otros 6rganos, como el esofago

(causando dolor al deglutir), o por todo el cuerpo, lo cual puede ser mortal. (14)

2.2.1.5. Signos y Exdmenes

El médico o el odontélogo casi siempre pueden diagnosticar la Candidiasis bucal
observando la boca y la lengua, ya que estas lesiones micoticas tienen una
apariencia distintiva. Si no esta claro del todo, se puede llevar a cabo uno de los

siguientes exdmenes para buscar los organismos Candida:

o Examen microscopico de cepas aisladas de cavidad bucal.

e Cultivo de lesiones bucales

2.2.1.6. Tratamiento

Para la Candidiasis bucal, a menudo no es necesario el tratamiento, debido a que
ésta se resuelve por si sola en un par de semanas en el caso de los recién

nacidos y nifios menores. (11)

Existen dos metas en el tratamiento de la Candidiasis bucal en adultos. La
primera es mejorar la capacidad de funcionamiento del sistema inmune del

individuo; por ejemplo, en los pacientes diabéticos, el buen control de la diabetes
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puede ser suficiente para eliminar la infeccién sin necesidad de otro tratamiento.

(11)

La segunda meta es el tratamiento directo de la infeccidén. Para este proposito, el
meédico puede prescribir enjuagues bucales antimicoticos o tabletas para chupar y
generalmente se administran por 5 a 10 dias. Si esto no funciona, se puede

prescribir otro medicamento.

Se dispone en general de las siguientes alternativas terapéuticas:

1. Control de factores predisponentes.
2. Colutorios.

3. Antimicoticos especificos topicos y/o sistémicos en uso topico:

« Derivados poliénicos: Nistatina, Anfotericina B.
o Derivados imidazdlicos: Miconazol, Ketoconazol, Clotrimazol, Econazol.

o Derivados triazélicos: Fluconazol, Itraconazol.

4. Tratamiento sistémico: se utilizan los derivados imidazolicos y triazoélicos,

asi como en casos muy excepcionales la Anfotericina B.

El primer apartado consistira en extremar la higiene y controlar los factores
locales y sistémicos antes mencionados. Las proétesis dentales se pueden colocar
en una solucién de hipoclorito sddico diluido (5-10 %) durante la noche después
de haberlas cepillado enérgicamente con detergente. Si presentan depdsitos

calcareos se pueden dejar unas horas en acido aceético diluido. (11)

Si la causa detectada es local, se deberan eliminar estos factores (pérdida de la

dimensién vertical, suspensiéon de antibidticoterapia, si es posible; adaptacion de
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prétesis, etc.). Para el control de cualquier alteracion sistémica es imprescindible

la derivacion a un médico. (14)

Los buches alcalinos (agua bicarbonatada, etc.) mejoran los cuadros leves.
También se puede usar hidroxido de magnesio y gluconato de clorhexidina al
0,2%, la violeta de genciana en solucion acuosa al 0,5- 1 % o en pincelaciones del
1 al 5 % al igual que el azul de metileno, con el inconveniente de que estos

altimos manchan antiestéticamente los tejidos bucales. (15)

Si la infeccion se ha diseminado a todo el cuerpo o si la persona tiene VIH/SIDA,
se pueden utilizar medicamentos mas fuertes como ketoconazol (Nizoral) o

fluconazole (Diflucan). (15,16)

2.2.1.7. Expectativas (Pronéstico)

La Candidiasis bucal en bebés puede ser dolorosa, pero rara vez es grave.
Debido a la molestia, puede interferir con el proceso de alimentacion y, si no se

resuelve espontaneamente en dos semanas, se debe llamar al pediatra. (14)

La Candidiasis bucal en adultos puede curarse; sin embargo, la perspectiva a
largo plazo depende del estado inmune del individuo y de la causa del déficit

inmunoldgico. (15, 16)
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2.2.1.8. Complicaciones

El organismo Candida se puede diseminar a todo el cuerpo, causando infeccion
en el esofago (esofagitis), cerebro (meningitis), corazén (endocarditis), ojos

(endoftalmitis) o articulaciones (artritis) (14)

2.2.2. Nistatina

Solucién oral, 100,000 Ul/ ml en frasco de 100 ml; comprimidos de 100,000 y
500,000 UIl; o6vulos de 100,000 Ul. La Nistatina, un antibidtico antifingico
poliénico derivado de Streptomyces noursei, es eficaz sobre infecciones
producidas por un amplio grupo de levaduras y hongos similares a las levaduras.
Su absorcién es escasa por via gastrointestinal y no se absorbe a través de la piel

ni de las membranas mucosas tras su aplicacion tépica. (14)

2.2.2.1. Indicaciones

Candidiasis oral, esofagica, intestinal, vaginal y cutanea. En pacientes
inmunosuprimidos no se recomienda el uso de Nistatina como profilaxis y
tratamiento de la Candidiasis. En la practica se recomienda Fluconazol (17). No
esta indicada en el tratamiento de micosis sistémicas ya que no se absorbe desde

el tracto gastrointestinal. (14)
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2.2.2.2. Dosificacion

Candidiasis oral: en adultos y nifios mayores de 1 mes, 100,000 Ul PO 4 veces al
dia, después de las comidas.

Candidiasis intestinal y esofagica: en adultos, 500,000 Ul 4 veces al dia; en nifios
mayores de 1 mes, 100,000 Ul 4 veces al dia; continuar durante 48 horas tras la
curacion clinica.

Candidiasis vaginal: en adultos, aplicar 1 — 2 Gvulos por la noche durante 2

semanas como minimo. (14)

2.2.2.3. Efectos Adversos

Efectos que necesitan atencién si son persistentes. Menos frecuentes nausea,
vomito, diarrea, dolor abdominal. Con las presentaciones topicas y vaginales,
puede ocurrir irritacion de piel y mucosa vaginal no presentes antes de la terapia’

(15)

2.2.3. Propoleos

El Propdleo es una resina de color verdoso-amarillento parduzco recolectada por
las abejas obreras de las yemas jévenes de algunas especies de arboles. Este
producto es usado por las abejas como sustancia cemento para tapar las grietas
en el interior de la colmena, para barnizar sus paredes y dar mayor soporte a la

estructura de los panales, asi como para embalsamar enemigos naturales y
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cadaveres que por su gran tamafo las abejas se ven imposibilitadas de sacar
fuera de la colmena; o cuando ocurre un brote de enfermedades infecto-
contagiosas que ponga en peligro la supervivencia de la colonia. En el proceso de
recoleccion, transporte y almacenaje del propdleo, las abejas le adicionan
compuestos enzimaticos que le confieren propiedades terapéuticas invalorables

tanto para la medicina humana como veterinaria. (20)

Diversos autores han reportado en el propdleo, la presencia de compuestos
flavonoides, ésteres del acido caféico y acidos diterpénicos (20, 21, 22) los
cuales son responsables de las propiedades bacteriostaticas, bactericidas,
antivirales y fungicidas de este producto de la colmena, ampliamente

documentadas tanto in vivo como in Vitro.

El Propdleo ha sido usado en medicina desde tiempos muy remotos,
especialmente por sus propiedades antimicrobianas (20). Sin embargo, algunos
autores han reportado la existencia de variaciones significativas de estas

propiedades, segun la zona de origen donde ha sido colectada esta resina. (21)

Investigadores como Bankova, De Castro, Marcucci (30) indican que el termino
propéleos deriva de la palabra griego pro (defensa de) y polis (comunidad o
ciudad) y significa una sustancia en la defensa de la colmena. Propéleo es un
material parduzco resinoso recolectado por las abejas obreras, de las yemas de
un arbol de numerosas especies de arboles como abedul, alamo, pino, aliso,
sauce y palma. Las abejas usan el Propdleo para el bienestar comun de la

colonia. (24)
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En la colmena, las abejas utilizan Propoleo para diversos fines, tales como cerrar
grietas, reducir al minimo las vias de acceso, recubrir y aislar restos de animales
gue se hayan producido en la colmena, consolidar componentes estructurales,
barnizar el interior de las celdillas con fines desinfectantes y evitar vibraciones

(24)

2.2.3.1. Origen Botanico

Los propéleos pueden clasificare en funcidén de su origen geografico y aunque los
datos relativos a los contenidos de flavonoides y esteres fendlicos de los
Propéleos Europeos y de América del norte son incompletos, se sabe que los
propéleos del genero Populus spp contienen una mezcla de agliconas flavénicas,
acido hidroxicinamicos y sus esteres; la variedad Rusa contiene basicamente
agliconas flavonicas y la brasilefia derivados carbono-prenilados del &cido p-
cumarico. (25)

Aungue los principales componentes del Propoleo son los flavonoides, acidos
fendlicos y esteres, los métodos de andlisis de que se disponen en la actualidad
permiten detectar un niumero cada vez mayor de compuestos, comprobandose
que la variedad en la composicién del Propéleo es muy elevada por lo que se
considera necesario conseguir con estudios para un mejor conocimiento de sus
componentes. (25)

En el Propdleo europeo, el contenido total en fenoles, principales responsables de
la mayoria de sus propiedades farmacoldgicas, representan mas de la mitad de
los 150 compuestos diferentes identificadas en él. Sin embargo, algunas muestras

suizas e italianas, muestran composicion inusual (ver Tabla 1), con contenido de
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bencil p-cumarato y de bencil ferulato bastante altos (>5%), relativa escasez de

compuestos fendlicos y ausencia de algunos compuestos tipicos (pinobanksina y

prenilcafeatos) del Propdleo procedente del p. nigra. Los Propdleos turcos y

egipcios, brasilefios, chile y de cuba de procedencia botanica distinta muestran

composicién variadas, y en algunos casos compuestos caracteristicos que

podrian ser de utilidad para la identificacion de su origen. (26)

CUADRO N°1: Composicion de Diversos Propoleos Europeos.

Componente Propéleo p. Propdleo Propdleo
nigra Suizo Italiano
(media) (%) (%) (%)
Pinocembrina 7.2 0.3 0.2
Pinobanksina 3.7 - -
O-acetato de 8.0 0.5 0.4
Pinobanksina 8.4 - 0.5
Chrysina 7.8 0.3 0.2
Galangina 3.3 0.2 -
Pentenil cafeato 3.0 - 0.9
Bencil cafeato 2.8 - 0.2
Prenetil cafeato 1.1 23.1 -
Gliceridos fenolicos - - 53.2

Acidos di terpenicos

Fuente: Farré R, Fransquet |, Sanchéz A. 2004. (25)
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2.2.3.2. Componentes Quimicos del Propdleo

Se han identificado en el Propdéleo mas de 180 compuestos, principalmente
polifenoles. Los principales polifenoles son flavonoides, acompafiados por acidos
fenolicos y ésteres, aldehidos fendlicos, acetonas, etc. Otros compuestos en
Propdleo son aceites volatiles y &cidos aromaticos (5-10%), ceras (% 30-40 %),
resinas, de balsamos (50-55%) y granos de polen (5%) que son una fuente
sustanciosa de elementos esenciales como magnesio, niquel, calcio, hierro y cinc.
Los nuevos compuestos de Propdleo también han sido aislados de muestras

brasilefias (el acido 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic) y chinas (octacosanol).

2.2.3.2.1. Flavonoides

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente
distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el café, la
cocoa, la cerveza y el vino rojo. (26)

Existen 13 subclases de flavonoides con un total de mas de 5 000 compuestos,
dos presentando un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 (difenilpropa-no)
derivado del acido shiquimico y de 3 restos de acetato.

Poseen  propiedades  antioxidantes;  antiinflamatorias;  antitrombdticas;
antimicrobianas; antialérgicas; antitumorales; antiasmaticas e inhibidoras de
enzimas como la transcriptasa reversa, proteina quinasa C, tirosina quinasa C,

calmodulina, ornitina decarboxilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa, fosfolipasa.

40



El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras,
por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos.
(27, 28,29)

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent Gyérgy, quien
en 1930 aislé de la cascara del limoén una sustancia, la citrina, que regula la
permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se denominaron en un principio
vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C, (porque se comprobd que
algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo,
el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y

ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950. (9)

2.2.3.2.1.1. Estructura Quimica

Kihnau (7), menciona que los flavonoides son compuestos de bajo peso
molecular que comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6),
compuesto por dos anillos de fenilos ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los &tomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8,
y los del anillo B desde el 2' al 6. La actividad de los flavonoides como
antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y
de la relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. (9)
En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

e Flavanos, como la catequina, con un grupo-OH en posicion 3 del anillo

C.
e Flavonoles, representados por la quercitina, gque posee un grupo

carbonilo en posicién 4 y un grupo-OH en posicion 3 del anillo C.
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e Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en
posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.
¢ Antocianidinas, que tienen unido el grupo-OH en posicion 3 pero

ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

CUADRO N°2: Clasificacion de los Flavonoides y sus Fuentes Nutritivas

Subclase Flavonoides Fuente nutritiva

Flavones Apigenina, luteolina Manzana, apio

Flavonoles Quercetina, kaempferol, Las cebollas, manzanas, té
miricetina

flavanoles Catequina, epicatequina, té

epigallocatequina galato

flavanones Hesperitina, naringenina frutas citrica, toronja
antocianinas Cianidina mora
isoflavonas Genisteina, daidzeina soya

Fuente: Marchand L. 2002. (27)

2.2.3.3. Propiedades y Actividad Bioldgica:

El Propoleo es un producto de alto interés para la medicina, al que atribuye
efectos antiinflamatorios, inmunoestimulantes, hepatoprotectores,
carcinoestarticos, antimicrobianos, antiviral, antifungicos, antiprotozoarios,
anestésicos y de regeneracion tisular. Los flavonoides y los acidos fendlicos

(cafeico, isoferdlico, cinamico y benzoico), ademas de ser toxicos para las
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levaduras, inhiben la actividad enziméatico de la hialuronidasa y el acido cafeico y
la actividad de la dihidrofolato reductasa, podrian explicar la similitud entre

algunos de sus efectos y los de algunos antiinflamatorios no esteroicos.

2.2.3.3.1. Actividad Antimicrobiana:

El Propdleo es activo frente a numerosos microorganismos Bacillus larvae, B.
subtilis, B. de koch, Staphylococcous aureus, Streptomyces sobrinus, S. mutans,
S. cricetus, Saccharomyces cervisiae, Escherichia coli, Salmonella, Shigella,
Giardia lambia, Bacteroides nodosos, Klebsiella pneumoniae. Los componentes
cindmicos y flavonoicos del propdleo, que alteran las membranas e inhiben la
motilidad bacteriana, probablemente contribuyan a esta accién y al sinergismo

observado con algunos antibidticos.

2.2.3.3.2. Actividad Antifungica

Velikova y otros afirman que los Propolis Centroeuropeos predominante del acido
trans p-cumarico, muestran actividad frente a varios hongos (candidiasis).
Mientras que los mediterrdneos, que contienen flavonoides, ésteres del acido

cafeico y acido ferulicos; presentan mejor actividad antifungica.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE INVESTIGACION

3.1. Formulacion de Hipotesis Principal y Derivadas

3.1.1. Hipotesis Principal

Al evaluar el extracto etandlico de propdleo y nistatina para inhibir el crecimiento
in vitro en muestras de Candida albicans. Juliaca - 2018, existe diferencia

significativa.

3.1.2. Hipotesis Derivadas

e Se presenta inhibicién del crecimiento fungico de 15 mm en el grupo de la
Nistatina 100 000 Ul/ml después de la intervencion
e Se presenta inhibicion del crecimiento fungico de 10 mm en el grupo del

Extracto etandlico de propdleo después de la intervencion.
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3.2. Variables; Definicion Conceptual y Operacional

3.2.1. Variable Independiente:

Extracto Etanolico de Propoleo: Resina de color amarillento verdoso con

concentracion hidro-alcohdlica de Propoleo al 80%, con propiedades antifungicas.

3.2.2. Variable del Grupo Control

Nistatina: Antifungico farmacéutico, solucion oral de 100 000 Ul/ml en frasco de

12 ml.

3.2.3. Variable Dependiente

Inhibicion del crecimiento fungico: Actividad antifingica que no permite el
crecimiento de candida albicans alrededor de un halo de inhibicion que se mide

en milimetros (mm).
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3.2.4. Operacionalizacion de Variables

Definicion
Variables Dimension | indicadores | Escala | categoria
conceptual
) Resina de color | Aplicacion Solucion Nominal
Variable amarillento de: o
_ _ verdoso con liquida
independiente | concentracion -EEP al 80% . .
. - embebida en Si
hidro-alcohélica
Etandlico de 80%, con
propoleo. prop[edgdes no
antifangicas.
Nistatina s L Solucién Nominal
Antifungico Aplicacion de lquida
farmacéutico, Nistatina Iquida
solucién oral de | 100 000 UI e_mbeb_|da en
100 000 Ul/ml en disco filtros
frasco de 12 ml ml
Actividad formacién del | De Razén
_ antifngica que Halo de
Variable
no permite el inhibicién
Dependiente -
crecimiento  de
e s mm
Inhibicion del candida albicans
crecimiento alrededor de un
(Candida halo de
_ inhibicién que se
albicans)

mide en

milimetros (mm).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1. Disefio Metodoldgico

La investigacion que presento es de tipo cuantitativo porque la recoleccion de
datos se hace para probar hipétesis, existen mediciones, se hace uso de
estadistica, es secuencial, probatorio, deductivo, comparativo, objetivo, preciso y
se puede replicar; el nivel investigativo es experimental puesto que el investigador
hace intervencion sobre la variable independiente y espera ver el efecto en la
variable dependiente, buscando el posible factor de efecto al problema de
investigacion, el tipo de estudio segun la secuencia y periodo de estudio es
transversal, segun el tiempo de ocurrencia de los hechos es prospectivo; el disefio

segun la intervencion del investigador es experimental.
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4.2. Disefio Muestral

La poblacion de Estudio se obtuvo de muestras de micosis de la boca de
pacientes que acuden a la clinica estomatolégica, previo consentimiento
informado, para luego aislar al microorganismo fungico: Candida albicans “in vitro”
en el laboratorio de Universidad Alas Peruanas Filial- Juliaca.

La seleccion del numero de muestras se hizo por conveniencia por ser de tipo
experimental, con un muestreo no probabilistico que cumplan los criterios de
inclusion y exclusion establecidos. Con un tamafio de muestra de = 30 medios de

cultivos.

4.2.1. Criterios de Inclusién

e Tincion Gram Positivo
e Analisis microbioldgico positivo para Candida albicans
e Medios de cultivo vigentes a la fecha de vencimiento

e Turbidez 0.5 de Mc Farland

4.2.2. Criterios de Exclusién

e Tincion Gram Negativo
e Analisis microbiologico negativo para Candida albicans.
e Medios de cultivo contaminados por otros microorganismos

e Medios de cultivo dafiados y mal manipulados.
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4.3. Técnica de Recoleccién de Datos

1. Se realiz6 la prueba piloto en 5 muestras de Candida albicans por cada grupo

de estudio para la validacion del instrumento.

2. Seleccion de las unidades de estudio:
El Propdleo se Preparé en laboratorio de la Universidad Alas Peruanas
propodleos provenientes de los valles de Sandia, el procesamiento se hizo de la

siguiente manera:

o El Propdleo se cort6 en trozos pequefios y posteriormente se
pulverizo en mortero de porcelana y es extraido con alcohol de 96° y
agua.

o Se prepararon extractos alcohdlicos al 80% (tintura madre) por
maceracion durante tres dias a 37°C contenidos en frascos de color
ambar en estufa.

o Al cuarto dia la solucion se sometio a 0°C durante dos horas y luego
se filtr6 a través de papel de filtro tipo Wahtman, en medio estéril. (7)

La Nistatina se obtuvo de una farmacia convencional.
. Calibracion para niveles optimos de seguridad con el asesor.
. La muestras de candida se tomoO de un paciente que presento Candidiasis
seudomembranosa aguda, a los cuales se les explico del asunto previo
consentimiento informado (Anexo 2), se procedio a llenar la ficha de recoleccion
de datos y se transport6é la muestra en un tubo de ensayo de tapa rosca hacia el
laboratorio de la Universidad Alas Peruanas. Donde se realizaron los siguientes

procedimientos supervisados y dirigidos en todo momento con el asesor:
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a. Se sembrd la muestra recolectada en agar saboraud en tubo de
ensayo.

b. El tubo de ensayo que contenia el agar saboraud con la siembra de
micosis bucal se llevo a la incubadora a 37° como detalla la literatura
por un periodo de dos dias para el crecimiento de colonias.

c. Se realizaron pruebas de tincion Gram para la identificacion de
levaduras.

d. Confirmadas las levaduras en microscopio se procedié a la
diferenciacion de tubos germinativos de la muestra de levadura,
para luego ser transportado a una lamina de vidrio (porta-objeto)
junto con un aceite de inmersidbn para poder observarlo al
microscopio a 40X.

e. Se confirmd la presencia de tubos germinativos y la presencia de
Céandida albicans y se procedi6 a seleccionar las muestras positivas.

f. Se estandarizaron las muestras de candida albicans a la escala de
Mc Farland 0.5 como estipula en la literatura y por el método de
comparacion de turbidez con agua destilada estéril.

g. Obtenidas las escalas de turbidez 0.5 de Mc Farland, se procedieron
a inocular la superficie de la placa de agar saboraud glucosado al
2% (con cloranfenicol) estriando con el hisopo en tres direcciones
para asegurar una distribucién uniforme del inéculo (candida

albicans).

El grupo experimental estuvo conformado por discos de papel whatman N°3

de 6mm de didmetro con Extracto etandlico de Propdleo, utilizando la técnica
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del disco de difusion se aplico la sustancia a base de Extracto etandlico de
Propéleo al 80% a cada disco, estos fueron inoculados en un medio de cultivo
con agar saboraud que contenia Candida albicans, validado al estandar de
turbidez 0.5 de Mc. Farland. Y el grupo experimental con Nistatina en discos
filtros tipo Whatman, embebido en una solucion liquida de Mycostatin
(nistatina) de 100 000 Ul/ml. inoculados al medio de cultivo con agar saboraud

que contiene Candida albicans.

3. La aplicacion de la sustancia se realiz6 cerca de un mechero bunsen en llama
de la siguiente manera:
- se depositaron los discos de papel tipo Whatman N° 3 de 6 milimetros de
didmetro impregnados con 20ul de las soluciones alcohdlicas de Propéleos
correspondientes al 80% y un segundo disco impregnado con 20ul de la
solucién Nistatina 100 000 Ul/ml.
- Los discos depositados fueron aplicados con una pinza estéril hacia el medio
de cultivo de agar saboraud sembrado con Candida albicans,
Las placas petry con agar saboraud se cubrieron con sus respectivos cubre-

placas para ser depositados en una incubadora a 37°C hasta 24 horas.

4. los controles del grado de inhibicion de la sustancia experimental fueron por

medio de la medida del diametro del halo inhibitorio.

a. Se retiraron de la incubadora y se secaron con algodon.
b. Se observo la formacion de del halo inhibitorio en la

Sustancias del extracto etanolico de propoleo al 80%.
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1. EIl halo inhibitorio se midié con una regla milimetrada calibrada tipo
pie de rey. La medicion se realiz6 desde la colonia mas interna del
halo inhibitorio medicién hecha contando milimetro por milimetro.

2. La medicion se realizdé con una regla milimetrada, apoyada en la
parte posterior de la placa en un ambiente con luz sobre una
superficie de color oscura para poder visualizar los halos de
inhibicion.

3. El asesor y el investigador corroboraron las medidas diametrales de
los halos inhibitorios observados en las placas y anotaron en la ficha
de recoleccion de datos.

5. El control se realizé a las 24 horas.

6. Se revisaron las fichas de recoleccion de datos. (ANEXO 3)
7. Se enviaron a una base de datos.

8. Se tabularon los datos

9. Se efectuaron los analisis de datos.

10. Se Graficaron e interpretaron.

11.Se Obtuvieron resultados.

4.4 Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacion

Se uso estadistica descriptiva mediante el uso de tablas de frecuencia y grafico
de barras, Cajas-bigotes Y también se utilizd estadistica inferencial para la
comprobacion de hipotesis mediante la prueba t de Student por tratarse de un

estudio experimental.
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4.5 Aspectos Eticos

Se hace cumplimiento irrestricto al cédigo de ética mediante el decalogo del
investigador cientifico de la Universidad Alas Peruanas aprobado con resolucion

N° 1748-2016-R-UAP.
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CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Andlisis Descriptivo:

Tabla N°1
Inhibicién del crecimiento fangico in vitro en muestras de candida albicans

con extracto etandlico de propdéleo y nistatina, Juliaca - 2018

Propdleo Nistatina

N 30 30
Minimo 6 13
Maximo 8 17
Media 6.67 15.63
Desviacion estandar 0.71 0.85

Fuente: matriz de datos
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Grafico N°1
Inhibicion del crecimiento in vitro en muestras de candida albicans con

extracto etandlico de propdleo y nistatina, Juliaca - 2018
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Interpretacion y analisis: en la tabla N°1 y grafico N°1, en la muestra estudiada,
se puede observar que el extracto etandlico de propéleo presentd una inhibicion
de crecimiento promedio de 6.67mm, con una desviacién estandar de 0.71mm, el
halo inhibitorio minimo fue de 6mm y el maximo de 8mm, por otra parte la
nistatina tuvo un promedio de 15.63mm, con una desviacion estandar de 0.85mm,

el halo inhibitorio minimo fue de 13mm y el maximo de 17mm.
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Tabla

Inhibicion del crecimiento in vitro en

N°2

muestras de candida albicans con

extracto etandlico de propdleo, Juliaca - 2018

N %
6 mm 14 46.7
7 mm 12 40
8 mm 4 13.3
Total 30 100

Fuente: matriz de datos

Grafico N°2

Inhibiciéon del crecimiento in vitro en

muestras de candida albicans con

extracto etandlico de propéleo, Juliaca - 2018

50.0

46.7

45.0

40.0

35.0

30.0

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0
6 mm

7 mm g mm

56



Interpretacion y andalisis: En la tabla N°2 y grafico N°2, en la muestra estudiada,
se puede observar que el extracto etandlico de propdleo presenté un halo de
inhibicion de 6 mm en 46.7%, 7 mm en 40% y 8 mm en 13.3%, de todas las

muestras estudiadas.
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Tabla N°3
Inhibicion del crecimiento in vitro en muestras de candida albicans con

nistatina, Juliaca - 2018

N %
13 mm 1 3.3
14 mm 1 3.3
15 mm 9 30
16 mm 16 534
17mm 3 10
Total 30 100

Fuente: matriz de datos

Grafico N°3
Inhibiciéon del crecimiento in vitro en muestras de candida albicans con

nistatina, Juliaca 2018
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Interpretacion y anélisis: En la tabla N°3 y grafico N°3, en la muestra estudiada,
se puede observar que la nistatina 100 000UIl/ml presenté un halo de inhibicion
de 13 mm en 3.3%, 14 mm en 3.3%, 15 mm en 30%, 16 mm en 53.4% y 17 mm

en 10%, de todas las muestras estudiadas.
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5.2. Comprobacion de hipotesis

PRUEBA DE HIPOTESIS GENERAL MEDIANTE EL USO DE LA PRUEBA

DE t de STUDENT
Planteamiento de hipotesis estadistica:
1. Hipotesis general

Ho: Al evaluar el extracto etandlico de propoleo y nistatina para inhibir el
crecimiento fingico in vitro en muestras de candida albicans, Juliaca 2018,

no existe diferencia significativa

Hi: Al evaluar el extracto etandlico de propdleo y nistatina para inhibir el
crecimiento fingico in vitro en muestras de candida albicans, Juliaca 2018,

existe diferencia significativa
2. Nivel de Significancia:

o =0.05
3. Estadistica de prueba

X — U

=T

t

60



4. Regla de Decision.

Region de

Rezion de Rechizo Regton de Rechazo

-

Eoepbacion

t=n=29=-1.699 t=n=29=1.699

t=-50.930

Como la t=-50.930, esta cae en la zona de rechazo para la Ho, por lo que

se acepta la Hi.

5. Conclusion: Al determinar el p-valor= 0.000, y un nivel de significancia del
0.05 y con una probabilidad de error del 0.0%; Al evaluar el extracto
etandlico de propdleo y nistatina para inhibir el crecimiento fangico in vitro
en muestras de céandida albicans, Juliaca 2018, existe diferencia

significativa.

5.3. Discusioén

El estudio de productos apicolas con fines terapéuticos en Odontologia se ha
incrementado en la actualidad, en su mayoria destinados a controlar o eliminar un
agente causal de la candidiasis bucal (muget) la Candida albicans como el primer

agente causal de esta lesion.
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El propdleo es una sustancia compleja constituida por una gran variedad de
compuestos quimicos, su composicidn no es estable y varia segun la fuente de
procedencia. Ademas una de las propiedades mas importantes del propoleo es su
actividad antimicrobiana, la cual se le atribuye fundamentalmente a los
flavonoides.

Existen diversos métodos que permiten evaluar el efecto antibacteriano de los
extractos naturales. El mas utilizado es la técnica “difusion de disco en agar’
descrito por diversos autores como Mayta y col. en el (2009) los cuales evaluaron
la actividad antibacteriana mediante el uso de discos de papel whatman,
embebidos con el extracto etandlico de propdleo, sobre la superficie microbiana,
para luego medir los halos de inhibicion.

Se concuerda con Ramirez T. (2016) al obtener efecto inhibitorio de concentracion
de extracto etandlico de propoleo. Por De la Cruz (2013), donde indicé que a
mayor concentracion del extracto etandlico de Propdleo existe mejor actividad
antimicotica sobre el crecimiento in vitro de Candida albicans coincidiendo con los
resultados del presente estudio al 80% pero no superior al medicamento sintético
Nistatina de 100 000 Ul/ml utilizado como referencia en ambos casos. Todas con
menor efecto que la Nistatina. Se estd de acuerdo con el estudio de Jara R.
(2014). Al encontrar efecto antibacteriano de cuatro marcas comerciales de
propéleo y El extracto etandlico de Propoleo elaborado en el laboratorio tengan
actividad antibacteriana frente a variadas cepas de microorganismos.

Se discrepa con Ramirez T (2016); De la Cruz (2013) en las concentraciones de
extracto etanolico de propoleo ya que estos tuvieron medidas mayores (promedio
de 9 mm y 11 mm correspondientemente) a concentraciones menores ( 25% y

50% correspondientemente) a la presente investigacion, que podemos excusar a
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un factor determinante para estas diferencias de concentracion alcohdlica de
efecto de esta investigacion con la Ramirez y De la Cruz, posiblemente sea el
lugar donde se extrajo el propoleo por variacion en la composicion.

Se debe tener en cuenta lo expuesto por castro (2016), Gil (2015) y Del Rio
(2006) Que las diferentes concentraciones del extracto etanolico de propoleo, el
lugar de obtencion de este componente y el microorganismo objetivo a quien esta
dirigido, son de mucha importancia ya que los resultados esperados puedan

variar.

CONCLUSIONES

e Al evaluar el extracto etandlico de propdéleo y nistatina para inhibir el
crecimiento fungico in vitro en muestras de candida albicans, Juliaca 2018,

existe diferencia significativa

e Se presenta inhibicién del crecimiento fungico de 15.63 mm en el grupo
control, Nistatina 100 000 Ul/ml después de la intervencion
e se presenta inhibicion del crecimiento fungico de 6.67 mm en el grupo del

Extracto etandlico de propdleo al 80%

RECOMENDACIONES

e Se Recomienda realizar nuevas investigaciones con productos de
propdleo de otras regiones del Peri donde se pueda encontrar este

producto
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Se recomienda aumentar la concentracion de extracto etanolico en nuevos
estudios.

Profundizar en el analisis en un agente fungico especifico.

Incentivar a la poblacion universitaria a desarrollar estudios con productos
naturales.

Difundir los alcances de la investigacion a fin de que se considere en las
infecciones flngicas bucales que se presenten en la consulta del

profesional.
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ANEXOS

Anexo 01

CARTA DE PRESENTACION

Juliaca, 30 de Octubre 2018

Sefior Doctor

Juan Gualberto Trelles Yenque

Decano de la Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud
Universidad Alas Peruanas

Asunto: Carta presentacion del proyecto titulado “EVALUACION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE PROPOLEO Y NISTATINA PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO IN VITRO
EN MUESTRAS DE Candida Albicans, JULIACA 2018"

Respetado Doctor Trelles.

Mediante la presente presento mi trabajo de Investigacién para su Aprobacion e Inscripcién y
Autorizacion de Ejecucion del Desarrollo de Tesis.

Para lo cual me comprometo a:

1.

2.

3.

4,

Realizar la investigacion en el tiempo estipulado en el Reglamento de Grados y Titulos de
la Universidad, asi como cumplir con la entrega de los informes de avance (parcial y final)
para su revision por el comité evaluador.

Autorizar la publicacion del producto o procesos de investigacion/creacion terminados, en
espacios pertinentes para su valoracion, asi como en el Repositorio de la Universidad.
Anexar a esta investigacion el acta o las cartas de participacion de las instituciones
vinculadas al proyecto. )

Cumplir con las consideraciones Eticas de Helsinki y Niremberg, asi como garantizar las
normas éticas exigidas por la aplicacién de formatos de Consentimiento y/o Asentimiento
Informado que requiera la investigacion.

Ademas declaro:

L

4,
5.
6.

Que es un trabajo de investigacion es original.

Que son titulares exclusivos de los derechos patrimoniales y morales de autor.

Que los derechos sobre el manuscrito se encuentran libres de embargo, gravamenes,
limitaciones o condiciones (resolutorias o de cualquier otro tipo), asi como de cualquier
circunstancia que afecte la libre disposicion de los mismos.

Que no ha sido previamente publicado en otro medio.

Que no ha sido remitido simultdneamente a otra publicacion.

Que todos los colaboradores han contribuido intelectualmente en su elaboracion.

Cordialmente.

Henrry Roberts Machaca Copari
Cod. 2011220917

Facultad MHyCS

EP. De Estomatologia
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Anexo 02

SOLUCITUD DE PERMISO PARA EJECUCION DE PROYECTO

FILIAL JULIACA
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Anexo 03

CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

identificado con DNI NC..........coiiiiiiiiiiiiii, doy mi consentimiento, para

participar en el trabajo de investigacion que titula “EVALUACION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE PROPOLEO PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO FUNGICO EN MUESTRAS DE

CANDIDA ALBICANS. JULIACA 2018~ donde acepto que se me tome una muestra de mi boca
ya que se me ha referido que ello no comprometera para nada en el estado actual de mi
salud, ademas he realizado las preguntas que consideré oportunas, y el interesado me ha
dado respuestas aceptables en la investigacion anteriormente descrita. Nombre y Firma (o

huella digital):

Firma: Fecha
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Anexo 04

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N°1

Ficha de recoleccion de Datos de muestra

1. Lugar de obtencion de la muestra: ......coceeveverererernrarannnee

A. tincion GRAM:
Presencia de levadura positivo ( ) negativo ()
2. Observacion al microscopio:
Céandida albicans: positivo ( ) negativo ()
3. cultivo de la muestra
Crecimiento ( ) no crecimiento ( )

4. numero de colonias MC Farland 0.5
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Anexo 05

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N°2

MEDIDA DEL HALO DE INHIBICION EN PLACA PETRY

Siembra de Candida albicans

Extracto etanélico de

Control Positivo Nistatina

propdleo 80% 100 000UI/ml
Cultivo N° 01 14
Cultivo N° 02 13
Cultivo N° 03 16
Cultivo N° 04 16
Cultivo N° 05 15
Cultivo N° 06 16
Cultivo N° 07 15
Cultivo N° 08 15
Cultivo N° 09 15
Cultivo N° 10 17
Cultivo N° 11 16
Cultivo N° 12 16
Cultivo N° 13 15
Cultivo N° 14 16
Cultivo N° 15 17
Cultivo N° 16 16
Cultivo N° 17 15
Cultivo N° 18 16
Cultivo N° 19 16
Cultivo N° 20 16
Cultivo N° 21 15
Cultivo N° 22 16
Cultivo N° 23 17
Cultivo N° 24 16
Cultivo N° 25 15
Cultivo N° 26 16
Cultivo N° 27 15
Cultivo N° 28 16
Cultivo N° 29 16
Cultivo N° 30 16
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Anexo 06

RESGISTRO FOTOGRAFICO

Procesamiento de Propoleo

Toma de muestra

Materiales utilizados para muestra de
candida albicans

Tincién con azul de metileno de
candida albicans

Lavado con agua destilada y

Fijacion con lugol secado
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Muestra de candida albicans
con tinciéon

A

Preparacién del agar de saboraud
Ebullicién del caldo de cultivo
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Reparticion del caldo de cultivo

Obtencién del cultivo y preparacién Marcado de las placa petry
segun Turbidez de Mc Farland 0.5

Cultivo de candida albicans Impregnacién de solucion de Nistatina y
Propoleo en discos tipo Whatman
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Llevados a incubadora

Medicion regla pie de rey de Medicion regla pie de rey de
propoleo Nistatina
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Anexo 07

MATRIZ DE CONSISTENCIA
“EVALUACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO Y NISTATINA PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO IN VITRO EN
MUESTRAS DE CANDIDA ALBICANS. JULIACA - 2018”

Disefio de la Poblacién y muestra de
Problemas Objetivos HipGtesis Variables e indicadores Método

investigacion estudio
Problema general Objetivo general Hipétesis principal Variable independiente Tipo cuantitativo Método: Muestras por conveniencia
¢ Cuédl sera el resultado Evaluar el extracto Al evaluar el extracto Extracto etandlico de La seleccion de la muestra

i6 etandlico de propdleo etandlico de propéleo ) Nivel investigativo es | Deductivo )
de la evaluactoln del tand propoleo y tano propolec y propéleo se hizo por muestreo no
extracto etandlico de nistatina para inhibir el nistatina para inhibir el aplicativo
Propéleo y nistatina para crecimiento in vitro en crecimiento in vitro en Indicador: solucién liquida P Analitico probabilistico consecutivo
inhibir el crecimiento in muestras de candida muestras de candida
vitro en muestras de albicans Juliaca 2018 albicans, 2018, existe Tipo de estudio segin la que cumplan los criterios
candida albicans, Juliaca diferencias significativas. ) . y
20187 secuencia y periodo de de inclusion y exclusion
Hipétesis derivadas establecidos: con un

Problemas especificos Objetivos especificos Variable independiente estudio es transversal, Técnica: ’

. ¢Coémo sera la
inhibicién del crecimiento
fungico en el grupo
control después de la
intervenciéon?

. ¢Como seré la
inhibicion del crecimiento
fangico en el grupo del
Extracto Etanélico de
propéleo después de la
intervencion?

. Determinar la
inhibicion del
crecimiento fungico del
grupo control después
de la intervencién

. Determinar la
inhibicion del
crecimiento fangico del
grupo  del  extracto
etandlico de propdleo
después de la
intervencion

* Se presenta inhibicion de
crecimiento fangico de
15mm grupo control,
nistatina 100 000UI/ml
después de la intervencion

* Se presenta inhibicién del
crecimiento fungico de 10
mm en el grupo del
extracto etandlico de
propéleo después de la
intervencion

Nistatina de 100 000 U/I

Indicador: solucién liquida

Variable dependiente

Inhibicién fungica

Indicador: formacion del halo

inhibitorio

seglun el tiempo de
ocurrencia de los hechos
es prospectivo; el disefio
segun la intervencién del

investigador es

experimental.

Observacion y medicion

Muestreo:

No probabilistico

consecutivo

De procesamiento

t Student

tamafio de muestra de

n=30 placas Petry.
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