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RESUMEN

El estudio comparé el efecto antifingico entre el extracto hidroetandlico mixto de
miel y propdleo de Apis mellifera vs. extracto hidroetandlico de propdleo sobre cepas
de Candida albicans ATCC 10231. El disefio fue experimental, prospectivo y
transversal. La muestra estuvo conformada por 15 placas petris sembradas con cepas
de Candida albicans ATCC 10231. Se realiz6 10 repeticiones por cada
concentracion. La evaluacion del efecto de los extractos hidroetanélico de miel y
propoleo se realiz6 mediante el método Kirby Bauer, de difusién en agar. Los discos
fueron colocados sobre las placas de Mueller Hinton, durante 24 horas las placas
estuvieron en posicion invertida a 37°C. Para el extracto hidroetandlico mixto de
miel con propdleo presentd halos de inhibicion de 18.50 mm y el extracto
hidroetanolico de propoleo de 18.20 mm. No se encontrd diferencia estadistica
significativa entre los dos grupos de concentracion con un nivel de significancia
estadistica (p <0.05), utilizando la prueba estadistica de t de student, ya que los datos
siguieron una distribucién normal. Se concluy6 que al comparar el extracto
hidroetandlico mixto con el extracto hidroetandlico del prop6leo obtenemos el mismo

efecto antifingico sobre cepas de Candida albicnas.

Palabras claves: Candidiasis oral, Antiflngico, Fitoterapia.
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ABSTRACT

The study compared the antifungal effect between the mixed hydroethanolic extract
of honey and propolis of Apis mellifera vs. hydrotanolic extract of propolis on strains
of Candida albicans ATCC 10231. The design was experimental, prospective and
transversal. The sample consisted of 15 petris plates planted with strains of Candida
albicans ATCC 10231. 10 repetitions were performed for each concentration. The
evaluation of the effect of the hydroetanolic extracts of honey and propolis was
carried out using the Kirby Bauer agar diffusion method. The discs were placed on
the plates of Mueller Hinton, during 24 hours the plates were in an inverted position
at 37 ° C. For the mixed hydroetanolic extract of honey with propolis, there was an
inhibition halos of 18.50 mm and the hydroethanolic extract of propolis of 18.20 mm.
No statistically significant difference was found between the two concentration
groups with a level of statistical significance (p <0.05), using the student's t-test, since
the data followed a normal distribution. It was concluded that when buying the mixed
hydroethanolic extract with the hydroethanolic extract of propolis we obtain the same

antifungal effect on strains of Candida albicans.

Key words: Oral candidiasis, Antifungical, Phytotherapy.
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INTRODUCCION

La cavidad bucal constituye un ambiente favorable para la colonizacion de
microorganismos oportunistas como la levadura Candida albicans el principal
mediador etiologico de la candidiasis bucal, por tal motivo se considera que cuatro
de cada mil pacientes que acuden a una consulta odontoldgica presentan sintomas y

signos de infeccion candidiasica. 2

La cepa “Candida albicans” ha sido considerada como la especie mas patogénica
dentro de su género, misma que pudo ser responsable de infecciones micoéticas en
cavidad bucal, vaginal, gastrointestinal entre otras, incluso en estados mas graves se
ha observado una diseminacion en el organismo que ha producido septicemias e
incluso la muerte. Por otra parte existen estudios donde se afirma que se han
encontrado una gran variedad de microorganismos en la cavidad bucal que
generalmente viven en un estado de equilibrio, sin embargo se ha observado que

cuando este estado se altera aparece la enfermedad.®*

El propdleo es una sustancia resinosa, son de solidez pegajosa, tiene actividad contra
bacterias y virus, es antimicotico, combate la inflamacion y el dolor, ayuda a

cicatrizar heridas, activando y favoreciendo que se regeneren los tejidos afectados.®

La miel de abeja ha sido considerada como un producto medicinal desde ya hace
mucho tiempo, pero estudios recientes  han demostrado sus propiedades
inmunobioldgicas, antibacteriana, antiinflamatorias, regenerativas, como agente

antimicotico, etc. ©

Es importante considerar varias opciones para ayudar con el control o la eliminacion

de esta cepa, tomando en cuenta que una alternativa es optar por la medicina



tradicional o natural presentes en extractos, aceites esenciales u otros productos, en
este caso el presente estudio esta a base de estas dos sustancias adquiridas por un
insecto muy valioso, ya que nos brinda muchos beneficios para la vida; la miel y el
prop6leo nos ofrece grandes resultados en la inhibicion de Candida albicans ATCC
10231 y sobre todo tiene pocos efectos colaterales indeseables. Por todo lo expuesto
anteriormente, el presente estudio de investigacién tuvo como objetivo comparar el
efecto antifungico, entre el extracto hidroetandlico mixto de miel y propéleo de Apis
mellifera vs. extracto hidrotandlico de propdleo sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231.34

Esta investigacion es importante porque aungue existe un estudio de investigacion,
hasta ahora no se ha encontrado estudios que se hayan realizado en nuestro pais, con
el fin de saber que tanta efectividad antifingica podrian tener al ser unidas tanto la
miel con el propoleos de Apis mellifera. Ademas de ello se podrian crear en un futuro
nuevos colutorios, cremas a base de productos naturales, que estén al alcance de las
personas para prevenir o disminuir el avance de la enfermedad presente en la cavidad
oral.™#

El estudio fue experimental, prospectivo, transversal y analitico. La muestra estuvo
conformada por 15 placas petris sembradas con cepas de Candida albicans ATCC
10231. Se realizaron 10 repeticiones de placas petris por cada concentracién. La
evaluacion del efecto de los extractos hidroetanolico de miel y propoleo se realizaron
mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar. Los discos fueron colocados
sobre las placas de Mueller Hinton, durante 24 horas las placas estuvieron en posicién
invertida a 37°C. Se concluyd que al comparar el extracto hidroetanélico mixto con

el extracto hidroetandlico del propdleo obtenemos igualdad en sus resultados.®



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes:
Ramirez T. et al.® (Per(-2016) En su investigacion titulada efecto inhibitorio del
extracto de propdleo sobre los microorganismos streptococcus mutans y candida
albicans que colonizan la cavidad oral en pacientes adultos de la clinica
odontoldgica, una puno — 2016, y determinaron la accién inhibitoria del extracto
etandlico de Propdleo sobre Candida albicans, realizando un estudio experimental,
racional, de tipo prospectivo, transversal. Se procede con una adquisicion de extracto
etanolico de Propoleo. Los microorganismos se sometieron a diferentes porcentajes
de concentrados de propo6leo como son de 25%, 50%, 75%,100 %, por 24 horas para
evaluar su actividad inhibitoria utilizando el método de Kirby Bauer. Obteniendo que
a partir del 50% se observo un 6.95 mm, al 75% con 8.6 mm y al 100% con 11.8
mm. Concluyendo que el concentrado de propdleo a superiores porcentajes tiene

mayor accion inhibitoria sobre Candida albicans.®

Noori A. et al.” (Egipto - 2012) En su investigacion titulada Efectos sinérgicos de
miel y propdleos hacia drogas multi-esistente staphylococcus aureus, escherichia
coli y candida albicans aislamientos en modo individual y culturas
polimicrobianas, Investigaron la actividad antimicrobiana de la extraccion con
alcohol etilico de propdleo recogidos de Arabia Saudita (EEPS) y de Egipto (EEPE),
y su efecto sinérgico cuando se utiliza con miel. Se cultivd Candida albicans
(C.albicans) en miel 10-100% (v / v) diluida en caldo, o 0,08-1,0% (peso / volumen)
EEPS y EEPE diluido en caldo. Se prepararon cuatro tipos de cultivos

polimicrobianos cultivando los aislados entre si en caldo (control) y caldo que



contenia diversas concentraciones de miel o propéleo. El crecimiento microbiano se

evalud sobre un medio de placa sélida después de 24 h de incubacion.’

Los resultados; EEPS y EEPE inhibieron resistentes a los antibiéticos de C.
albicans en cultivos individuales. Cuando el propdleos se mezcl6 con miel, el EEPS
mostré6 CMI més bajo que el EEPE. Se concluye; un sinergismo fuerte cuando se
mezcla con miel y prop6leo (esto se podria explicar a contienen flavonoides y
compuestos fendlicos), este estudio pavimentara el camino a aislar los ingredientes
activos de miel y propdleos para ser probados mas individualmente o en combinacién
contra infecciones resistentes al hombre. Ademas, tanto la miel como los propoleos

estimulan la produccion de anticuerpos ’

Ojeda R.° (Chile - 2012) En su investigacion titulada caracterizacion cualitativa de
compuestos fenolicos en miel de diferente origen, y evaluacion de actividad
antibacteriana y antifungica. Estudié la sensibilidad de la Candida albicans, en
mieles enteras y extractos etanolicos de mieles. Tiene como objetivo sustraer, apartar
y desarrollar una prueba comparativa de los compuestos fendlicos que se derivan de
las mieles de distintas procedencias y evaluar su efectividad antifingica. Para ver su
sensibilidad de realiza mediante procesos de extraccion con acetato de etilo y para el
monitoreo de su efectividad antimicrobiana. Se utilizaron 4 mieles de diferentes
origenes en concentraciones del 50% (p/v) y se determiné la efectividad
antimicrobiana total utilizando el método de difusién en agar Mueller Hinton. Como
resultados se obtuvo que ninguna de las mieles tuvieron efectividad contra cepas de
hongos. En cuanto a los extractos etandlicos, no presentd actividad antifingica. Se
concluye que las fracciones de los extractos que tenian flavonoides, no son las

responsables de la efectividad antibacteriana de la miel.®



Montenegro G. et al.l® (Chile - 2009) En su investigacion titulada Actividad
antibacteriana y antifungica de mieles monoflorales de Quillaja saponaria,
especie endémica de Chile, tuvieron como objetivo investigar las mieles
monoflorales de la especie chilena Quillaja saponaria donde se detectaron los
compuestos fenolicos. Estos extractos mostraron actividad antifingica contra la
levadura Candida albicans. En la extraccion de mieles para pruebas bioldgicas su
procedimiento fue que el extracto fue disuelto en 2mL agua tridestilada, y ademas se
esterilizo por contrapresion en jeringas, con filtro de un didmetro de poro de 0,45um.
Se aseguro la ausencia de microorganismos en el extracto, sembrando en forma de
césped, 100uL del extracto en placas de Petri con Agar - Soya tripticasa. Estas fueron
puestas durante 48 horas a 37°C en camara de crecimiento. Como resultado se obtuvo
que la levadura Candida albicans no fue inhibida por los extractos. Concluyendo que
los compuestos aislados no explican efectivamente la actividad microbiologica de la

miel 10

Noori A. et al.!! (Dubai - 2014) En su investigacion titulada efectos de la miel
natural en el cultivo polimicrobiano de varios patégenos humanos. Investigaron
la actividad de la miel hacia una dosis alta de cultivo Unico o polimicrobiano. Se
evalto el efecto de la miel en alta dosis de cultivo Unico o polimicrobiano. Se
cultivaron Candida albicans (C. albicans) en 10 ml de 10-100% (p / v) miel diluida
en caldo. Se prepararon seis tipos de cultivos microbianos polimicrobianos
cultivando los aislamientos entre si sobre caldo (control) y caldo que contenia
diversas concentraciones de miel (10-100% p / v). El crecimiento microbiano se

evaluo sobre un medio de placa sélida después de 24 h de incubacién. Teniendo como



resultados que la miel (30-70%) impide el crecimiento de 10 ul de especimenes de
todos los aislamientos. El cultivo de C. albicans aumentd su sensibilidad a la
miel. Se puede concluir que la miel previene e inhibe el crecimiento de cultivos

patogénicos Unicos y polimicrobianos.

Boorn K. et al.!> (Australia - 2009) En su investigacion titulada actividad
antimicrobiana de la miel de la abeja sin aguijon Trigona carbonaria
determinada por difusion en agar, diluciéon en agar, microdilucién en caldo y
metodologia de eliminacion temporal. Determinaron el espectro de actividad
antimicrobiana de 11 muestras de miel de abeja sin aguijon en comparacion con
mieles medicinales, de mesa vy artificiales. Se evalud la actividad mediante ensayos
de difusion en agar, dilucién en agar, microdilucion en caldo y ensayos de viabilidad
en el momento de la muerte. El tratamiento de microorganismos con 20% (p / v) de
miel de abeja sin aguijon durante 60 min resulté en <1 log para C. albicans. Un
tratamiento similar con cada miel de control produjo una disminucion de <1 log para
todos los organismos. Para concluir la miel de abeja sin aguijon tiene actividad

antibacteriana de amplio espectro, aunque la actividad contra Candida fue limitada.?

Garcia A. et al.®® (Venezuela - 2014) En su investigacion titulada eliminacion de
candida albicans con extracto etanolico de propdleo comercial de apis mellifera
del estado Mérida, en bases de protesis parciales removible. Determinaron la
actividad de los EEP comerciales, para la aniquilacion total de C. albicans en muestras
de resina acrilicas duras de PDR. Se experimentaron con EEP de varias
concentraciones (20%, 30%, 40%). Se hicieron dos procedimientos: la limpieza de

las muestras de acrilico fueron introducidas en los EEP por 5min, 10min, 15min,



20min y 8 h, luego se hizo una propagacion del agar con porcillo para evaluar los
halos que inhibieron. Se presencid al inicio que en las placas Petri hubo un aumento
de C. albicans en el control; y luego en el EEP al 20% se observé una disminucién de
inhibicion, en los EEP al 30% y 40% originaron halos inhibitorios de modo irregular
para lo cual hubo aumento de C. albicans desde las 24 h. Para concluir que los EEP
al 20% demostraron poder inhibir el aumento de C. albicans y al 30% y 40%

presentaron efectividad antimicotica en C. albicans.™

Gil M. et al.}* (Venezuela - 2015) En su investigacion titulada efecto fungistatico y
fungicida del extracto etanolico de propoleos sobre especies de candida.
Determinaron el efecto fungistatico y fungicida de un extracto etandlico de propdleo
comercial al (70% v/v) proveniente de un apiario del Estado Cojedes Venezuela sobre
especies de C. albicans. La metodologia utilizada fue la técnica de macrodilucion en
tubo. El extracto de propoleo demostré efecto fungistatico total a 15% sobre
Complejo Candida albicans a 48 horas de incubacion. El efecto fungicida en 24 horas
fue de 11% para Complejo C. albicans. El efecto fungicida en 48 horas de incubacién
fue de 15% para Complejo C. albicans. Concluyendo que el extracto etanolico del
propdleo tiene efecto fungistatico y fungicida in vitro en la cepa Complejo Candida

albicans.'*

Viloria J. et al.® (Colombia - 2016) En su investigacion titulada Actividad in vitro
de extractos etandlicos de propdleo del bajo cauca antioquefio sobre dos hongos
filamentosos y uno levaduriforme. Evaluaron su efectividad antimicotica in vivo en
concentrados etandlicos de prop6leo (EEP), derivados de muestras de apiarios

cientificos, de la region del Bajo Cauca antioquefio, frente a Candida albicans. El



propoleos se cosechd de dos diferentes maneras, por malla y raspado, en distintos
meses del afio. Se utiliz6 el método de macrodilucion en caldo, se analizaron seis
cantidades de EEP, entre 156 a 5000pgmL-1 y se definié que concentracion inhibio
el 80 y el 50% del aumento de la levadura. Los resultados mostraron que al recolectar
el propdleos hubieron discrepancias en el desarrollo de la cepa C. albicans.
Concluyendo que los concentrados valorados, dos evidenciaron una inhibicion del
desarrollo moderada, ya que al comprar el control y la C. albicans demostraron mayor

sensibilidad frente a los EEP analizados.*®

2.2 Marco teorico

2.2.1 Hongos sensibles

Existen diferentes hongos que son susceptibles a la efectividad de algunos productos
naturales, como son los siguientes Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus  niger, Aspergillus parasiticus, Candida albicans, Candida
pseudotropicales, Candida reukaffi, Candida stellatoidea, Candida tropicalis, Candida

utilis, Penicillium sp, Penicillium chrysogenum, Saccharomyces sp.®

2.2.1.1 Candida albicans
Son levaduras, que tienen la capacidad de crecer y reproducirse facilmente y podemos
hallarlas dentro de la microflora oral en un estado normal; estan presentes en la
lengua, en el paladar, en la mucosa oral, etc, son hongos gram positivos y aerobias,
teniendo como medio de cultivo el agar de Sabourand a una temperatura promedio de

los 20°C y los 38°C. 1718



2.2.1.2 Candida albicans ATCC 10231:

2.2.1.2.1 Morfologia:
En agar YEPD después de 2 dias a 25 ° C, las colonias son de color crema, brillantes
y lisas. Las colonias mas viejas muestran una estructura tipo filamentos en el margen
y pueden tener crestas o carpetas. Las células son ovoides (3.0-6.0 x 4.0-8.0 um), en
gemacion, principalmente aisladas y raramente agrupadas en cultivos jovenes. Las
células se alargaran y formaran pseudohifas ramificadas similares a cadenas en

cultivos mas antiguos.*®

2.2.1.2.2 Medios de cultivo:*°

e Medio
- ATCC ® Medium 200: YM agar o YM caldo
- ATCC ® Medium 28: modificacion de agar de Sabouraud Emmons'
- ATCC ® Medium 1245: YEPD

e Condiciones de crecimiento
- Temperatura: 24°Ca26°C
- Ambiente: tipico aerobico

2.2.1.2.3Historia’®

o Aislamiento
- Hombre con bronguomicosis.

2.2.1.3 Etiologia

Las diferentes causas que provocan dicha alteracion en este hongo pueden la diabetes,

el SIDA, el tabaquismo, la drogadiccion, mujeres gestantes, la ancianidad, el



consumo de antibidticos, las radiaciones, todas estas favorecen la evolucion de la
enfermedad.?°

2.2.1.4 medio de cultivo

Se empieza tomando una buena muestra, este debe estar apropiado conteniendo agua,
sales, nitrdgeno, carbono y minerales.?! Para el medio de cultivo se utiliza el agar de
Sabouraud, el cual contiene glucosa y peptona que vienen a ser sus elementos
nutritivos, ademas de poseer un pH acido.?>%
2.2.2  Candidiasis oral

Es una de las méas frecuente de las infecciones micoticas bucales provocadas por
Candida, esta presente en rangos normales en la flora del tracto digestivo y vaginal.
Un sintoma muy peculiar es la sensacion de "quemazon® en la mucosa afectada. La

candidiasis afecta también la mucosa oral.

2.2.2.1 Etiopatogenia

Esta comin infeccion ocurre por la incursion tisular, originando un estado
hipersensitivo que al introducirse generan una potente toxina. Existen también otros
factores predisponentes como son la malnutricion, terapias mediante antibidticos,
puede presentarse trastornos sistémicos debido a un estado inmunodeficiente del
organismo Y en otros casos se da por factores locales como el tener una protesis mal
ajustadas.*®
2.2.2.2 Tratamiento

Se recomiendo utilizar para combatir esta enfermedad los antimicéticos como la
nistatina, fluconazol, itraconazol y la anfotericina B, se administran por topes, por

suspensiones, pastilla o intravenosa.?
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2.2.3  Agentes antifungicos.

Los procedimientos de infecciones antimicoticas bucales graves son una de las
terapias farmacol6gicas mas complicadas, puesto que no existe una gran variedad de

antifingicos ni de métodos que nos ayuden a combatir contra estos hongos.??

Durante las Gltimas tres décadas, las infecciones por hongos se han convertido en un
problema importante en todo el mundo, especialmente entre los individuos
inmunocomprometidos .A pesar de que Candida es la causa principal de las
infecciones micoticas oportunistas, hay un namero limitado de antimicdticos
disponibles para la terapia. agentes antifungicos divididos comunmente utilizados
para el tratamiento de la candidiasis en cinco grupos principales en funcion de su
modo de accidn; grupo I: inhibicion de la sintesis de ARN y/ o ADN (analogos de
pirimidina fluorados 5-FC); grupo Il: alteracién de la funcion de la membrana
(polienos: nistatina, natamicina, anfotericina B AMB); grupo IlI: alteracion de la
biosintesis de la pared celular por inhibicion de la B glucano sintasa (equinocandinas:
caspofungina, micafungina, anidulafungina); grupo 1V: inhibicion de la biosintesis de
ergosterol por inhibicion de la escualeno epoxidasa y / 0 acumulacion de productos
intermedios de esterol toxicos (alilaminas: terbinafina, naftifina); y grupo V:

inhibicion de la lanosterol desmetilasa en la biosintesis de ergosterol (azoles)??
2.2.3.1 Nistatina

Es un antifungico perteneciente al grupo de los macrélidos polinicos, es utilizada para
diferentes situaciones clinicas infecciones fungicas de la piel, boca, vagina e

intestinos, también se usa de manera profilactica en pacientes con inmunodeficiencia,
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diabéticos, en tratamiento con antibidticos y corticoides que estén en riesgo de ser
infectados con hongos.?%?3

2.2.3.1.1 Mecanismo de accion
Los polienos poseen la facilidad de juntarse debido a sus enlaces covalentes del
ergosterol que constituye la membrana antimicética; este no se haya en las células
eucariotas del ser humano, por ende los antifingicos presentan mayor selectividad,
afectando de esta manera a la levadura en cuanto a su desarrollo, ya que la
permeabilidad de la membrana celular de esta levadura se ve alterada provocando la
salida de los componentes celulares, ocasionando la eliminacion de la candida.?? 24

2.2.3.1.2 Espectro antimicotico
La Nistatina frente a infecciones por Candida ya sea en mucosa como en piel es
momentanea, pero sin embargo tiene un espectro antifingio oportuno para realizar
un tratamiento de Candida albicans.?*

2.2.3.1.3 Indicaciones
Esta determinada como agente antimicdtico con un excelente efecto en
procedimientos de infecciones como la candidiasis oral y otras, cabe recalcar también
que no ocasiona efectos de irritabilidad local o alérgicos, pero es toxico si se aplica
de manera sistémica es por ello el uso topico que tiene.?

2.2.3.1.4 Estructura quimica
La nistatina son moléculas con dos propiedades; una region hidrofilica, que esta
compuesta por anillos macrolidos; y la hidrofébica contiene un gran nimero de
diferentes hidroxilos, enlaces covalentes simples y dobles que se encuentran

alternados, es por ello que se conocen también como polienos.?
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2.2.3.15 Mecanismo de resistencia
No es muy comun que estas levaduras se resistan a los antimicéticos poliénicos, y si
hubiera alguna resistencia, este seria por la seleccion natural de células resistentes,
que se encuentran en minimas cantidades, que es ahi donde se fijan los polienos,
originando asi una resistencia al efecto farmacolégico.?
2.2.3.1.6  Efectos adversos ®
La forma de suspension oral produce una serie de efectos adversos que incluyen, entre
otros:
e Diarrea
e Dolor abdominal
e En raras ocasiones, taquicardia, broncoespasmo, hinchazén facial, dolores
musculares
e Tanto la suspension oral como la forma tépica pueden causar:
e Reacciones de hipersensibilidad, incluido el sindrome de Stevens-Johnson en

algunos casos

Sarpullido, picazén, ardor y pustulosis exantematica generalizada aguda

22317 Mecanismo de accion

Al igual que la anfotericina B y la natamicina, la nistatina se une al ergosterol, un
componente principal de la membrana celular fungica. Cuando estd presente en
concentraciones suficientes, forma poros en la membrana que conducen a fugas de K
+, acidificacion y muerte del hongo. El ergosterol no tiene efectos relevantes en
animales ni en plantas Sin embargo, muchos de los efectos sistémicos / toxicos de la

nistatina en los seres humanos son atribuibles a su unién a los esteroles de los
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mamiferos, a saber, el colesterol. Este es el efecto que da cuenta de la nefrotoxicidad.

Observado cuando se alcanzan altos niveles séricos de nistatina.?®
2.2.4  Propoleo

El propdleo o la cola de abeja es una mezcla resinosa que producen las abejas
meliferas al mezclar saliva y cera de abejas con el exudado recolectado de yemas de
arboles, flujos de savia u otras fuentes botanicas. Se utiliza como sellador para
espacios abiertos no deseados en la colmena. El propéleo se usa para pequefios huecos
(aproximadamente 6 milimetros (0.24 pulg.) O menos), mientras que los espacios
mas grandes generalmente se rellenan con cera de abejas. Su color varia dependiendo
de su fuente botéanica, con el marron oscuro como el mas comun. El propoleo es
pegajoso a temperaturas superiores a 20 ° C (68 ° F), mientras que a temperaturas
mas bajas, se vuelve duro y quebradizo.?®

Mientras recolectan alimentos, las abejas obreras recolectan principalmente polen y
néctar, mientras que también recolectan el agua y la resina del arbol necesarias para
la produccion de propoleo. La composicion quimica y la naturaleza de los propdleo
dependen de las condiciones ambientales y los recursos cosechados.'# 2°

2.2.4.1 Composicion

La composicion de los propoleo varia de una colmena a otra, de un distrito a otro y
de una temporada a otra. Normalmente, es de color marrdn oscuro, pero se puede
encontrar en tonos verde, rojo, negro y blanco, dependiendo de las fuentes de resina
que se encuentran en el area de la colmena en particular. Las abejas son oportunistas,
ya que retnen lo que necesitan de las fuentes disponibles, y los analisis detallados

muestran que la composicion quimica de los propoleo varia considerablemente de
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una region a otra, junto con la vegetacion. En los climas templados del norte, por
ejemplo, las abejas recolectan resinas de los arboles, como los dlamos y las coniferas.
(EI papel bioldgico de la resina en los arboles es sellar heridas y defenderse contra
bacterias, hongos e insectos). El propdleo templado del norte "tipico" tiene
aproximadamente 50 componentes, principalmente resinas y balsamos vegetales
(50%), ceras (30%), aceites esenciales (10%) y polen (5%). El prop6leos también
contiene acaricidas lipofilos persistentes, un pesticida natural que disuade a las

infestaciones de &caros.?®

2.2.4.2 Uso en las abejas:

Es utilizado para tapizar el interior de las celdillas y cAmaras de cria, las sellan para
evitar su contaminacion; refuerzan cualquier estructura inestable; sellan las grietas
evitando que se formen corrientes de aire; reducen al minimo las piqueras de entrada
a las colmenas para evitar el ingreso de depredadores que podrian ser momificados.
Con el propdleos amortiguar los sonidos intensos ya que las abejas son muy sensibles
a ellos; mantienen estable la temperatura de la colmena (alrededor de 30°C), el nivel
de humedad evitando la evaporacion excesiva de esta, ya que las larvas la necesitan

para su desarrollo.?®

2.2.4.3 Propiedades fisicas del propoleo.

El color de los propoleo varia segun el area y la fuente de la planta. Se derrite de 60
°Ca70 ° C, mientras que algunos de sus tipos se funden a 100 ° C. Duro a bajo y
suave a alta temperatura. Se extrae comercialmente con solventes adecuados, es decir,
etanol, metanol, cloroformo, éter y acetona. Se encuentra comercialmente en forma

de dentifricos, pastillas, enjuagues bucales, cremas, geles, jarabes para la tos, vino,
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pastel, polvo, jabon, chicles y tabletas asi como caramelos, champus, barras de
chocolate, lociones para la piel, pastas de dientes mezclas antisépticas y También se

utiliza para la preservacion de la carne. 2’

2.2.4.4 Actividad y propiedades bioldgicas

Por su accion antiinflamatoria el propoleos, aumenta la capacidad del sistema
inmune, estimula la eliminacién de residuos toxicos, actla frente a microbios y virus,
es antimicoticos, anestésicos, y ademas cicatrizante, antioxidantes y anticariogénicas,
por todo ello es que ha originado un gran interés en la medicina y en la industria
farmacéutica.?

2.2.4.5 Caracteristicas fisico quimicas

El propdleo puede presentar una consistencia dura o blanda, del mismo modo el color
varia desde un marrén oscuro a un marron claro con tintes amarillos o con tintes
castafios; el sabor puede ser picante, dulce o amargo, todo esto es segun el climay la
zona donde se ubica la colmena. 2

2.2.4.6 Mecanismo de accién

Al estar unidos sus componentes, provocan que la bacteria pierda su capacidad de
motilidad y transporte de la membrana, quedando asi susceptible a los efectos del
propdleo, al ataque inmunoldgico y a los potentes antibioticos.?82°

2.2.4.7 Dosis

El propoleo para su uso oral deber ser de 5 mg por kg de peso al dia, y para uso

externo se deja al criterio del gusto de cada persona.®
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2.2.4.8 Efectos adversos

Las reacciones adversas ya sean por via topica, oral o local de la admiracion del
propoleo son casi escasas 0 nulas, por lo general podria provocar reacciones alérgicas

de hipersensibilidad en la piel.?®
2.2.4.9 Usos en odontologia

Dentro de la odontologia el prop6leo ha sido aprovechado en la fabricacién de
colutorios y cremas (como cicatrizantes), recomendada en pacientes con
enfermedades de gingivitis, Alveolitis post extraccion, estomatitis subprotesica.®

2.25  Miel de abeja

La miel es una sustancia alimenticia dulce y viscosa producida por las abejas y
algunos insectos relacionados. Las abejas producen miel a partir de las secreciones
azucaradas de las plantas (néctar floral) o de las secreciones de otros insectos como
la mielada. Lo hacen por regurgitacion, actividad enzimatica y evaporacion de agua.
La miel se almacena en estructuras de cera llamadas panales. La variedad de miel
producida por las abejas (el género Apis) es la mas conocida, debido a su produccion
comercial mundial y consumo humano. La miel se recolecta de colonias de abejas
silvestres, o de colmenas de abejas domesticadas, una practica conocida como
apicultura .°
2.2.5.1 Formacion

La miel es producida por las abejas que recogen el néctar para su uso como azucares
consumidos para apoyar el metabolismo de la actividad muscular durante el forrajeo
0 para ser almacenada como un suministro de alimentos a largo plazo. Durante el

forrajeo, las abejas acceden a una parte del néctar recolectado para apoyar la actividad
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metabdlica de los masculos del vuelo, y la mayoria del néctar recolectado esta
destinado a la regurgitacion, digestion y almacenamiento como miel. En clima frio o
cuando escasean otras fuentes de alimentos, las abejas adultas y larvales utilizan la
miel almacenada como alimento.®

2.2.5.2 Propiedades fisicas y quimicas
Las propiedades fisicas de la miel varian, dependiendo del contenido de agua, el tipo
de flora utilizada para producirla (pastos), la temperatura y la proporcion de los
azucares especificos que contiene. La miel fresca es un liquido stper saturado, que
contiene mas azucar que el agua que normalmente se puede disolver a temperaturas
ambiente. A temperatura ambiente, la miel es un liquido sobre enfriado en el que la
glucosa se precipita en granulos solidos. Esto forma una solucion semisélida de
cristales de glucosa precipitados en una solucion de fructosa y otros ingredientes.®

2.2.5.3 Uso Médico
Heridas y quemaduras: Algunas evidencias muestran que la miel esterilizada puede
ayudar a curar las heridas de la piel después de la cirugia y las quemaduras leves (de
espesor parcial) cuando se usa en un apoésito, pero en general, la evidencia del uso de
la miel en el tratamiento de heridas es de una calidad tan baja que las conclusiones
firmes no pueden ser dibujado. La evidencia no respalda el uso de productos a base
de miel en el tratamiento de UGlceras por estasis venosa o ufias encarnadas.®

2.2.6 Fitoterapia
Es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con fines
terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar o curar alguna patologia. Las plantas han

sido utilizadas desde tiempos antiguos para el tratamiento de enfermedades, las
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mismas que presentan efectos fisioldgicos multiples debido a la presencia de méas de
un principio activo.? %%

2.2.6.1 Plantas medicinales aromaticas
Son vegetales aromaticos considerados como recurso ya que en sus érganos poseen
sustancias que son usadas terapéuticamente ya sea para prevenir o para curar

enfermedades y de esta manera reestablecer la salud perdida.3!

HIPOTESIS:
El extracto hidroetandlico mixto de miel y propoleo de Apis mellifera, tiene mayor
efectividad antifungica que el extracto hidroetanolico de propoleo sobre Candida

albicans ATCC 10231.

IV. METODOLOGIA:

4.1 Disefio de la investigacion:

-Experimental: Porque se manipulara la variable independiente®? (los extractos
hidroetandlicos de miel, prop6leo y mixto) para asi poder observar sus efectos
antifangicos sobre la variable dependiente (Candida albicans) mediante un control.
- Transversal: Porque se realizara observaciones en un momento unico en el tiempo
dentro del estudio.?

- Prospectivo: Porque se midié el efecto antifingico sobre variable dependiente
(Candida albicans) cuando se inicie el estudio.®?

- Analitico: Porque consiste en la desmembracién de un todo, descomponiéndolo en

sus partes o elementos para observar las causas, la naturaleza y los efectos.?
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4.2 Poblacion y muestra:

Poblacion: cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Criterios de seleccidn:
e Criterios de Inclusion:
- Placas sembradas con cepas de Candida albicans ATCC 10231.
e Criterios de exclusion:
- Placas con halos de inhibicién no claro.
- Placas de Candida con signos de contaminacion.

- Placas de Candida obsoletas de reestablecerse en el medio de cultivo.

Muestra:

Tamarno de Muestra:

La muestra para el presente estudio es

(Zan + Zp)2 2s?

(O1- O2)?

Donde:
Zq/2 = 1.96; para un nivel de significancia o =0.05

Zg = 0.84; para una potencia de prueba de = 0.20
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S=0.8 (01 - [J2) elcual es un valor asumido por no haber estudios similares.

Luego Reemplazando obtenemos n = 10 repeticiones

Luego la muestra estara conformada por n = 10 repeticiones de placas petris por cada

tratamiento.

Se usaron 10 placas por cada grupo experimental.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION INDICAD | VALOR TIPO DE | ESCALA
OPERACIONAL ORES FINAL VARIABL DE
E MEDICI
ON
Sustancias que se obtendran a
_ Es una sustancia obtenida por partir de los protocolos
Variable extraccion de una p?jrte de urlwa establecidos a base de miel y Miel 40%
e | amo etanol y agua destlada. Los | PTOPOIE0 MECETaCasentna | Rotuio gel | propgieo | Cualitativo | Nomina
EXTRACTO | extractos pueden comercializarse | Sustancia hidroetanolica la extracto 40%
HIDROETAN | como tinturas o en forma de polvo. | cual sera utilizada para
OLICO comprobar y comparar el Miel con
efecto antifungica frente a propéleo
cepas de Candida albicans 40%
ATCC 10231
Es un hongo microscopico,
normalmente inofensivo, que se
Variable encuentra en nuestro organismo sin | Sensibilidad del patégeno oral Cuantitativo
dependiente: | efectos patoldgicos, al nivel de los | usando el método de Kirby ]
genitales, tracto digestivo, boca y Bauer. Halos de mm De Razon
EFECTO piel. En algunos casos, puede llegar inhibicion
ANTIFUNGIC | a ser patdgena y causar candidiasis,
O SOBRE una infeccion micotica causada por
CANDIDA el mismo microorganismo, que
ALBICANS ataca principalmente a los

organismos fragiles con las defensas
inmunitarias bajas.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.4.1. Técnica: Observacion microbioldgica.

4.4.2. Instrumentos:

e Ficha de recoleccion de datos. (Anexo 1)
e Para medir el efecto antifingico se utiliz6 una regla Mitutoyo Digital Vernier
Caliper 0-150mm/0.01mm métrico/pulgada, 500-196-30 con I1SO de calidad

17025. (Anexo 2)

4.4.3 Procedimiento:

a) Recoleccion del material biologico.

Recoleccion de la muestra de propoéleo y miel:
El propoleo y la miel han sido obtenidos de la localidad de Huangamarca distrito de

Otuzco, provincia de Otuzco, region La Libertad.

La recoleccion del propdleo fue realizada mediante el método de entrampado, ya que
nos ofrece mejor calidad y menos contaminacion de la muestra. Luego el propdleos

se colocé en frasco de vidrio estéril.®

El transporte del propoleo y de la miel se realizé en un cooler y se llevaron al
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional de Trujillo.3
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b) Preparacion del extracto hidroetandlico de propoleo:
Para la preparacion del extracto se contd con la colaboracién de la Dra. MarilG Soto
Vasquez, especialista en Farmacia y Bioquimica. (Anexo 3)
Antes de preparar el extracto hidroetandlico, se procedi6 a eliminar las impurezas
visibles que se encuentren en el propoleo, tales como virutas de madera, partes de

abejas, restos vegetales.®

La muestra de prop6leo en bruto fue fraccionada en trozos de 2 cm aproximadamente
y fue colocada en refrigeracion a 0 °C por 24 horas para solidificarla. Luego, se trituro

los trozos en un mortero y se paso a través del tamiz # 20.3

Se pesaron 50 g de propdleo en polvo tamizado, y se colocaron en un balon de fondo
plano de 1 litro de capacidad. Luego se agregé 500 ml de etanol al 30% vy se llevo
a reflujo por espacio de 2 horas. Pasando el tiempo se realizé la filtracion al vacio
con un papel filtro Whatman N° 2 y se concentro el extracto en un rota vapor a presion
reducida a una temperatura de 40° C. El extracto obtenido se sometio a secado en
estufa a 40 °C durante 2 horas, para obtener el denominado extracto blando total. A
partir de este extracto se prepar0 la concentracion de 40 %, disueltos en etanol de
30 %. La concentracion se coloco en un frasco esteril de cristal de color ambar y fue

llevado a congelar a 4°C para luego ser evaluado microbioldégicamente.®

c) Preparacion del extracto hidroetandlico de la miel:
Se midio el volumen de 40 mL de miel y se coloco en un matraz de 250 mL. Luego
se afiadio en el matraz 80 mL, 70 mL y 60 mL de etanol al 30% respectivamente.
Luego se llevd a agitacion por 1 hora. Pasando el tiempo se realizé la filtracion al

vacio con un papel filtro Whatman N° 2. La concentracion fue colocada en un frasco
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estéril de cristal de color &mbar y fue llevada a congelar a 4°C para luego ser evaluado

microbiolégicamente.3*

d) Preparacion de las concentraciones del extracto hidroetandlico de miel y

propdleo:

A partir del extracto hidroetandlico de miel y prop6leo obtenido se procedi6 a

preparar la concentracion que fue empleada en la investigacién, como sigue:

Extracto hidroetanélico de miel de 40 % v/v

Extracto hidroetandlico de propoleo de 40 % v/v.

e) Preparacion de la mezcla de los extractos hidroetandlicos de propoleo y miel:
El extracto hidroetandlico de propoleo y miel de la concentracion de 40%, se mezcld

en proporciones de 1:1.

Protocolos microbiologicos:

Evaluacion del efecto del extracto hidroetandlico de miel y propoleo de Apis
mellifera sobre Candida albicans ATCC 10231.

Se contd con la colaboracion de la Dra. Manuela Lujan Velasquez, Bidloga y
Microbidloga de la escuela de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 4).
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Antes del procedimiento microbiolégico se compré la cepa de Candida albicans
(Anexo 4) y Sabouraud Dextrose Agar 500 g (Anexo 5).

1. Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231:

Para este estudio se utilizé un cultivo liofilizado de la cepa de Candida albicans

10231.

La reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de Caldo

Sabouraud, luego se incub6 a 37°C por 24 horas.

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar Sabouraud e incub6 a 37°C por 24

horas. Posteriormente se realizo coloracion gram.
La cepa se mantuvo en caldo BHI y en Agar Sabouraud, hasta que se utiliz6-*
2. Meétodo de difusion en agar:

La evaluacion del efecto de los extractos hidroetandlico de miel y propéleo se realizé
mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar *. Para lo cual se procedio de

la siguiente manera:

3. Estandarizacion del in6culo de C. albicans ATCC 10231:

Las cepas de C. albicans ATCC 10231 mantenidos en Caldo BHI y Agar Sabouraud

se sembraron en Agar Sabouraud, e incubaron a 37°C durante 24 horas, para obtener

colonias jovenes.

Luego, de 24 horas cada colonia de C. albicans ATCC 10231 se colocé en caldo BHI

y se hicieron suspensiones con una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del

Nefelémetro de Mac Farland (1.5x 102 bact./mL)%.

26



4. Inoculacion:

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo (1.5x108

bact/ml), se tomé una alicuota de 100ul y se colocé en cada una de las placas con
Agar Mueller Hinton suplementado con 2 % de glucosa (AMHG), con un hisopo
estéril se sumergio en la suspension, se distribuyd la suspensién bacteriana en tres
direcciones para asegurar una reparticion por igual del in6culo en la placa. Se decidi6

secar la placa a temperatura ambiente por 3 a 5 minutos para que no queden particulas

de agua.8
5. Preparacion de los discos con el extracto etandlico de miel y propéleo de Apis
mellifera:
Se preparo discos de papel filtro whatman nimero 3 aséptico, que fueron empapados
con 30 ul en la concentracion de 40 %, del extracto hidroetandlico de miel, 40% de
extracto hidroetanolico de propdleo. Luego, con una pinza de algoddn aséptica, se

llevaron los discos sobre las placas de Mueller Hinton (AMHG) inoculadas con la C.

albicans ATCC 10231. 8

6. Incubacion:

Se incubaron las placas Petri en forma invertida durante los 15 minutos posteriores

del agregado de sustancias a determinar, a 37°C durante 24 horas. 8

7. Lectura de los resultados:
Pasado del tiempo de incubacién de 24 horas se examind cada placa Petri y se

midieron los diametros de los halos de inhibicion (mm) del crecimiento alrededor de
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cada disco. Para lo cual se utilizd una regla milimetrada Mitutoyo Digital Vernier,

abarcando el diametro del halo.?

4.5 Plan de andlisis
Los datos obtenidos fueron incorporados en el programa IBM SPSS Statistics
version 23 trabajandose con la prueba estadistica ANOVA, t de student y la prueba
de post hoc Duncan. Los datos fueron organizados y presentados en tablas y
estadisticos para su analisis e interpretacion, considerando un nivel de significancia

de 0.05.

Se conto con el apoyo de una hoja de calculo de Microsoft Excel
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Hipotesis Variables Poblacién
COMPARAR EL | (Cudl es la | Objetivo General:
EFECTO diferencia del o ] . ] )
. Comparar el efecto antifungico entre el extracto hidroetandlico mixto | El extracto Poblacion:
ANTIFUNGICO, | efecto _ j _ - ) _ - _
. de miel y propdleo vs. extracto hidroetanolico de propoleo sobre | hidroetandlico Placas petris
DEL antifangico, ) ] ) ) )
cepas de Candida albicans ATCC 10231, TRUJILLO - 2018. mixto de miel y conteniendo el
EXTRACTO entre el ) )
. propoleo de | - Extracto | microorganismo
HIDROETANOL | extracto Objetivos Especificos: . ]
] . Apis  melifera, hidroetan | de prueba.
ICO MIXTO DE | hidroetandlico )
) .| Evaluar el efecto antifungico de extracto hidroetandlico de propéleo | tiene mayor | dlico.
MIEL CON | mixto de miel o
. , sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, TRUJILLO - 2018. | efectividad
PROPOLEO DE |y propbleo de o
: ‘ : . e _ _ _ antifingica que | - Efecto Muestra:
Apis mellifera vs. | Apis mellifera, | Evaluar el efecto antif(ngico de extracto hidroetandlico de miel de -
el extracto |  antifangi
EXTRACTO contra el | sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, TRUJILLO - 2018. | . . La muestra
hidroetandlico co sobre | estuvo
HIDROETANOL | extracto , o
. . Evaluar el efecto antifiingico de extracto hidroetanélico mixto de | de propoleo | candida | conformada por
ICO DE | hidroetanélico bre Candid b n = 10
. , : ; sobre Candida | albicans. ici
PROPOLEO de  proplecs miel y propdleo sobre cepas de Candida albicans ATCC 1031, . . Sg?::lonei,etﬂg
- albicans
SOBRE CEPAS | sobre cepas de TRUJILLO -2018. para cada
i i . . . - . 10231. concentracion.
DE Candida | Candida Comparar el efecto antiftingico de extracto hidroetanélico mixto de
albicans  ATCC | albicans miel con propdleo y Nistatina sobre cepas de Candida albicans
10231, ATCC 102317 | ATCC 10231, TRUJILLO - 2018.
TRUJILLO -
2018.
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4.7 PRINCIPIOS ETICOS
El presente estudio de investigacion es un estudio in vitro que se realizé en placas de
Petri, los cultivos micéticos utilizados en la investigacién fueron tratados en
autoclave (método fisico de eliminacion de microorganismos) antes de ser eliminados
como residuos biocontaminados.
La investigacion respeta los principios detallados en el codigo de ética considerados

por la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote.

V. RESULTADOS
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5.1 Resultados

Tabla 1

Evaluacién del efecto antifingico de extracto hidroetanélico de propoéleo, extracto
hidroetandlico mixto de miel y propdleo, extracto hidroetandlico de miel, etanol y nistatina
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

95% del intervalo de confianza

o para la media
Desviacio p*

Concentracion N Media .. e . .
ntipica  Limite inferior Limite superior

ANOVA
Propoleo 40% 10 18,2000 1,22927 17,3206 19,0794
Propéleo 40% + miel
0% 10 18,5000 ,84984 17,8921 19,1079
Miel 40% 10 ,0000 ,0000 ,0000 ,0000 0,00
etanol 10 ,0000 ,00000 ,0000 ,0000
nistatina 10 27,2000 1,03280 26,4612 27,9388
total 50 21,3000 4,36404 19,6704 22,9296

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

Al aplicar la prueba de ANOVA se encontrd diferencia estadistica significativa entre los

grupos de concentracion con un nivel de significancia estadistica (p <0.05)
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Tabla 2

Comparacién del efecto antifngico entre el extracto hidroetandlico mixto de miel y
propdleo vs. extracto hidroetandlico de prop6leo sobre cepas de Candida albicans ATCC
10231.

Duncan
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupos N 1 2 3
Miel 10 ,0000
Etanol 10 ,0000
Miel + propdleo
40% 10 18,2000
Propoleo 40% 10 18,5000
Nistatina 10 27,2000
Sig. 1,000 ,528 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdénica = 10,000.

Podemos indicar que la prueba de Duncan, se obtuvo 3 columnas en donde estan los
subconjuntos y en las filas estan los extractos hidroetandlicos de miel; propoleo al 40%;

miel + propdleo al 40%; etanol y Nistatina.

En la columna 1 las medias de los datos de miel y etanol son iguales ya que no hay una
significancia estadistica entre ellos; con respecto a la columna 2 y 3 indica que las medias

presentan una diferencia significativa

En la columna 2 las medias de los datos de miel + propdleo 40% son iguales ya que no
hay una significancia estadistica entre ellos; con respecto a la columna 1 y 3 indica que

las medias presentan una diferencia significativa

En la columna 3 la nistatina con respecto a la columna 1 y 2 indica que las medias

presentan una diferencia significativa.
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Tabla 3

Comparacién del efecto antiflngico entre el extracto hidroetandlico mixto de miel y
propdleo vs. extracto hidroetanélico de prop6leo sobre cepas de Candida albicans ATCC
10231.

95% del intervalo de

Desviaci¢  confianza para la media
Concentracion N Media t P*
n tipica Limite

o Limite superior
inferior

Miel + propdleo

10 18,5000 ,84984 17,8921 19,1079
40 %
, -,635 ,534
Propoleo 40% 10 18,2000 1,22927 17,3206 19,0794
Total 20 18,3500 1,03999 17,8633 18,8367

Fuente: datos proporcionados por el investigador.
P* prueba t de student.
Nivel de significancia estadistica (p <0.05)

Se comparo el efecto antifungico entre el extracto hidroetandlico mixto de miel y propéleo
de Apis mellifera vs. extracto hidroetanolico de propdleo sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231. Para el extracto hidroetandlico mixto de miel con propoleo se obtuvo una
medida media de 18.50 mmy el extracto hidroetandlico de propdleo una medida media de
18.20 mm. No se encontrd diferencia estadistica significativa entre los dos grupos de

concentracion con un nivel de significancia estadistica (p <0.05)
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5.2 Analisis de resultados

En el presente estudio se compararon dos productos derivados de la produccién de
las abejas contra uno de los mayores microorganismos patégenos oportunistas de la
cavidad oral, como lo es Candida albicans, teniendo en cuenta que ya se ha
demostrado que es resistente a tratamientos farmacoldgicos convencionales,

originando por tal motivo alternativas naturales como terapéutica.*

Existe varios estudios publicados donde se demuestra que el propéleo y miel de abeja
Apis mellifera, tienen diferentes propiedades curativas y entre ellas una actividad
antifingica.” Sin embargo, hasta el momento no se ha encontrado ningln estudio en
nuestro pais, que haya sido efectuado para evaluar la actividad antifungica de

propbleo y miel juntos frente a Candida albicans.

En este trabajo de investigacion se compard el efecto antifingico, de extracto
hidroetandlico mixto de miel y propdleo de Apis mellifera vs. el extracto
hidroetandlico de propdleo sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231,
obteniendo de esta manera una efectividad antifungica en el extracto mixto, similar a
la actividad que genera el propoleo por si solo. En el extracto mixto obtenemos
efectividad por el prop6leo mas no por la miel, esto discrepa con el estudio de Noori
A. et al.” que también determinaron la actividad antifingica frente a Candida
albicans, ellos obtuvieron efectividad antimicotica en el grupo de la miel; esta
diferencia puede ser ya que la miel que es utilizada en ambos estudios, proviene de

diferentes paises y por ende repercute en su vegetacion de la abeja.

Determinamos la actividad antifungica, de extracto hidroetandlico de propoleo de

Apis mellifera al 40% sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, encontrando
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como resultado una actividad antimicotica sobre esta levadura; teniendo correlacion
con el estudio realizado por Garcia A. et al.3, quienes obtienen mejores resultados
frente a C. albicans; esto puede deberse a su estructura quimica, a las diferentes
regiones geograficas; la época en la que se recolectd el propdleo, ya que para nuestra
investigacion recolectamos el propdleo en tiempo de cosecha en los meses de Julio,
todo ello influye también en sus propiedades, e incluso la especie de abeja’131415 Por
otra parte obtuvimos una actividad fungicida pasado las 24 horas, sin embargo en el
estudio de Gil M. et al.*, la cual obtuvieron efecto fungicida pasado las 48 horas
sobre la cepa Candida albicans. Cabe recalcar que el presente estudio se diferencia
ya que se utilizo un propdleo que no fue comercial, a comparacion del otro estudio;
en el presente estudio se utilizd el método de Kirby Bauer y se incubd a 37 °C y
diferencia de Gil M. et al**, que utilizaron el método de macrodilucién en tubos e

incubaron a los 25°C.

El presente estudio mostro que el extracto hidroetandlico de miel de Apis mellifera
no presenta actividad antifingica contra la levadura Candida albicans. Por lo tanto al
revisar varios estudios de investigacion de diferentes autores; encontramos una
igualdad en los resultados, esto posiblemente es por la utilizacion de acetato de etilo
en su estudio de Ojeda. R® y agua tridestilada en Montero. G. et al.}® y para la
disolucion de nuestra miel utilizamos agua destilada. Cabe mencionar que en otros
estudios de varios autores realizados por Noori A. et al.'!; Boorn K y col.!? lograron
una efectividad antimicdtica limitada. Por lo consiguiente se puede concluir que la
actividad antifungica del extracto hidroetandlico de miel es nula, teniendo como
referencia diferentes estudios aprobados que tienen relacion con nuestra

investigacion.
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V. CONCLUSIONES

e El extracto hidroetandlico mixto de miel y propdleo al 40% tiene igual efecto
antifangico sobre Candida albicans ATCC 10231, que el extracto hidroetandlico
puro de propoleo. Sin embargo, la nistatina supera su efecto.

e El extracto hidroetandlico de miel de Apis mellifera al 40%, no tiene efecto

antifungico sobre Candida albicans ATCC 10231.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

e Se debe realizar varios estudios sobre el extracto hidroetandlico de miel frente a
otros microorganismos, ya que en la actualidad, el principal uso medicinal de la
miel es en el tratamiento de heridas y quemaduras y hay varios productos
disponibles en el mercado que ya se comercializan especificamente para estos usos.

e Se sugiere realizar estudios de investigacion de la composicién quimica del

propdleo de la sierra Libertefia.
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ANEXOS

Anexo 1: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Comparar el efecto antifungico, entre el extracto hidroetandlico mixto de miel y propdleos
VS extracto hidroetandlico de propdleos sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Concentracion EFECTO ANTIFUNGICO (mm)

Miel

40% Propoleos Miel + C- C+

Propoleos o
40% Etanol Nistatina

_— 40%
Repeticion

10
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Anexo 2

Regla Mitutoyo Digital Vernier Caliper 0-150mm/0.01mm métrico/pulgada, 500 -

196-30 con ISO de calidad 17025.
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Anexo 3

Constancia de colaboracion de Marili Roxana Soto Vasquez Dra. En farmacia y
bioguimica en la ejecucion del proyecto de investigacion
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Anexo 4

Constancia de colaboracion de Manuela Natividad Lujan Velasquez, Biélogo —
Microbidlogo en la ejecucion del proyecto de investigacion.
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Anexo 5

Factura de compra: candida albicans ATCC 10231

R.U.C. 20501262260

0003- N? 0003654

RCIAL Y FINANC - CHIMBOTE SANTA ANCASH
N*de Gula de Remisién
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Anexo 6

Factura de compra: Sabouraud Dextrose Agar 500 g

R.U.C. 20501262260

0003-  No 0003664

COMERCIAL Y FINANC - CHIMBOTE SANTA ANCASH
N de Gula de Remisién
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Anexo 7

RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO: obtencion de propdleos (sierra

libertefia)

Obtencion de Propdéleos

NS\
\\\\\ .\\\\\\"\}\ A

Obtencion de miel
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Anexo 8

Preparacion de los extractos hidroetanolicos
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Anexo 9

Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

albicans ATCC 10231.

Sembrado del cultivo
liofilizado en tubo con 5 ml de
caldo sabouraud

Cultivo liofilizado de la cepa de
Céndida albicans ATCC 10231

Nefelémetro de Mac

Suspension de la levadura
Farland (1.5x 108 bact./mL) P

Obtenida

Cepa de Candida sabouraud 4% dextrose agar.
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Anexo 10

Halos de inhibicién a al 40%

IDiémetro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento de C. albicans ATCC 10231
producido por el extracto hidroetanolico de prop6leos de Apis mellifera
procedente de la sierra libertefia en la concentracion de 40 %.

i L'ul‘l'uu{mill.\il"ifi i
it =

Diametro (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento de C. albicans ATCC
10231 producido por el extracto hidroetandlico de miel de Apis mellifera
procedente de la sierra libertefia en la concentracion de 40 %.
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Anexo 11

Tabla 4. Comparar el efecto antiflngico, entre el extracto hidroetandlico mixto de miel
y propoleo vs. extracto hidroetandlico de prop6leo sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231. Determinado mediante el diametro (mm) de los halos de inhibicién del

crecimiento, método Kirby Bauer.

ONCENTRACIO MIEL
MIEL | PROPOL + C- C+
EO PROPOLE | ETANO | NISTATIN
(0] L A
REPETICION 40% 40% 40%
1. 0 17,00 19,00 0 27,00
2. 17,00 19,00 0 28,00
0
k3 0 19,00 18,00 0 28,00
4. 0 16,00 19,00 0 27,00
5. 0 18,00 20,00 0 27,00
6. 0 20,00 18,00 0 28,00
7. 0 19,00 19,00 0 26,00
8. 0 18,00 18,00 0 26,00
9, 0 19,00 17,00 0 29,00
10. 0 19,00 18,00 0 26,00

54



Tabla s

Pruebas de normalidad

Grupos Shapiro-Wilk Distribucion normal
Estadistico gl Sig.
Miel . 10 .
Propoleo 40% 924 10 389 Normalidad
Miel + propdleo 906 10 258 Normalidad
40%
Etanol : 10 :
Nistatina .895 10 ,101 Normalidad

Al tener menor o igual de 50 datos por cada extracto etandlico y control, es recomendable
usar la prueba de normalidad de shapiro- wilk, para evaluar la normalidad de los mismos,
donde se observa una distribucion normal de datos para: propoleo 40% , miel + propdleo al

40% Yy nistatina.
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Anexo 12 (GRAFICQOS)

Grafico 1. Evaluar el efecto antifingico de extracto hidroetandlico de propoéleo, extracto
hidroetandlico mixto de miel y propdleo, nistatina sobre cepas de Candida albicans ATCC
10231.

Propdleo Miel + propdleo Nistatina

Fuente: datos proporcionados por el investigador.
Se observa que la nistatina tiene mayor efecto que los otros dos grupos.

Grafico 2. Comparacion del efecto antifingico entre el extracto hidroetanélico mixto de

miel y propdleo vs. extracto hidroetandlico de propdleo sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231.

18.55
18.50
18.45
18.40
18.35
E 18.30
18.25
18.20
18.15

18.10

18.05
Propdleo Miel + propdleo

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

Se observa que se encuentra mayor efecto en el extracto mixto que en el propdleo
solo.
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Grafico 3. Comparacion del efecto antifungico de extracto hidroetandlico mixto de
miel con propoleo y Nistatina sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

30.00

25.00

20.00

10.00

5.00

0.00

Propdleo Nistatina

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

Se observa mayor efecto en la nistatina que en el propéleo.
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