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Resumen

El objetivo fue determinar el efecto antifingico in vitro de diferentes concentraciones
del extracto etandlico del propdleo del Cusco sobre la Candida albicans ATCC
10231. Investigacién basica de disefio experimental puro. El efecto antifungico se
determind por el método de difusion en disco. El propdleo utilizado se recolect6 de
la zona de Poroy y se evaluaron las concentraciones de 5, 15, 25 y 50 mg/mL. El
control positivo fue Nistatina 100 000 Ul/ml y el control negativo solucidén salina
estéril. Los resultados obtenidos muestran para el propéleo de 5mg/ml un halo de
inhibicion de 9.49mm, para el de 15mg/ml un halo de inhibicién de 11.31mm, para
25 mg/ml un halo de inhibicion 15.02mm, para 50mg/ml un halo de inhibicion de
18.51mm, el control positivo obtuvo un halo de 17 mm; al comparar el efecto de la
concentracion de 25 mg/ml y 50mg/ml con el control positivo, se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa para la concentracion de 50mg/ml sobre el control
positivo (p=0.000). En conclusion, el extracto etandlico de propodleo tiene efecto
antifangico sobre la Candida albicans ATCC 10231 en todas las concentraciones
evaluadas, pero en la concentracion de 50 mg/ml tiene un efecto altamente

significativo en relacion al control positivo.

Palabras claves: Candida albicans, Prépolis, antifingicos
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Abstract

The objective was to determine the in vitro antifungal effect of different
concentrations of the ethanolic extract of propolis from Cusco on Candida albicans
ATCC 10231. Basic research of pure experimental design. The antifungal effect was
determined by the disc diffusion method. The propolis used was collected from the
Poroy area and concentrations of 5, 15, 25 and 50 mg/mL were evaluated. The
positive control was Nystatin 100 000 Ul/ml and the negative control sterile saline
solution. The results obtained show for 5mg/ml propolis an inhibition halo of
9.49mm, for 15mg/ml an inhibition halo of 11.31mm, for 25 mg/ml an inhibition halo
15.02mm, for 50mg/ml an inhibition halo of 18. 51mm, the positive control obtained
a halo of 17 mm; when comparing the effect of the concentration of 25 mg/ml and
50mg/ml with the positive control, a statistically significant difference was obtained
for the concentration of 50mg/ml over the positive control (p=0.000). In conclusion,
the ethanolic extract of propolis has an antifungal effect on Candida albicans ATCC
10231 in all the concentrations evaluated, but in the concentration of 50 mg/ml it

has a highly significant effect in relation to the positive control.

Keywords: Candida albicans, Propolis, antifungals agents.
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I. INTRODUCCION

Las especies de candida, son parte de la microbiota normal del ser humano, se
encuentran en el tracto orofaringeo, esofagico, gastrointestinal y vagina; su invasion
ocurre en presencia de cancer, enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus,

terapia inmunosupresora y terapia antibiética de amplio aspectro.?

La candidiasis oral es una enfermedad infecciosa oportunista que afecta la lengua y
otras partes de la mucosa oral. El 95% de los casos es causado por la Candida
albicans, cuya implicancia clinica reside en su capacidad de formar biofilm en
cualquier superficie?; ciertos factores predisponen su desarrollo como el bajo fluido
salival, consumo de inmunosupresores, antibiéticos, uso de protesis, entre otros.3
Algunos estudios asocian a la candida con la transformacion a lesiones malignas,

por la produccién de nitrosaminas, responsables de estos cambios.*

Debido a que con la edad puede darse la pérdida de dientes, alteraciones en el
reborde 6seo y disminucién de la produccion salival®, las lesiones en la mucosa oral
en la mayoria de los casos se deben al contacto con la aparatologia protésica,

estimandose que el 95% de los adultos mayores las presentan.®

Un informe de los afios 2009 y 2010 del Hospital Almenara en Peru, indica que la
Candida fue el organismo mas frecuente aislado en cultivos de sangre de pacientes
de las Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), y en los afios 2012 a 2014 fue el
segundo mas comun después del Estafilococos coagulasa negativa, reportado
también en otros paises de América Latina como Argentina, Brasil, Colombia,
México, Peru; sin embargo, las incidencias de complicaciones infecciosas debido a
Candida en las UCI eran mayores a los de paises del hemisferio norte y Estados

Unidos.”

En el Peru el Instituto Nacional de Salud (INS) ha estandarizado la medicion de
susceptibilidad de los farmacos para determinar la resistencia antifiingica tomando
como referencia al Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) para la
medicion de susceptibilidad mediante el método de difusion en disco para el
fluconazol y voriconazol contra la Candida; tanto el CLSI y el Comité Europeo de
Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST) han establecido puntos
de corte clinicos, parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos, mecanismos de

resistencia y respuesta clinica. Estos paradmetros son revisados continuamente
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debido a la aparicion de nuevos farmacos y mecanismos de resistencia antifungica

que evolucionan constantemente.?

Las infecciones por Candida albicans son tratados con agentes antifungicos en
conjunto con la eliminacion del agente causal, como instaurar buenos habitos de
higiene oral, y en caso de que el paciente sea portador de prétesis, se indica la
limpieza y la remocién de la prétesis por las noches.®

Segun la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) los
medicamentos indicados para el tratamiento de Candidiasis son los polienos,
triazoles, equinocandinas y la flucitosina.l® A pesar del uso de estos medicamentos
se ha observado una disminucién de su efectividad debido a la resistencia
farmacoldgica.'* A su vez, el incremento de pacientes inmunodeprimidos y la
aparicién de nuevos virus pueden afectar el sistema inmune, siendo la Candida

albicans el principal agente en causar infecciones.?14

Continuamente se buscan otras soluciones para atender las afecciones causadas
por Candida albicans como el uso de productos naturales, tal es el caso del
propéleo, resina obtenida de los arboles por medio de las abejas, con precio
accesible y debido a la presencia de flavonoides, acido benzoico y &cido cafeico
posee propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales, antifungicas,
cicatrizantes, anestésicas, etc. Los factores como el clima, la region, la flora, las
abejas, entre otros, influyen en las propiedades del propdleo. En cuanto a la region,
por ejemplo, el propdleo obtenido de Brasil de la planta Baccharis draculifolia (chilca)
o la obtenida de Chile de la planta Baccharis linearis (romerillo), son muy diferentes
por las cantidades de flavonoides, acido benzoico y acido cafeico que contienen en

su composicion. 1517

Por lo expuesto se plantea el siguiente problema de investigacion ¢, Cual es el efecto
antifiingico in vitro de diferentes concentraciones del extracto etandlico del propdéleo
del Cusco sobre la Candida albicans ATCC 102317

Debido a la presencia de Candida albicans en varias afecciones de la salud y de su
cierta resistencia frente a los farmacos para su tratamiento, es necesario buscar
alternativas para solucionar estos problemas sin causar algun efecto secundario;
gran parte de los estudios sobre el propdéleo fueron realizados en paises como

Brasil, Turquia, India, Irag entre otros.



En el Perd, en la zona de Cusco no se encontraron estudios referentes al propdleo,
siendo esta region variada debido a sus diferentes ecosistemas.'® Debido a ello se
podria encontrar propdleo con mejores resultados en las propiedades antifungicas,
creando un camino a los nuevos productos a base del propéleo con el fin de

contribuir al avance cientifico.

El objetivo general planteado es determinar el efecto antifiingico in vitro de diferentes
concentraciones del extracto etandlico del propéleo del Cusco y del control Nistatina
sobre la Candida albicans ATCC 10231.

Los objetivos especificos son comparar el efecto antifingico de las concentraciones
de 25mg/mly 50 mg/ml del extracto etandlico del propdleo del Cusco frente al control
positivo Nistatina. Comparar el efecto antifingico de las concentraciones de
25mg/ml y 50 mg/ml del extracto etandlico del propdleo del Cusco frente al control

negativo.

La hipétesis planteada es que el extracto etandlico del propdéleo del Cusco a mayor
concentracion tiene un mayor efecto antifingico sobre la Candida albicans ATCC
10231.



MARCO TEORICO

Arslan M, et al.1°2021 en Turquia; tuvieron como objetivo comparar las propiedades
del extracto etandlico del propdleo Apis mellifera obtenida de las provincias de
Ardahan y Erzurum. Se determin6 el potencial anticitotéxico, anticancerigeno,
antibacteriano y antifingico del extracto etandlico del prop6leo en la concentracion
de 20 mg/ml. El efecto antibacteriano se probd sobre Bacillus megaterium,
Staphylococcus aureus, Pesudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniaem en
medio de cultivo de Mueller-Hinton y el efecto antifingico sobre Yarrowia lipolytica
y Candida albicans en Agar dextrosa Sabouraud al 2% mediante el método de
difusion en disco. Los controles positivos fueron Gentamicina, Ampicilina,
Eritromicina y Penicilina. Los resultados muestran que ambos propdleos tienen
actividad antibacteriana contra los microorganismos probados, excepto contra la P.
aeruginosa en gue ninguno mostro actividad antibacteriana, y al evaluar la actividad
antifangica contra la Candida albicans y Yarrowia lipolytica los propdleos no
ejercieron ninguna actividad sobre ellas. Concluyeron que las dos muestras de
propéleo tienen composicion diferente y que el alto contenido de azlcar,

flavonoides y compuestos fendlicos contribuyen a sus propiedades antibacterianas.

Al Bratty M, et al.?° 2020 en Arabia Saudita tuvieron como objetivo determinar la
composicién quimica del extracto etandlico del propéleo de la regién de Jazan y su
actividad antibacteriana y antifingica. La concentracion del extracto fue de 10 pg/mi
probado sobre Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus,
Staphyococcus epidermis, Microccus flavus, Enterococcus Faecalis, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Salmonella
entiritides, Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumiga, Alternaria
alternaria, Cladosporium herbarum y Fusarium oxysporum. Para determinar la
actividad antibacteriana y antifingica se utilizaron los medios de cultivo Mueller-
Hinton y Agar dextrosa Saboraud respectivamente, con el método de difusion en
disco; el control positivo fue Gentamicina para las bacterias y Anfotericina B para
los hongos. Se encontraron los mayores halos de inhibicion contra Microccus flavus
con 30.6+0.11 mm y para el Staphylococcus aureus 29.4+0.16 mm; con la Candida
albicans se obtuvo 17.5+0.28 mm de halo de inhibicion. Concluyeron que el extracto

etandlico de propéleo tiene mayor actividad antibacteriana que efecto antifungico.



Okinczyc P, et al.?t 2020 en Nepal. Tuvieron como objetivo identificar la actividad
antimicrobiana y la composicion quimica de los extractos etandlicos de propoleo
nepali de dos géneros de abejas Apis mellifera - Tierra trigona. La propiedad
antibacteriana se probo frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shingella flexneri,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori; y la activiada antifungica frente a
Candida albicans, Candida glabrata, Candida Krusei, Céandida tropicalis y
Saccharomyces cerevisiae, con el método de difusion en disco. Se encontré que
ambos propéleos tenian casi la misma propiedad antibacteriana; con respecto a la
Candida albicans el propoéleo Apis mellifera obtuvo un halo de inhibicion de 14+0.33
mm y el Tierra trigona un halo de 10+0.33 mm. Se concluye que los propdéleos son
potentes agentes antibacterianos e impiden la filamentacion de la Candida albicans.

Bezerra FCR, et al.?> 2020 en Brasil. Con el objetivo de determinar el efecto del
extracto de propdéleo verde sobre la adhesion y formacién de biopeliculas de
Candida albicans, C. tropicales y C parapsilosis en materiales de odontologia. El
extracto de propdleo se prepard en concentraciones de 0.25 pug/ml, 2.5 pg/ml, 25
pug/ml y 250 pg/ml para evaluar su accién con el método de difusion de disco. El
control positivo fue la Anfotericina B. Obteniendo los halos de inhibicién para 0.25
pg/ml de 5 mm, 2.5 pg/ml de 15.2 mm, 25 pg/ml de 17.3 mm, 250 pug/ml de 20.1
mm Yy el control positivo de 25 mm. Se concluye que el extracto etandlico de
prop6leo verde mostré actividad antifingica, antiadherente y antibiofiim en la
concentracion de 2.5 pg/ml.

Degirmencioglu HT, et al.?® 2019 en Turquia. Cuyo objetivo fue identificar la
composicién quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana de propdleos de
diferentes regiones de Turquia frente a Staphyloccoccus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Candida albicans. Se us6 el método de difusién en
disco con Agar Sabouraud, para el extracto de propdleo se realizé la concentracion
de 1024 pg/ml. Para el efecto antibacteriano se us6 como control positivo el
Ofloxacino y para el efecto antifingico la Nistatina. La actividad antibacteriana fue
similar entre los prop6leos con halos de inhibicién entre 8 a 10 mm; para la Candida

albicans el mayor halo de inhibicion encontrado fue 12 mm, estando los propéleos



evaluados entre 9 a 11 mm. Concluyen que los extractos de propdleo tienen

actividad antimicrobiana.

Ramon-Sierra J, et al.?* 2019 en México. tuvieron como objetivo determinar la
actividad antioxidante y antifungica del extracto etandlico de dos tipos de abejas
Melipona beechei y Apis mellifera de Yucatan México. Las concentraciones de los
extractos obtenidos estuvieron en el rango de 1 a 15 pg/ml para evaluar la actividad
antifangica frente Candida albicans ATCC 10231 con el método de difusion en
disco, cuyo control positivo fue 1.35 pg de Nistatina. El extracto etandlico del
propéleo de Melipona beechei logré un halo de inhibicién de 21.12 mm vy el Apis
mellifera un halo de 16.16 mm. Concluyen que los propoéleos evaluados tienen
actividad antioxidante y el propoleo Melipona beechei tiene mayor actividad
antifngica que el Apis mellifera.

Sowmya S, et al.?®> 2019 en la India. El objetivo fue determinar la eficacia del
propéleo de la regidon de Sullia contra cuatro microorganismos S.aureus, S mutans,
Candida albicans y A. actinomycetemcomitans. Se us6 el método de difusion en
disco en placas de Agar Sabouraud, con concentraciones del propoleo de 1 mg, 0.5
mg, 0.25 mg, 0.12 mg, 0.062 mg. Las zonas de inhibicion para la Candida albicans
fue 23 mm para la concentracion de 1 mg, 20 mm para la de 0.5 mg,18 mm para la
de 0.25 mg, 17 mm para la de 0.12 mg, 16 mm para la concentracién de 0.062.
Concluyeron que el propoleo tiene actividad antioxidante y antimicrobiana

favorable.

Balboa N, et al.?6 2018 en Chile. Tuvieron como objetivo determinar las propiedades
antimicrobianas del extracto etandlico de un propdleo de la region Bio-Bio sobre
S.aureus, E.coli, C. albicans, T. rubrum y en muestras clinicas. Se obtuvieron
concentraciones de 1000, 2000, 3000 y 4000 pug/ml; la evaluacion se realizé con el
método de difusion en disco. Los resultados indican que no hubo crecimiento para
C. albicans en las concentraciones probadas. Concluyen que el propodleo tiene

actividad antimicrobiana sobre los microrganismos evaluados excepto E.coli.

Al-Daammy AAH, et al.?” el 2015 en Iraq. Se tuvo como objetivo determinar la
actividad antifangica del propodleo contra dermatofitos y levaduras. Se obtuvieron
concentraciones de propodleo de 0.5, 1, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/ml. El efecto

antifangico se determiné mediante la técnica de difusién en agar, con Nistatina



como control positivo. Los resultados muestran que no hubo zona de inhibicién para
la concentracion de 0.5 mg/ml, en la de 1 mg/ml fue de 1.2+0.0 mm, 5 mg/ml con
9.84£0.19 mm, 10 mg/ml con 12.8£0.41 mm, 15 mg/ml con 14.9+£0.21 mm, 20 mg/mi
con 17.6 £ 0.7 mm, 24 mg/ml con 22,6 £ 1.9 mm. Concluyeron que el propéleo tiene

efecto antifungico.

La Candida albicans es un patdégeno oportunista que se encuentra en la flora oral,
conjuntiva, gastrointestinal y tracto genitourinario. Es el tercer microorganismo
aislado en infecciones sanguineas de pacientes hospitalizados. Son numerosos los
factores que contribuyen a las invasiones flngicas, entre ellos la poblacion
inmunosuprimida, neutropenia, cancer, sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
procedimientos médicos invasivos, ventilacion mecanica, nutricion parenteral y uso

prolongado de antibiéticos.?®

La Candida albicans posee en su estructura un nucleo, cromosomas, membrana
nuclear, mitocondrias, ribosomas, membrana citoplasmética de ergosterol, en la
pared celular tiene quitina, mananos y glucanos.?® Se reproduce de manera asexual
por gemacion, tiene forma oval de 3 a 5 um, es aerobia, en medio de cultivo crece
en Agar Sabouraud en un ph de 5.6 a 7.2 a 37C° de temperatura.?® Tiene una gran
capacidad de adherirse al tejido epitelial oral o material protésico, por lo que no
puede ser removido con el flujo salival.3® Para que se vuelva patégeno deben
confluir factores como hospedador, sistema inmune, virulencia del hongo y los

factores que modifican el microambiente de la cavidad oral.3!

Es la principal causa de candidiasis oral, puede presentarse como candidiasis
superficial que afecta la mucosa bucal, labial, paladar duro, paladar blando y
lengua. Se caracteriza por formar una pseudomenbrana con células epiteliales
descamativas y necroticas de color blanquecino, que al ser removido se muestra
un fondo sanguinolento. Cuando la candidiasis aparece en la zona dorsal de la
lengua se denomina candidiasis eritematosa ya que presenta un aspecto liso, rojo,
carnoso por la hipotrofia de papilas filiformes, cuando se presenta en el paladar se

manifiesta con una sensacion de quemazén.3?

Los factores predisponentes para la candidiasis oral son locales, como la disfuncion
de las glandulas salivales, uso de protesis, medicacion topica o inhalacion de

corticoides, uso excesivo de enjuagatorios orales antimicrobianos, tabaquismo,



dieta, y entre los factores sistémicos estan la edad, estado nutricional, consumo
prolongado de antibidticos, medicamentos inmunosupresores, desordenes
endocrinos, trastornos inmunologicos, radioterapia, quimioterapia y condiciones
congénitas.®? Todas las infecciones por Candida albicans ocurren por una invasion
tisular.®3-3¢ Para su diagndstico, se realiza un raspado de la zona con un hisopo y
mediante tincion con azul de metileno o con tincién de Gram se puede observar al

microscopio.?®:33

Para prevenir las infecciones por Candida albicans se deben instaurar medidas
adecuadas de higiene oral, adicionar agentes fungicos a las medidas de higiene,
limpiar las protesis y si presenta xerostomia administrar sustancias que sustituyan
la saliva. Los farmacos para su tratamiento son el fluconazol, anfotericina, nistatina
entre otros; sin embargo, para lograr su control se deben eliminar las posibles
causas que produzcan alteraciones en la cavidad oral. La nistatina esté indicada
para la profilaxis y el tratamiento de la candidiasis orofaringea, en dosis para
adultos y nifios mayores de 5 afios de 200 000 a 400 000 Ul de 4 a 5 veces al dia
0 en suspension oral de 400 000 a 600 000 Ul cuatro veces al dia durante 14 dias;
en el caso de los menores de 5 afios la suspension oral serd 200 000 Ul 4 veces al
dia; en neonatos y prematuros 100 000 Ul en suspension 4 veces al dia.3"-38

Las reacciones adversas causadas por nistatina son la intolerancia gastrica, con
sintomas como nauseas, vomitos, diarreas y en raros casos con reaccion alérgica;
esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad a la nistatina. Otro farmaco
indicado es la anfotericina, antifiingico de amplio espectro, cuya dosis sistémica es
de 3 a 5 mg/kg por dia, en el caso de infecciones por candidiasis invasiva es de 3
mg/kg; entre los efectos secundarios produce nauseas, vomito, cefalea, dolor

raquideo, taquicardia, vasodilatacion, exantema.3"-38

Por otro lado, el propdleo era utilizado por los sacerdotes en el antiguo Egipto como
unglento, crema para embalsamar, entre otros usos. En los escritos de Aristoteles
se cita al prop6leo como un remedio ideal para golpes y magulladuras, tratamiento
de heridas, infecciones, antiinflamatorio, antifingico y cicatrizante, los griegos lo
denominaron propoleo, pro (defensa o delante) y polis (ciudad) “Defensa de la
ciudad”. En odontologia se ha demostrado que el propoleo inhibe la actividad y



desarrollo del Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis evitando la

colonizacién de microorganismos y la formacién de placa.3®

El propdleo es una resina de consistencia viscosa elaborada por las abejas, la
principal es la Apis mellifera, que recolecta las particulas resinosas de los arboles,
arbustos, brotes y peciolos de hojas de vegetales como el sauce, olmo y alamo,
produciendo aproximadamente entre 10 — 300 g por colmena anualmente, siendo
influenciado por el clima y la flora de la regién.*® Estd compuesto por resina y
balsamos 50%, ceras 30%, aceites esenciales 10%, polen 5%, otros compuestos

organicos y minerales 5%.3%40

Sus principales componentes son los flavonoides, acidos fendlicos, acido ferulico y
acido cafeico que son téxicos para los hongos. Los flavonoides son el metabolismo
secundario que se da mediante biosintesis mixta que se obtiene de las plantas
verdes.*1*3 Se ha demostrado su efecto flngico en 24 cepas del género Candida,
con una actividad fungistatica y a la vez de fungicida, tiene gran potencial como
antiviral debido al 4cido ferulico y acido cafeico que inhibe a los virus como viruela,
influenza aviar, reduce los sintomas locales y es efectivo contra el herpes genital.
Ademas, tiene una actividad inmunoestimulante debido a los flavonoides que
ayudan a la secrecion de citoquinas las cuales regulan la funcién de las células;
presenta actividad antiinflamatoria y analgésica debido al acido cafeico, la
qguercetina y naringenina que suprimen la generacion de prostaglandina y

leucotrienos.3°



3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

METODOLOGIA
Tipo y disefio de investigacion

La investigacion es de tipo basica ya que se originé a partir de un marco teorico
e incrementa los conocimientos cientificos, pero sin contrastarlo con ningun

aspecto practico.*

Es de disefio experimental puro, ya que se manipulé la variable independiente,

observando su efecto sobre la variable dependiente.*

Variables y operacionalizacion
Extracto etandlico del propdleo: variable independiente, cuantitativa.
Efecto antifingico sobre la Candida albicans: variable dependiente,
cuantitativa.

Operacionalizaciéon de las variables (Anexo 1).

Poblacién, muestray muestreo

Poblacidon: extracto etandlico de propdleo del Cusco y la cepa Candida albicans
ATCC 10231.

Muestra: 5 ml de suspension de Candida albicans ATCC 10231 en la
concentracion 1x10% UFC segln la escala Mac Farland. Para el nimero de
repeticiones se utilizé la férmula estadistica que se usa en investigaciones

experimentales (Anexo 2).

Muestreo: probabilistico, aleatorio simple.*®

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La técnica utilizada fue difusién en disco y siembra por dispersion en superficie
siguiendo los protocolos de CLSI que se usa a nivel internacional para

garantizar la fiabilidad de los resultados.
Para evaluar la resistencia e inhibicién de microorganismos, el instrumento

empleado fue la regla vernier con 1SO 9001.
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Los datos obtenidos se registraron en una ficha de recoleccién de datos (Anexo
3).

3.5. Procedimientos

Para la ejecucion se verificO que el laboratorio cumpla con las normas de
bioseguridad, que se encuentre en condiciones Optimas, que tenga los equipos
necesarios para garantizar los resultados, con permiso de la DIRESA,
cumpliendo todos los estandares para poder ejecutar el trabajo. Se envié una
carta de presentacion (Anexo 4) y se obtuvo la aprobacién y aceptacion de uso

del laboratorio (Anexo 5).

Adquisiciéon del propoleo: Se adquirio el propéleo de la empresa “El mundo
de las abejas”, siendo llevado al laboratorio en un envase estéril fuera de la luz

debido a que el propdleo es fotosensible.*’

Para realizar los procedimientos se cont6 con la asesoria de un Quimico

farmacéutico y de un Bidlogo (Anexo 6).

Procesamiento y obtencion de extracto etandlico del propdleo: Se coloco
el propoleo a 0°C para que se solidifique, posteriormente se pulverizo con un
mortero de porcelana y se tamiz6 para lograr una uniformidad de particulas. Se
almacenaron en frascos estériles de color &mbar para cubrirlo con etanol al
96% para gque se macere por una semana, agitdndolo por 10 a 15 minutos al
dia. Se filtr6 en papel Whatman N°40 para que se logre el extracto etandlico de
propdleo (EEP), después se colocd en rotavapor a presion moderada a una
temperatura de 40°C para eliminar el etanol y obtener el propéleo seco.*048

Preparacion de concentraciones del EEP: Se realizaron las diluciones con
solucion salina estéril (SSE), las cuales se colocaron en frascos estériles
cerrados y forrados con papel aluminio para agitar y tener las concentraciones

de 5mg/ml, 15mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml.

Reactivacion de Candida albicans ATCC 10231y preparacion del indculo:
la cepa, asi como el agar se obtuvieron de la empresa Gen Lab. Se prepar6 el
caldo de cultivo liquido de Agar Sabouraud de la marca BD respetando las
indicaciones del fabricante. Se procedio con la apertura de la bolsa del kwik-
stik, se saco la unidad de forma vertical, se presiono la ampolla de la parte
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superior de la unidad y se esper6 que el flujo del liquido baje hasta la parte
inferior de la unidad que contiene el granulo, después se presiond la parte
inferior para que el granulo se disuelva hasta lograr una suspension
homogénea, inmediatamente se saco el hisopo de la unidad con el material
hidratado y se transfirié al medio (Caldo de Agar). Todo este procedimiento se
realizé dentro de la campana de bioseguridad. Con un asa de siembra se llevo
la Candida albicans del caldo a una placa petri con Agar Sabouraud la cual se
incubd a 37°C.

Preparacion del medio para el cultivo: El Agar Sabouraud de la marca BD
indica las proporciones para su preparacion, 43 g en 1 litro de agua destilada.
Se realizé la mezcla para luego ser autoclavado a 121° durante 20 minutos,
colocandola posteriormente en una placa petri de 90 a 100 mm de diametro,
cuyo volumen apropiado es 19 a 21 ml. Para el control de calidad se evalu6
que el Agar Sabouraud tenga color ambar transparente de aspecto soélido.*%%0

Proceso de siembra en el medio de cultivo: pasada las 24 horas de colocar
la placa petri con la Candida albicans, se verificO la presencia de colonias
jovenes. Se tomaron con la punta del asa de siembra las colonias jovenes, las
cuales se resuspendieron en un tubo con 5 ml de SSE para poder realizar la
homogenizacion con vortex y ajustar la turbidez de 0.5 en la escala de MC
Farland (equivalente a 1x10% UFC/ml), una vez realizado el ajuste, se colocé un
hisopo dentro del tubo el cual se embebe y rota contra las paredes del tubo
para eliminar el exceso de liquido*®®° y proceder cuidadosamente con la

siembra en 3 direcciones para tener uniformidad en la superficie.

Prueba de susceptibilidad con el método del disco: Se procedié con la
colocacion de los discos embebidos con las diferentes concentraciones de EEP
en las placas petri sembradas con Candida albicans, colocandose a 20 mm del

borde la placa y separados entre ellos por 40 mm.49:50

Para el control positivo se utilizd la Nistatina 100 000 Ul/ml y para el control

negativo SSE

Las placas con los discos ya colocados se colocaron en la incubadora por 24

horas a 37°C para realizar la lectura. 4950
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Lectura de los resultados: pasada las 24 horas, se examinaron las placas
petri con los discos y los halos que formaron, a los que se denominé zonas de
inhibicion, midiéndose con una regla vernier para determinar el efecto

conseguido.*?

Finalizando la ejecucion se proporcion6 al investigador una constancia de haber
realizado los procedimientos bajo asesoria en las instalaciones del laboratorio
(Anexo 7).

3.6. Método de analisis de datos

3.7.

Para el método de andlisis de estadistico, los datos que se obtuvieron se
incorporaron al programa IBM SPSS version 25, para organizar y el andlisis e

interpretacion.

Se realiz6 la prueba de normalidad para establecer la distribucion de los datos
(Anexo 8).

Se aplicé la prueba no paramétrica de Shapiro-Wilk con comparaciones
multiples (Post Hoc), con el ajuste de Bonferroni para asegurar la credibilidad
de los datos, finalmente se usé la prueba de U de Mann-Whitney para comparar

con los controles positivos y negativos.

Para analizar la informacién se construyeron tablas de frecuencia de valores
absolutos. Se calculé la media y el valor de desviacién para analizar la

informacion del efecto antifingico de cada concentracion.

Aspectos éticos

Se cumplieron con todos principios detallados, con la colaboracién del asesor,
laboratorio, etc. y se respetaron los codigos de ética y normativas de los
manuales del trabajo de laboratorio. Los desechos contaminantes vy
biocontaminados se eliminaron en una bolsa de color rojo, que es autoclavada
antes de ser desechada segun la norma de N°18 del Ministerio de Salud del
Peru (MINSA), asi mismo los desechos comunes se descartaron en una bolsa
negra. Se respetaron las medidas de bioseguridad del manual de bioseguridad
de la OMS y las normas del MINSA.5!
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Efecto antifungico in vitro de diferentes concentraciones del extracto
etandlico del propoleo del Cusco y del control Nistatina sobre la Candida
albicans ATCC 10231.

N Media Mediana Desviacion

tipica

C1: 5 mg/mi 16 9,49 9,50 0,023

C2: 15 mg/ml 16 11,31 11,30 0,001

C3: 25 mg/ml 16 15,02 15,02 0,032

C4: 50 mg/ml 16 18,51 18,51 0,012

Control + Nistatina 1 17 17 0

Control — (SSE) 1 0 0 0

Total 66 13,43 13,16 3,86

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos de cada concentracion que fue
evaluada frente a la Candida albicans ATCC 10231 reportando que para 5 mg/ml
se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 9.49 mm, para la concentracion de 15
mg/ml un halo de inhibicion promedio de 11.31 mm, para 25 mg/ml un halo de
inhibicion promedio de 15.02 mm, para 50 mg/ml un halo de inhibicion promedio de
18.51 mm, para el control positivo un halo de 17 mm y en control negativo un halo

de O mm
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Tabla 2. Comparacién del efecto antifingico de las concentraciones de 25mg/ml
y 50 mg/ml del extracto etandlico del propoleo del Cusco frente al control

positivo Nistatina.

N Minimo Maximo Media Mediana Moda Rango Desviacion P

intercuartil  tipica

C3: 25 16 15,00 15,10 15,02 15,02 15,00 0,03 ,032

mg/ml

C4: 50 16 18,50 18,53 1851 18,51 18,50 0,02 ,012

mg/ml 0,000

Control+ 1 17 17 17 17 17 0 0

Nistatina

Fuente: Elaboracion propia
Prueba de U de Mann Whitney

La tabla 2 muestra que la concentracion de 25 mg/ml tiene menor efecto que el
control positivo, con un halo de inhibicion promedio de 15.02 mm, menor a 17 mm
de la Nistatina, con un (p = 0,000), esto indica que difiere significativamente del
grupo control positivo, y la concentraciéon de 50 mg/ml tiene mayor efecto que el
control positivo, con un halo de inhibicion promedio de 18.51 mm, con un (p =
0,000), esto indica que difiere significativamente del grupo control positivo Nistatina.
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Tabla 3. Comparacién del efecto antifungico de las concentraciones de 25mg/mi

y 50 mg/ml del extracto etandlico del propéleo del Cusco frente al

control negativo.

N Minimo Méximo Media Mediana Moda Rango Desviacion P
intercuartil tipica
C3: 16 15,00 15,10 15,02 15,02 15,00 0,03 ,032
25
mg/ml
C4: 16 18,50 18,53 18,51 18,51 18,50 0,02 ,012
50 0,000
mg/mi
Control- 1 0 0 0 0 0 0 0
(SSE)

Fuente: Elaboracion propia
Prueba de U de Mann Whitney

La tabla 3 muestra que la concentracion de 25 mg/ml presenta un halo de 15.02

mm que difieren significativamente del grupo control negativo que tiene un halo de

0 mm, con un (p = 0,000), teniendo un halo superior al control negativo y la

concentracion de 50 mg/ml difieren significativamente del grupo control negativo

gue tiene un halo de 0 mm, (p= 0,000), teniendo un halo superior al control negativo
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V.

DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antifingico
de las concentraciones del extracto etandlico del propdleo del Cusco a
5mg/ml, 15mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml frente a la cepa Candida albicans ATCC

10231, se us6 como control positivo la Nistatina y control negativo SSE.

Los didmetros obtenidos para el propéleo a la concentracion de 5 mg/ml fue
un halo de inhibicion promedio de 9.49 mm, para el de 15 mg/ml un halo de
inhibicion promedio de 11.31 mm, para el de 25 mg/ml un halo de inhibicién
promedio de 15.02 mm y para el de 50 mg/ml un halo de inhibicién promedio
de 18.51 mm indicando que todas las concentraciones presentan un efecto
significativo frente a la Candida albicans.

En el andlisis de las comparaciones del extracto etandlico de propdleo vy el
control positivo, indica que hay diferencia estadistica entre ellas sobre
Candida albicans; la concentracion de 25 mg/ml tiene un halo promedio de
inhibicion de 15.02 mm, y la Nistatina un halo de 17 mm (p = 0,000), indicando
que difiere significativamente del grupo control; la concentracién de 50 mg/ml
tiene mayor efecto que el control positivo, con un halo de inhibicién promedio
de 18.51 mm que es mayor a 17 mm de la Nistatina, (p = 0,000), lo que indica

que difiere significativamente del control positivo.

Este hallazgos son diferentes a la investigacion de Arslan M, et al.1® Donde
compararon las actividades biolégicas del extracto etandlico del propéleo
obtenido de Ardahan y Erzurum de Turquia en una concentracion de 20mg/ml
frente a diversos microorganismos dentro de ellos Candida albicans, teniendo
resultado favorables para los otros microrganismos evaluados pero frente a la
cepa Candida albicans no presenté ningun efecto, lo que podria deberse a las
diferencias de concentraciones usadas en cada estudio asi como factores del
climay la flora que cada regién. Con respecto a los resultados obtenidos del
presente trabajo difieren en las concentraciones y halos obtenidos, debido que
las 4 concentracidén evaluadas presentaron halos de inhibicion, teniendo como
resultado superior al control positivo la concentracion de 50mg/ml que reporté
un halo 18.51 mm, demostrando que el propdéleo del Cusco tiene un efecto

antifangico.
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Asi mismo Al Bratty M, et al.?® Evaluaron la capacidad del extracto etandlico
del propdleo frente a varios microorganismos entre ellos Candida albicans con
una concentracion de 10 pg/ml con el método difusion de disco obteniendo un
resultado de 17.5+0.28 mm de halo de inhibicion, estos resultados son
semejantes a los del presente estudio en la concentracion de 50 mg/ml con
un halo de 18.51 mm, lo que demuestra que los dos propoéleo evaluados tienen
un efecto antifangico frente a la Candida albicans; se demostré también que
el propdleo de Arabia Saudita presentdé un mayor efecto, puesto que la
concentracion que usaron es menor, se podria explicar porque la region de la

proviene cuenta con clima y flora diferentes a la zona de Poroy.

En investigacion de Okinczyc P, et al.?! se evalué la actividad antimicrobiana
de extractos etandlicos de propdleo nepali en una concentracién de 128 pg/ml
producidos por dos géneros de abejas frente a Candida albicans; obtuvieron
para el propéleo de Apis mellifera un halo de inhibicién de 14+0.33 mm y para
el de Tierra trigona un halo de 10+0.33 mm, lo cual tuvo semejanza con los
resultados obtenidos en las concentraciones de 25 mg/ml con un halo de
15.02 mmy la concentracion de 15 mg/ml un halo de 11.31 mm, demostrando
que el propéleo nepali y el del Cusco presentan efectos antifungicos pero el
propéleo nepali presente mayor efecto debido a las diferencia de
concentraciones usadas en los dos trabajos, ademas de las caracteristicas de

la flora de la region puede deberse a los diferentes tipos de abejas

De igual manera, Bezerra FCR, et al.?? realiz6 un estudio sobre la adhesion y
formacion de biopeliculas de Candida albicans con el extracto de propéleo
verde en concentraciones de 0.25 pg/ml, 2.5 pg/ml, 25 pg/ml, 250 pg/ml,
reportando resultados para 0.25 pg/ml halo de 5 mm, 2.5 pg/ml halo de 15.2
mm, 25 pg/ml halo de 17.3 mm, 250 pg/ml halo de 20.1 mm, resultados
semejantes a las obtenidas para las concentraciones de 25mg/ml con 15.02
mm y 50 mg/ml con 18.51 del presente trabajo, reportando que ambos
propbéleos presentan una actividad antifUngica, defiriendo en las
concentraciones que se usaron indicando que el propoleo verde es mas
efectivo debido a que es obtenido de una region con una flora mas variada

gue la del Cusco.
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Por su parte, Degirmencioglu HT, et al.? determiné la actividad del propéleo
a una concentracion de 1024 pg/ml frente a varios microorganismos entre
ellos Candida albicans, obteniendo un halo de inhibicion de 12 mm, semejante
a los resultados obtenidos en el presente trabajo en la concentracion de 15
mg/ml con halo de 11.31 mm y las concentraciones de 25 mg/ml y 50 mg/ml
que tuvieron mejores resultados, reportando que los dos propdleos tienen una

actividad antifungica.

La investigacion de Ramon-Sierra J, et al.?* evalud la capacidad antifungica
del extracto etandlico de propoleo en concentraciones de 1 a 15 pg/ml de dos
tipos de abejas Melipona beechei y Apis mellifera obtenido de Yucatan frente
a Candida albicans ATCC 10231, obteniendo en su resultado un halo de
inhibicion de 21.12 mm para el propoleo de Melipona beechei y un halo de
16.16 mm para Apis mellifera, resultados semejantes a los obtenidos en el
presente trabajo en la concentracion de 50 mg/ml con halo de 18.51,
reportando que los propdleos de Apis mellifera y Melipona beechei de Yucatan
con los de Cusco tienen efecto antifingico, indicando que el propdleo de la
especie de abejas Melipona beechei tiene una mayor actividad mostrada por
el efecto encontrado en menor concentracion del propdleo, esto influenciado

por los factores del clima, flora y la especie de abeja

Sowmya S, et al.?®evalué concentraciones del propéleo a 1 mg, 0.5 mg, 0.25
mg, 0.12 mg, 0.062 mg sobre Candida albicans, reportando halos de 23 mm
para la concentracion de 1 mg, 20 mm para la de 0.5 mg,18 mm para la de
0.25 mg, 17 mm para la de 0.12 mg, 16 mm para la concentracion de 0.062
resultados similares con la presente investigacion, demostrando que los dos
propéleos tienen un efecto antifingico prometedor aun usando menores
concentraciones que las de la presente investigacién, siendo un propéleo

obtenido a partir de una flora y clima diferentes.

En la investigacion de Balboa N, et al.?® estudi6 las propiedades
antimicrobianas del propdéleo en concentraciones de 1000, 2000, 3000 y 4000
ng/ml sobre Candida albicans, determinando que no hubo un efecto en
ninguna de las concentraciones evaluadas, difiriendo de los resultados

obtenidos en la presente investigacion donde las 4 concentraciones evaluados
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reportaron actividad antifungica frente a Candida albicans, indicando que el
propoleo de Chile no es efectivo en las concentraciones probadas, a diferencia
del propdleo del Cusco que reporté una actividad antifungica en todas sus

concentraciones.

Por dltimo, Al-Daammy AAH, et al.?’ determiné la actividad antifingica del
propdleo en concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/ml frente a
Candida albicans, mostrando que no hubo zona de inhibicion para la
concentracion de 0.5 mg/ml, en la de 1 mg/ml fue de 1.2+0.0 mm, 5 mg/ml con
9.8£0.19 mm, 10 mg/ml con 12.8+0.41 mm, 15 mg/ml con 14.9+0.21 mm, 20
mg/ml con 17.6 £ 0.7 mm, 24 mg/ml con 22,6 + 1.9 mm, obteniendo resultados
semejantes a los del presente trabajo donde se obtuvo para la concentracion
de 5 mg/ml halo de 9.49 mm, 15 mg/ml con 11.31 mm, 25 mg/ml con 15.02
mm, 50 mg/ml con 18.51 mm, lo que indica que los propdéleos evaluados en
ambos trabajos presentan una actividad antifangica con resultados similares

en las mismas concentraciones.
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VI.

CONCLUSIONES

. Todas las concentraciones del extracto etandlico del propéleo del Cusco

tienen efecto antifingico frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231.

. El efecto antifungico de la concentracion del extracto etandlico del propéleo

del Cusco a 25 mg/ml fue menor que la Nistatina y la concentracion de 50
mg/ml fue mayor que la Nistatina frente a la cepa Candida albicans ATCC

10231con diferencia estadistica significativa entre ellos.

. El efecto antifingico de las concentraciones del extracto etandlico del

propéleo del Cusco a 25 mg/mly 50 mg/ml frente a la cepa Candida albicans

ATCC 10231, fue mayor que el SSE con diferencia estadistica entre ellos.
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VIl.  RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios con otros tipos de propdleos de la misma region,
considerando que pueden tener mejor capacidad antifingica que las

concentraciones probadas.

2. Promover investigaciones sobre distintos propo6leos en concentraciones
menores con respecto a la presente investigacion con el fin de comparar y
tener registros de la efectividad del propoleo en concentraciones inferiores

al 50 mg/ml.

3. Realizar estudios sobre la composicion del propdleo de la zona del Cusco y
determinar los compuestos que pueden influir en las propiedades

antifangicas del propéleo.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Extracto Extracto obtenido | Obtenida a partir 5mg/ml Razon
etandlico a par:[ir del del propoleo el 15mg/ml
de propoleo de cual es
propéleo | abejasy es recolectado por 25mg/ml
procesado las abejas y se ha 50mg/mi
mediante un procesado
protocolo de mediante un
maceracion con protocolo de
el etanol al maceracion con
96%0.%8 alcohol etanélico
al 96%
Efecto Capacidad de un | Crecimiento o] Razon
antifingico | compuesto para inhibicion del Mm
sobre la inhibir diversos desarrollo de la
Candida hongos, Candida albicans
albicans levaduras o ATCC 10231 en
filamentos al las placas Petri
entrar en contacto
con ellos.*?
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ANEXO 2

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

FORMULA

REIEYASE

| 7

Siendo n = las repeticiones a realizarse

Za es el valor Z correspondiente al riesgo a
fijado; 0,05 1,96

Zb es el valor Z correspondiente al riesgo b

fijado; 0,2 0,842
S es la desviacién estandar, DE 4
d es el valor minimo de la diferencia que se

desea detectar. 4

Se realizaran 16 observaciones para cada una de las concentraciones del extracto
etandlico del propdleo frente a la Candida albicans ATCC 10231.

16 para 5mg/ml
16 para 15mg/ml
16 para 25 mg/ml

16 para 50 mg/ml
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ANEXO 3

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto Efecto Efecto Efecto
ENSAYOS |antifungico | ENSAYOS |antifungico | ENSAYOS | antifungico | ENSAYOS | antifungico
(mm) (mm) (mm) (mm)
Smg/mi EEP del | 15mg/ml | EEPdel | 25mg/ml | EEPdel | 50mg/ml | EEP del
Cusco Cusco Cusco Cusco
24 H 24 H 24 H 24 H
1 1 1 1
2 2 2 2
3 3 3 3
4 4 4 4
5 5 5 5
6 6 6 6
7 7 7 7
8 8 8 8
9 9 9 9
10 10 10 10
11 11 11 11
12 12 12 12
13 13 13 13
14 14 14 14
15 15 15 15
16 16 16 16
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ANEXO 4

CARTA DE PRESENTACION

UCv

UnivenSaap
Clsaa VaiL o

“ANo d& 13 universalizacion de Ia salud™
Piura, 16 de dicembre de 2020

CARTA DE PRESENTACION N° 092-2020 | UCV-EDE-P13-FOUPIURA

Biga.

Sonia Florez Lucana

Directora def Ladoratono de Salud Pubiica de |a Direccion Regional de Sakud - Cusco
CUSCo-

De mé especial consideracion

Es grato dirigrme 3 usted para expresar mi cordial sakdo, y a 3 vez, presentarie 3l aumno
Alexander Nneil Medina Oncoy identificado con DNI 71631994, qmenesnreamelnnerce
Tmmmnemaesmmgadenunmmcwvuqo Filal Piura y dessan
recolectar datos para su proyecto de Mvestigacion Stuada “Efecto antifingico in vitro del
extracto stanolico del proposeo del Cusco frents a la cepa Candida Alicana ATCC 102317 en
I3 entidad que usted inge.

Por io tanto, solicko brindare las facilidades def caso y otorgue acceso 3l lsboratorio de sakd
pwhcaoahmea:mRegmaldew Cusco y asi continuar con Su investigacion.

Asimismo, hacemos de conocimiento que esta carta solo tens validez virual, pues motvos de i3
pandemia no podemos entregar &l COCUMENtD de Manera fiSka y Menos exponsr 3 Nuestros
akumnos.

Sin otro partcular, me despido de Ud.

Axntamente,

MG. WILFREDO TERRONES CAMPOS
DIRECTOR ESCUELA DE ESTOMATOLOGIA
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ANEXO 5

CARTA DE ACEPTACION Y AUTORIZACION DE USO DEL LABORATORIO

g

| deo Direccion de Laboratorio de Salud
ol Publica -

ddficande St

“CUSCO CAPITAL HISTORICA DEL PERU™
“ANO DEL BICENTENARIO DEL PERU: 200 ANOS DE INDEPENDENCIA®

CARTA DE ACEPTACION

El que suscribe Blga. Sonia Florez Lucana Directora del Laboratorio de Salud
Publica de la Direccién Regional de Salud — Cusco.

Con el presente documento se acepta al bachiller en Estomatologia
ALEXANDER NNEIL MEDINA ONCOY identificado con DNI 71631994, de la
Universidad Cesar Vallejo filial Piura, el uso de las instalaciones del area de
Microbiologia del Laboratorio de Salud Publica de la Direccién Regional de
Salud — Cusco, para la ejecucién de la parte experimental del proyecto de
investigacion titulado “Efecto antifingico in vitro del extracto etandlico
propéleo del Cusco frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231”.

Se emite |la presente carta a solicitud del interesado para fines académicos
que estime conveniente.

Cusco 01 de enero del 2021

Blga. Sonia Florez Lucana

35



>
E c_m Direccién de Laboratorio de Salud
e Publica

SCO CAPITAL HISTORICA DEL PERU”
“ARO DEL lICI‘.\'I’ENARIO DEL PERU: 200 ANOS DE INDEPENDENCIA®

CONSTANCIA DE AU]’ORIZACION PARA USO DE INSTALACIONES DE
LABORATORIO

El que suscribe Blga. Sonia Florez Lucana Directora del Laboratorio de Salud
Publica de la Direccién Regional de Salud — Cusco.

Hace constar o

Que el bachiller en Estomatologia ALEXANDER NNEIL MEDINA ONCOY
identificado con DNI 71631994, de la Universidad Cesar Vallejo filial Piura,
solicito el Laboratorio de Salud Publica de la Direcciéon Regional de Salud!1
Cusco, para la ejecucion de su proyecto de tesis titulado “Efecto antifungico
in vitro del extracto etandlico propéleo del Cusco frente a la cepa Céndida
albicans ATCC 10231"; por lo que se encuentra autorizado para el uso de las
instalaciones del area de Microbiologia e instrumental y equipos necesarios
para el desarrollo del proyecto.

Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para fines
académicos que estime conveniente

Cusco 01 de enero del 2021

Biga. Sonia Florez Lucana
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ANEXO 6

CONSTANCIA DE ASESORIA

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO ‘
DECLARACION JURADA .

La que suscribe Quimico Farmacéutico Aydee Antony Holguino

Huamanquispe . Yo Aydee Antony Holguino Huamanquispe

Hace constar \dentificada con DNI Nro 24895243 Quimico Farmacéutico CQFP 14722
Haber fiado y guiado en el de ejecucion del proyecto de

¥ Declaro
*Efecto antifungico in vitro del extracto etandlico propéleo del Cusco Haber acompafiado y guiado en el procedimiento y ejecucion del proyecto de
frente a la cepa Cdndida albicans ATCC 10231 investigacién titulado

v “Efecto antifungico in vitro del extracto etandlico propéleo del Cusco
D e bichienss; o Eslomejonois Mexandet Nl Bedim Oncoy, frente a la cepa Cdndida albicans ATCC 10231 “ .

identificado con DNI 71631994 de la Universidad Cesar Vallgjo filial Piura.
Del bachiller en Estomatologia Alexander Nneil Medina Oncoy, identificado

Se emite la presente constancia a solicitud de los interesados
) fore.fes,que con DNI 71631994 de la Universidad Cesar Vallejo fiial Piura.

estimen conveniente.
Meaﬁrmoymreﬁﬁeoenloexpmado.enuﬂaldolowalﬁrn\oelprmmg
documento
Cusco 11 de febrero del 2021

Cusco 11 de febrero del 2021
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ANEXO 7

CONSTANCIA DE EJECUCION

. f.\
Q CuU O B de Direccion de Laboratorio de Salud
" iy Publica
tilannde S8

“CUSCO CAPITAL HISTORICA DEL PERU™
“ANO DEL BICENTENARIO DEL PERU: 200 ANOS DE INDEPENDENCIA"

.

CONSTANCIA DE EJECUCION DE TESIS

El que suscribe Blga. Sonia Florez Lucana Directora del Laboratorio de Salud
Publica de la Direccién Regional de Salud - Cusco.

Por medio del presente documento dejo constancia que el Bachiller en
Estomatologia ALEXANDER NNEIL MEDINA ONCOY identificado con DNI
71631994, de la Universidad Cesar Vallejo filial Piura, ha desarrollado la partg
experimental de la tesis titulada “Efecto antifingico in vitro del extracto
etandlico propéleo del Cusco frente a la cepa Céandida albicans ATCC
10231” en el Laboratorio de Salud Publica perteneciente a la Direccién
Regional de Salud Cusco. Utilizando las instalaciones del Laboratorio de
Microbiologia. Desde el 19 de enero del 2021 hasta el 10 de febrero del 2021.
Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para fines
académicos.

Cusco 11 de febrero del 2021

NAL
SALUD CUSCU
LU PUBLICA

Blga. Sonia Florez Lucana
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ANEXO 8

Prueba de Normalidad

Previo al andlisis, por la naturaleza de los datos (mm) (cuantitativos continuos) se

realizé la prueba de normalidad para determinar la prueba estadistica.

Tabla 1.

Prueba de normalidad
ENSAYOS Shapiro-Wilk

Estadistico Gl P valor

5mg/ml ,846 16 ,012
15mg/ml 718 16 ,000
25mg/ml 714 16 ,000
50mg/ml 770 16 ,001

Fuente: Elaboracion propia.

Andlisis e interpretacion:

La prueba de normalidad, al 95% de confiabilidad, muestra que: dado el valor sig.=
0,000 < 0,05, los datos no siguen una distribucién normal, por lo que deberia

emplear pruebas no paramétricas.
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ANEXO 9

FIGURAS Y FOTOS

Figura 1. Constancia de adquisicion del propéleo

CONSTANCIA DE ADQUISICION DE PROPOLEO

El que suscribe Paulina Caviedes Farfan Gerente de la empresa EL MUNDO
DE LAS ABEJAS.

Hace constar:

Que el bachiller Alexander Neil Medina Oncoy con DNI 71631994, hizo la
adquisicion de propdleo para la ejecucion de su trabajo de tesis titulado
“Efecto antifiingico in vitro del 6 etandlico propéleo del Cusco
frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231”, de la Universidad Cesar
Vallejo filial Piura.

¥
Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para fines que
estime conveniente

Cusco 15 de enero del 2021

Paulina Caviedes Farfan

IRUC. 10106020189 |

Caviedes Farfan Paulina

: # EL MUNDO DE LAS ABEJAS

Vl’nl d Materiales Apicolas en General |
o et o e S e B OUETAYPERVENTAYH
Libros y Videos sobre la Crianza, Capacitaciones y otros. ‘
CEL: RPC: 956-289453 - 953-786386 982-046284 ‘ 0001 .NO O 1 39 3 2
CALLE TRES DE ORO N° 315 2DO PISO CUSCO- CUSCO- CUSCO i )

Senor(es): JILEF JINDE ) MEIVA Dia | Mes Afo .
Direccion] ./ </ ¢ Docildent? /5| 211202 v
CANIT DESCRIPCION AUNITS IMPORTE!
7 a/m S Ao ey aes 12 [reStejndl S |~/ = 2 op TS =2
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Son: — 0 Soles

D 2 Rusa Sallo Mendo ke —2X  KToTAlSl] - ©
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Figura 2. Elaboracion del extracto etandlico del propdleo.

—
Municipalidad
Distrital de Poroy

\ Saqsaywanién‘ A

Plaza Tupac

Amaru
CENTRO..
2 HISTORICO"

1 | Lugar de obtencion del propoleo 7 | Propoleo seco

2 | Transportacion del propoleo 8 | Pesado de las concentraciones

3 | Pulverizado del propoleo 9 | Colocacion sse

4 | Propoleo con el alcohol etanolico 10 | Agitador magnetico

5 | Filtrado del propoleo 11 | Propoleo en concentraciones

6 | Propoleo seco
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Figura 3. Reactivacién de la cepa.

Agar sabouraud 7 | Frascos esteriles

Materiales (frascos,papel aluminio) 8 | Hidratacion y sembrado de cepa
Pesado 9 | Hidratacion y sembrado de cepa
Medicion 10 | Hidratacion y sembrado de cepa
Autoclavado 11 | Incubacion de la cepa

Cepa Candida albicans 12 | Incubacion de la cepa
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Figura 4. Preparacion del medio de cultivo

1 | Pesado del Agar sabouraud

Placa petri

2 | Agua destilada

Colocacion del medio en la placa

3 | Sellado para colocar autoclave

Colocacion del medio en la placa

4 | Autoclave

Colocacion del medio en la placa
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Figura 5. Proceso de siembra.

1 | Sacamos el caldo Sabouraud

Colonias de Candida albicans

2 | Realizamos la siembra

Escala de Mac Farland

3 | Asa de siembra

Siembra en la placa

4 | Placa para poner en la incubadora

Siembra en la placa
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Figura 6. Discos de sensibilidad con el propdleo y halos de inhibicién.

1 | Embeber los disco con propoleo

Lectura de los halos de inhibicion

2 | Embeber los disco con propoleo

Lectura de los halos de inhibicion

3 | Disco con propoleo

Lectura de los halos de inhibicion

4 | Placa petri donde se colocara disco

10

Lectura de los halos de inhibicion

5 | Placa petri donde se colocara disco

11

Lectura de los halos de inhibicion

6 | Incubacion por 24H
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Figura 7. Lectura de halos.

Efecto Efecto Efecto Efecto
ENSAYOS | antifungico |[ ENSAYOS | antifungico | ENSAYOS | antifungico | ENSAYOS | antifungico
(mm) (mm) (mm) (mm)

5mg/ml EEP del | 15mg/ml | EEP del | 25mg/ml | EEP del | 50mg/ml | EEP del
Cusco Cusco Cusco Cusco

24 H 24 H 24 H 24 H

1 9.50 1 11.32 1 15.10 1 18.50
2 9.45 2 11.30 2 15.10 2 18.53
3 9.50 3 11.32 3 15.02 3 18.50
4 9.50 4 11.30 4 15.02 4 18.50
5 9.46 5 11.31 5 15.00 5 18.50

6 9.50 6 11.32 6 15.00 6 18.51
7 9.48 7 11.30 7 15.03 7 18.51
8 9.54 8 11.30 8 15.00 8 18.52
9 9.50 9 11.30 9 15.03 9 18.52
10 9.45 10 11.32 10 15.00 10 18.52
11 9.47 11 11.30 11 15.01 11 18.50
12 9.50 12 11.31 12 15.00 12 18.53
13 9.50 13 11.30 13 15.02 13 18.53
14 9.50 14 11.31 14 15.00 14 18.50
15 9.50 15 11.30 15 15.03 15 18.50
16 9.48 16 11.30 16 15.03 16 18.51
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EI' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

Declaratoria de Autenticidad del Asesor

Yo, Julieta Emperatriz Donayre Escriba, docente de la Facultad de Ciencias de
la Salud y Escuela Profesional de Estomatologia de la Universidad César Vallejo
Sede Piura, asesora de la Tesis titulada: " Efecto antifungico in vitro del extracto
etandlico de propdleo del Cusco sobre Candida albicans ATCC 10231"

del autor Medina Oncoy, Alexander Nneil, constato que la investigacion tiene un
indice de similitud de 17% verificable en el reporte de originalidad del programa

Turnitin, el cual ha sido realizado sin filtros, ni exclusiones.

He revisado dicho reporte y concluyo que cada una de las coincidencias detectadas
no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la tesis cumple con todas las
normas para el uso de citas y referencias establecidas por la Universidad César

Vallejo.

En tal sentido asumo la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,
ocultamiento u omision tanto de los documentos como de informacion aportada, por
lo cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la

Universidad César Vallejo.

Piura, 11 Diciembre del 2021.

Apellidos y Nombres del Asesor:

Donayre Escriba, Julieta Emperatriz

DNI: 22093196 Firma ; i_;
ORCID: 0000-0001-6876-7804 /




