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RESUMEN

Se conoce el reciente aumento de las enfermedades que comprometen el sistema
inmunoldgico, asi como el brote de candidiasis del tipo Candida albicansy no albi-
cans, su renuencia al tratamiento y los molestos sintomas que se presentan. Se sabe
también los efectos adversos de los antimicéticos para contrarrestarla. El presente
estudio tiene por objetivo evaluar el efecto antifingico del extracto etanélico del
propdleos de Oxapampa in vitro sobre las cepas de Candida albicans ATTC 90028,
Candida glabrata ATCC 90030 y Candida krusei ATCC 6258, a las 24, 48 y 120
horas. Se utilizé el mérodo de agar dilucidn en placas con controles negativo y
positivo; y se realizaron lecturas a las 24, 48 y 120 horas. El extracto etanélico de
Oxapampa, con una concentracién minima inhibitoria de 12 mg/ml al 5, 10, 15,
20, 25y 30 %, presenta inhibicién completa en el crecimiento iz vitro contra las ce-
pas de Candida albicans ATTC 90028, e inhibicién parcial en el crecimiento de los
otros tipos Candida, como Candida glabrata ATCC 90030 y Candida krusei ATCC
6258, observadas a las 24, 48 y 120 horas (p<0,05). En este estudio podemos con-
cluir que el extracto etanélico de propdleos (EEP) de Oxapampa presenta actividad
antifingica iz vitro contra las cepas de Candida albicans ATTC 90028.
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ABSTRACT

There has been a recent increase in diseases that compromise the immune system, as
well as an outbreak of candidiasis (Candida albicans type), and non-albicans candida
type. There is awareness of the undesirable symptoms, reluctance to treatment, and
adverse effects of antifungal medication.This study aims to evaluate the antifungal
effect of in vitro ethanol extract of propolis from Oxapampa on strains of Candida
albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030 and Candida krusei ATCC
6258, at 24, 48 and 120 hours. The Agar dilution method was applied on plates
with positive and negative controls, while readings were taken at 24, 48, and 120
hours. The ethanol extract from Oxapampa with a minimum inhibitory concentra-
tion of 12 mg/ml at 5, 10, 15, 20, 25 and 30%, indicates a complete inhibition on
the in vitro growth of Candida albicans ATCC 90028 strains; while showing a par-
tial inhibition in the growth of other types such as Candida glabrata ATCC 90030
and Candida krusei ATCC 6258; all of them observed at 24, 48 and 120 hours (p
<0,05). In this study we can conclude that the ethanol extract of propolis (EEP)
from Oxapampa displays in vitro antifungal activity on Candida albicans ATCC

90028 strains.

Keywords: candida, antifungal, propolis, microbial colony count, microbial sensitivity

tests.

I. INTRODUCCION

Las infecciones causadas por Candida
son frecuentemente superficiales y ocu-
rren mayormente en las mucosas. Las
levaduras de Candida tienen gran im-
portancia por la frecuencia con la que
colonizan e infectan al organismo'*. Es
asi como Moreira (20006) refiere que en
relacién a la distribucién y frecuencia de
especies envueltas en candidiasis oral, la
Candida albicans es la mds prevalente en
pacientes con problemas de inmunidad®.
Otras especies, como Candida parapsilo-
sis, Candida glabrata, Candida tropicalis y
Candida krusei, han sido relacionadas en
numerosos estudios*”.

El propdleos es un producto resino-
so de aspecto oscuro procesado por las
abejas de tipo Apis mellifera; proviene de
yemas, brotes y peciolos de las hojas de
diversas plantas y vegetales; la informacién
respecto a la actividad biolégica de este
producto de Oxapampa es limitada en

nuestro pais. Varios autores argumentan
que este compuesto posee diversas propie-
dades como antiftingico, antibacteriano,
antiviral, antiparasitario, antioxidante,
anticancerigeno y antiinflamatorio. Su
actividad bioldgica depende de muchos
factores, incluyendo su procedencia, es
decir, van variando de acuerdo a la flora
en una regién, la temporada, la forma de
recoleccién, hasta de la especie de abeja
que la ha colectado'®'®

El siguiente estudio tiene como jus-
tificacién dar a conocer el posible efecto
antifingico del propéleos de Oxapampa
contra las cepas American Type Culture
Collection (ATCC) de Candida albican,
Candida glabrata y Candida krusei. Este
aporte es de importancia pues, de hallar
resultados positivos, podria contarse con
una alternativa antimicética natural; los
resultados podrian corroborarse en estu-
dios posteriores, respetando las etapas de
investigacién de un producto natural que
tendria la virtud de no ocasionar efectos
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secundarios con respecto a otros antimi-
céticos orales.

El objetivo principal del presente
estudio es evaluar el efecto antifiingico
del extracto etandlico del propdleos de
Oxapampa in vitro sobre las cepas de
Candida albicans ATTC 90028, Can-
dida glabrata ATCC 90030 y Candida
krusei ATCC 6258 a las 24, 48 y 120
horas.

II. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion es iz vitro, longitudi-
nal y observacional.

2.1. Procesamiento del extracto
etandlico de propdleos

El propéleos obtenido proviene de la
provincia de Oxapampa, en el depar-
tamento de Pasco, Pert, en marzo de
2010. Se realizé la identificacién del
producto bruto. Posteriormente, se pre-
pararon extractos etandlicos al 5, 10, 15,
20, 25 y 30 %, por maceracién durante
15 dias, con etanol al 80 % a tempera-
tura ambiente en un lugar seco y fresco
y alejado de la luz; luego se filtraron con
papel de filtracién rdpida y se obtuvie-
ron las soluciones etandlicas del propé-
leos; se llevaron a congelacién durante
24 horas y posteriormente se filtraron
nuevamente con la misma técnica. Esto
permitié extraer los componentes en
forma éptima. Luego se sometieron a
un rotavapor a 45 °C para extraer el
etanol hasta lograr las pastas de propé-
leos libre del disolvente, y que se de-

nomina extractos blandos de prépolis
(EBP)3,12,19,20

2.2. Cultivo de cepas

Se reactivaron cepas de referencia propor-
cionadas por el Laboratorio de Micologia
del Instituto Nacional de Salud (INS) de
Candida albicans ATTC 90028, Candida
glabrata ATCC 90030 y Candida krusei
ATCC 6258. Se activaron mezcldndolas
con agua destilada y se mantuvieron bajo
4 oC. Luego, fueron aisladas e identifica-
das por pruebas bioldgicas (clamidospo-
ras, presencia de halo, tubo germinativo,
tirea y sembrado en agar Mycosel) y prue-
bas semiautomdticas (ApiC y Chrom
Agar); se sembraron en agar Sabouraud

Dextrosa y se observd el crecimiento de
24 a 48 horas®!®121521,

2.3. Estudio in vitro

Se llevé a cabo de acuerdo con el método
de Agar Dilucién en Placas™?: el medio
agar glucosado de Sabouraud, a una tem-
peratura de 40 °C; se le adicionaron ex-
tractos etandlicos de propdleos al 5, 10,
15, 20, 25 y 30 % a una concentracién
de 12 mg/ml. Posteriormente, las mezclas
se homogenizaron y vertieron en placas
de Petri estériles, las cuales previamente
fueron codificadas, e identificadas. La
proporcién para cada placa de Petri era
de 1 ml para el extracto etanélico de pro-
péleos y 24 ml para el Agar Sabouraud
Dextrosa. Se utilizaron dos grupos con-
troles. Para el control positivo se adiciond
1 ml de Nistatina para 24 ml de ASD.
Para el control negativo, 25 ml de ASD.
Como blanco, se utilizé 1 ml de etanol
al 80 % mds 24 ml de ASD. Ya realiza-
das las mezclas, se esper6 en temperatura
ambiente hasta que los agares solidifica-
ran. Después de esto, a todas las placas
de Petri fueron sembradas con cepas de
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Candida albicans ATTC 90028, Candida
glabrata ATCC 90030 y Candida kru-
sei ATCC 6258 a una suspensién al 0,5
escala Mc Farland de 24 horas de creci-
miento mediante la técnica del hisopado.
Finalmente, todas las placas de Petri fue-
ron incubadas a 35 °C. Se realizaron con-
troles de lectura a las 24, 48 y 120 horas.
En cada control se contabilizaba el creci-
miento o no de las unidades formadoras
de colonias (UFC), lo cual nos indica el
efecto antifiingico de cada concentracién
de extracto. Este procedimiento fue rea-
lizado por sextuplicado con cada tipo de
cepa y con cada solucién enfrentada. La
concentracién minima inhibitoria se de-
termind como la concentracién minima
de EEP que mostré inhibicién en creci-
miento visible después del tiempo de en-
frentamiento®'” %4,

Todos los datos obtenidos fueron al-
macenados en Excel y se trasladaron a la
base de datos del programa estadistico
SPSS versién 17, donde se realizaron los
siguientes andlisis estadisticos. El anali-
sis univariado se realizé en las variables
del estudio para establecer la frecuencia
relativa y absoluta de efecto antifiingico
segin sustancia asignada y el tiempo de
enfrentamiento. Para la variable efec-
to antifingico cuantitativas se hizo las
medidas de tendencia central (media).
Las medidas de dispersién (desviacién
estindar y varianza) y valores minimo
y mdaximo. En el andlisis bivariado y
multivariado se trabajaron las variables
SAE y efecto antifingico segtin tiempo
de enfrentamiento; se utilizé la prueba
t de Student para muestras relacionadas
y para aquellas soluciones asignadas para
el enfrentamiento que no tuvieron distri-
bucién normal, la prueba de Wilcoxon.
Para evaluar el efecto antifiingico de mds
de dos categorias en la variable sustancias
asignadas, se utilizé Anova, para muestras

relacionadas, y Friedman, segtin la natu-
raleza de los datos. El nivel de significan-

cia estadistica fue de 95 % (p < 0,05).

El presente estudio, por su naturaleza,
estuvo exento del proceso de andlisis por
comité de ética alguno.

III. RESULTADOS

Todas las soluciones de estudio presenta-
ron mejor comportamiento en cada pe-
riodo de observacién frente a la Candida
albicans ATCC 90028 (5, 10, 15, 20,
25,y 30 %) con un CMI de 12 mg/ml.
La solucién de extracto etandlico al 5 %
presentd mejor comportamiento frente
a Candida glabrata ATCC 90030, pre-
sentando disminucién estadisticamente
significativa del crecimiento de esta cepa
(p<0,05) respecto a las demds solucio-
nes y al control negativo. La solucién de
estudio del extracto etandlico al 25 %
presentd mejor comportamiento frente
a Candida krusei ATCC 6258, y eviden-
ci6 una disminucién estadisticamente
significativa del crecimiento de esta cepa
(p<0,05) respecto a las demds soluciones
y al control negativo.

IV. DISCUSION

Las cepas de Candida albicans ATCC
90028 no presentaron crecimiento de
unidades formadores de colonias en el
recuento cuando se enfrentaron a los
extractos etanélicos del propéleos de
Oxapampa en todos los porcentajes, de
5, 10, 15, 20, 25 y 30 %, con un CMI
de 12 mg/ml. Los hallazgos encontrados
fueron similares a los estudios previos
de sensibilidad realizados anteriormen-
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te por Quinteros et al. en 2008°, entre

Otr052,5,14,19,20,25,

%, En atenci6én a los re-
sultados, se podria referir la existencia de
capacidad fungicida del propdleos con
un CIM de 12 mg/ml para este tipo de

cepas.

En las cepas de Candida glabrata
ATCC 90030, el extracto etandlico de
propdleos al 5 % presenté menor creci-
miento de unidades formadoras de colo-
nias en el recuento con respecto al extrac-
to etandlico de propéleos del 30 %. La
actividad biolégica contra el crecimiento
de esta cepa se ha reportado en estudios
como el de Silici ez al. en 2005°, donde
se encontrd que este tipo de cepa era in-
hibida en su crecimiento por propdleos
proveniente de Turquia recolectado de
diferentes razas de abejas.

Para las cepas de Candida krusei
ATCC 6258, el extracto etandlico de
propdleos al 25 % presenté menor creci-
miento de unidades formadoras de colo-
nias en el recuento con respecto al extrac-
to etandlico de propéleos del 30 %. Esta
cepa ha sido estudiada por Sawaya ez al.

2002", donde se encontré que esta cepa
presentaba inhibicién en el crecimiento
con extracto etandlico de propdleos con
etanol al 80 % y con un CMI de 10 mg/
ml. Ota ez al. en 2001 mostré la activi-
dad biolégica que tenia esta cepa con los
extractos etanélicos de propéleos de una

regién de Sao Paulo, Brasil”.

V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Oxapampa con
un CMI de 12 mg/ml en todos los por-
centajes trabajados presenta inhibicién
completa en el crecimiento iz vitro con-
tra las cepas de Candida albicans ATTC
90028.

El extracto etanélico de Oxapampa con
un CMI de 12 mg/ml al 5 % y al 25 % pre-
senta inhibicién parcial de Candida glabra-
ta ATCC 90030 y Candida krusei ATCC
6258, observadas a las 24, 48 y 120 horas.
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