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RESUMEN

En la presente investigacion se planted como objetivo general evaluar la actividad antifingica
del extracto de propoleo frente a Candida albicans de pacientes con candidiasis vulvovaginal
en el afo 2021. La investigacion presenta un enfoque cuantitativo con un disefio experimental,
tuvo como poblacion a cepas de C. albicans aisladas de pacientes con diagndstico de
candidiasis vulvovaginal que ingresaron al Servicio de Ginecologia de la Clinica Maria del
Socorro, distrito de Ate — Lima, de la cual se eligi6 una muestra de 34 cepas en total, cifra
obtenida de la interaccion entre 17 cepas de C. albicans (nueve de candidiasis vulvovaginal
aguda y ocho de candidiasis vulvovaginal recurrente) y dos tratamientos, los cuales fueron el
extracto de propdleo y el fluconazol y considerando tres repeticiones por cepa, se obtuvo 102
unidades experimentales. Se procedio a realizar la prueba de susceptibilidad antifngica por el
método de disco difusion en placa utilizando una sola concentracion de extracto de propoleo,
considerando como control positivo al fluconazol. En los resultados se mostrd que, el extracto
de propoleo logré inhibir la totalidad de las cepas de C. albicans, al igual que el fluconazol,
siendo el efecto de este ultimo, significativamente mayor en comparacion con el del producto
investigado. Se concluyo que, el extracto de propodleo si presenta actividad antifingica frente a
C. albicans de pacientes con candidiasis vulvovaginal en el afio 2021.

Palabras clave: Extracto de propdleo, Candida albicans, Actividad antifungica, Candidiasis

vulvovaginal.
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ABSTRACT

In this research, the general objective was to evaluate the antifungal activity of propolis extract
against Candida albicans in patients with vulvovaginal candidiasis in 2021. The research
presents a quantitative approach with an experimental design that had C. albicans isolated
from patients diagnosed with vulvovaginal candidiasis admitted to the Gynecology Service of
the Maria del Socorro Clinic, district of Ate - Lima, from which a sample of 34 strains in total
was derived, a figure obtained from the interaction between 17 strains of C. albicans (nine
acute vulvovaginal candidiasis and eight recurrent vulvovaginal candidiasis) and two
treatments, which were propolis extract and fluconazole, and considering three repetitions per
strain, 102 experimental units were obtained. The antifungal susceptibility test was carried out
by the plate diffusion disk method using a single concentration of propolis extract, considering
fluconazole as a positive control. The results showed that the propolis extract was able to
inhibit all the strains of C. albicans, as well as fluconazole, the effect of the latter being
significantly greater compared to that of the investigated product. It was concluded that the
propolis extract does have antifungal activity against C. albicans in patients with vulvovaginal
candidiasis in the year 2021.

Keywords: Propolis extract, Candida albicans, Antifungal activity, Vulvovaginal Candidiasis.



Introduccion

Se organiza en cuatro capitulos la presente investigacion:

El Capitulo I, se enfoca en la problematica desde lo internacional hasta la nacional,
enfocandose siempre en el problema de la investigacion. Aqui también se encuentra las
formulaciones del problema, general y especificos; objetivos, describe las razones del
estudio para la justificacion y limitaciones de la investigacion son temas que aborda en
dicho capitulo.

El capitulo II, aqui se menciona el marco tedrico detalladamente y antecedentes, estos
documentos validados, enriquecen el conocimiento del estudio tomando informacion
brindada de otros autores como referencias y que dan respaldo a la investigacion; asimismo,
se considera los conceptos de las bases tedricas a fin de comprender la investigacion.

El capitulo III, se refiere a la metodologia usada para la investigacion, asi mismo menciona
el método, tipo y disefio a la cual corresponda. Ademas, menciona a la poblacioén, muestra y
muestreo de la investigacion; asi también como las variables fueron detalladas.

Capitulo IV, se presenta los resultados, se muestra tablas; a fin de validar ello se trabaja
con programas estadisticos, mencionados con posterioridad. Asi mismo el armado de las
discusiones va relacionadas a trabajos a fines al tema de investigacion.

El Capitulo V, detalla las conclusiones del estudio y se brinda recomendaciones a fin de

concientizar y familiarizar con investigaciones futuras relacionadas al presente trabajo.
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CAPITULO I. EL PROBLEMA
1.1. Planteamiento del problema

Datos encontrados a nivel mundial refieren que la candidiasis afecta a 138 millones
de mujeres aproximadamente en el lapso de un afio y es el segundo tipo de infeccion
vaginal mas frecuente (1,2), asimismo, en un estudio realizado a 6000 mujeres
provenientes de distintos paises obtuvieron como resultado que la prevalencia de
contraer Candidiasis vulvovaginal (CVV) recurrente es del 9% y la posibilidad de que
esta patologia progresase es demasiado alta (3), aproximadamente el 75% de mujeres
perciben un episodio de CVV durante sus afios fértiles y alrededor del 40-50%
experimenta por segunda vez una infeccion por CVV, asimismo de 5 - 8% de las
mujeres adultas presentan cuatro o mas episodios por afo (4,5).

Los factores predisponentes para contraer esta patologia son diversos, incluido el uso
frecuente de antibidticos, uso de anticonceptivos hormonales, corticoesteroides,
dispositivos intrauterinos y el aumento continuo de la incidencia de diabetes mellitus
(2). Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera como una
de las causas mas recurrentes a C. albicans, porque es responsable del 80 a 92% de
los casos de Candidiasis vulvovaginal (CVV) (6), y es una de las razones mas
frecuentes para acudir a consultas ginecologicas.

Ademas, se sabe que 492 millones de mujeres en edad fértil han presentado al menos
un episodio de dicha enfermedad en su vida, como es el caso de las regiones de
Europa y América Latina, ya que se encontr6 tasas de 20 a 25% con infecciones de
naturaleza infecciosa, de ellas el 75% de mujeres adultas contrajeron C. albicans por
lo menos una vez (7). Cabe resaltar que, esta patologia es considerada como la

segunda causa mas comun de las infecciones vaginales (8); ademads, las mujeres que
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lo padecen sufren recurrentemente de episodios de 1 a 2 afios y en otras ocasiones los
sintomas pueden durar de 5 afos a mas (7).

Un estudio realizado en el Hospital de Atencion Terciaria de la India de 180 pacientes
tras someterse a pruebas microbioldgicas obtuvo que la especie mas frecuente en este
tipo de patologias es C. albicans, representando un 76 a 89% de la poblacion
estudiada, ademas ninguna de las pacientes que tenia dicha cepa presento resistencia
al uso de fluconazol (9). En regiones de América, como es el caso de México se hizo
un estudio en 412 personas sobre la CVV y se encontrd que el 25% de ellas fueron
positivos. En Estados Unidos, de los pacientes hospitalizados, el 65% presentaban
infecciones por hongos, incluso se sabe que un 78% alcanz6 cifras de mortalidad
(10).

En nuestro pais la especie causante de CVV mas frecuente es C. albicans, con una
prevalencia de 40 a 60% de pacientes adultas (11). Un médico gineco-obstetra del
Instituto Especializado Materno Perinatal de Peru, tras realizar un estudio menciona
que del total de los casos encontrados, el 50% presentan flujo vaginal debido a que
padecen de CVV y en su gran mayoria, se debe a la automedicacion y
sobredosificacion (12).

Asimismo, un estudio realizado en el Instituto Nacional Materno Perinatal de Lima,
describi6 las caracteristicas clinicas de la vulvovaginitis por C. albicans en 120
mujeres de edad reproductiva, que ingresaron a consulta externa en el servicio de
Ginecologia en el afio 2018, demostrando que el 53,3% de casos se observo en
personas de 20 a 34 afos, de las cuales 53,3% eran amas de casa, que utilizaban

Depo-Provera como anticonceptivo, ademas, los sintomas mas concurrentes en estos
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pacientes con CVV fueron: prurito vulvar (100%), flujo blanquecino (99,2%) e
irritacion (51,7%) (13).

Ademas, se hallé en mujeres gestantes la prevalencia de CVV, en zonas de Monsefu
(Chiclayo) en un 24% e Inkawasi (Ferrefiafe) en un 29.8%; por lo que siempre se
destaca como agente etioldgico a C. albicans (11).

Otro estudio realizado en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza de Lima, menciona
que de su poblacion total investigada, el 42,2% presentaban prevalencia de
infecciones vaginales, sin embargo, su estudio no fue tan profundo en cuanto al tipo
de especie ya que no realizaron cultivos para confirmar el microorganismo causante
(14).

Los regimenes actuales de tratamiento contra CVV han perdido relevancia ante los
desafios de la resistencia a los antifungicos (15), debido a que el tratamiento de las
infecciones micdticas como la CVV, carece de medicamentos especificos; a
diferencia de las infecciones bacterianas. Estas deficiencias requieren la produccion
de un sistema de administracion de farmacos por via vaginal (VDDS) capaz de
atenuar, tratar y eliminar la CVV clinicamente y eficazmente, evitando asi el riesgo
de recurrencia y prolongacion de la enfermedad (16).

En la actualidad se consideran excelentes antifungicos a la anfotericina B, siendo
eficiente para combatir levaduras, pero su nivel de toxicidad es muy elevado
conjuntamente con el fluconazol, asimismo, estan los azoles, usados frecuentemente y
con rapido acceso para tratar candidiasis, no obstante, su uso es deficiente debido al
desarrollo de resistencia natural por cepas de C. albicans 'y C. no albicans (17).
Muchos estudios, consideran que la resistencia antifingica se debe al uso inapropiado

de medicamentos, dosis inadecuadas y tratamientos incompletos ya que, en los
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1.2

1.2.1.

1.2.2.

ultimos afios, la resistencia a los farmacos antifingicos ha ido elevandose hasta un
40% (17,18).

Estos datos son alarmantes ademas los sintomas, la recurrencia del mal uso de
medicamentos, la automedicacion (19), ciclos cortos de medicacion o tratamientos
incompletos de farmacos antimicoticos (20), que afectan a las mujeres que lo padecen
ya que presentan una mala calidad de vida que es desfavorable para su salud (19), por
ello se busca brindar una solucion a este problema frecuente presente en las mujeres

considerando el uso de alternativas provenientes de productos naturales.

Formulacion del problema
Problema general
(Cual es la actividad antifingica del extracto de propdleo frente a cepas de Candida

albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal?

Problemas especificos

(Cudl es la actividad antifungica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda?
(Cual es la actividad antifungica del extracto de propdleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal
recurrente?

(Existen diferencias significativas entre la actividad antifungica del extracto de
propoleo frente a las cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con

candidiasis vulvovaginal aguda y recurrente?
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e Existen diferencias significativas entre la actividad antifiungica del extracto de

propoleo y fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes

diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal?

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo general
Evaluar la actividad antifiingica del extracto de propoleo frente a cepas de Candida

albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.

Objetivos especificos

Evaluar la actividad antifingica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda.
Evaluar la actividad antifingica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal
recurrente.

Comparar la actividad antifungica del extracto de propoleo frente a las cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y
recurrente.

Comparar la actividad antifingica del extracto de propdleo y fluconazol frente a
cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal.
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1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

Teorica

A nivel tedrico, la investigacion se realiza con la finalidad de aportar al
conocimiento ya existente sobre las propiedades antifingicas del extracto de
propoleo de manera experimental, cuyos resultados, servirdn como base de futuros

estudios para continuar investigando el tema tratado.

Metodologica

El estudio se justifica a nivel metodologico, debido a que se ha ejecutado siguiendo
protocolos establecidos por otros autores y/o guias de microbiologia, lo cual,
asegura resultados confiables para el respectivo andlisis. Ademads, los métodos
empleados pueden utilizarse en posteriores investigaciones y corroborar si los

hallazgos que se encuentren cumplen con las expectativas esperadas.

Practica

La presente investigacion se justifica a nivel practico, ya que busca generar acceso a
nuevas estrategias para el uso del propodleo, como, por ejemplo, el desarrollo de
productos farmacoldgicos que contengan dicho producto y de esta manera reducir
cantidad de pacientes que pueden padecer de candidiasis vulvovaginal aguda y/o

recurrente.

1.5. Limitaciones de la investigacion

La presente investigacion, por ser experimental, su ejecucion demandd de un periodo
de tiempo muy extenso, sobre todo, para evitar riesgos y errores en la obtencion del

extracto de propoleo y en el aislamiento de las cepas de Candida albicans, ademas de
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solo trabajar con una unica concentracion. Asimismo, esta investigacion carece de
imagenes y/o fotografias del procedimiento completo, por el contexto de la pandemia

por el virus, el cual impidi6 ingresar de manera presencial al laboratorio donde se

llevo a cabo la investigacion.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Antecedentes internacionales

Gavanji S. & Larki B. (2017), en su estudio realizada en Iran, mencionan como
objetivo: “Determinar el efecto del propoleo sobre Candida albicans y compararlo
con los efectos de algunos otros extractos de hierbas y antibioticos”. Método:
Prepararon los extractos con Caryophillium aromaticus, Thymus vulgaris, Allium
cepa, Echinophara platyloba y Cinnamomum zeylanicum, de propoleo; estudiaron los
efectos de los extractos sobre C. albicans ATCC 10231, usando el método de
difusion en disco y con solucion de microcaldo. Evaluaron la concentraciéon minima
fungicida (CMF) y la concentracion minima inhibitoria (CMI), luego compararon los
efectos antifungicos del extracto con anfotericina B y nistatina en los tiempos de 24,
48 y 72 horas. Resultado: El extracto de propdleo posee la mayor actividad
antifingica en comparaciéon a los demas extractos estudiados, resultando su CMI: 39
ug/mL y su CMF: 65 ug/mL; sin embargo, los resultados del extracto de Thymus
vulgaris 'y Allium cepa fueron CMI: 169ug/mlL y su CMF: 137 ug/mL
respectivamente, por lo resulto tener un menos efecto frente a los hongos estudiados.
Y respecto a la anfotericina B y nistatina resultados tener un mejor efecto al ser
comparados con los demas extractos frente a C. albicans. Conclusion: El extracto de
propoleo es eficaz ante C. albicans con respecto a los demads extractos trabajados, sin

embargo, no presentan un mayor efecto al ser comparados con los antibidticos (6).

Capoci L. et al. (2015) en su investigacion realizada en Brasil, en la que el objetivo

fue: “Evaluar la influencia de una solucion extractiva de propdleo en la produccion de
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biopeliculas por C. albicans aislados en pacientes con candidiasis vulvovaginal
(CVV)”. Método: Usaron pruebas de susceptibilidad para verificar la concentracion
minima inhibitoria de la solucidon extractiva de propdleo, como control utilizaron:
nistatina y fluconazol. Aislaron 29 peliculas vaginales de C. albicans y una cepa de
referencia que fue expuesta al extracto. Evaluaron con tincion con cristal violeta y
cuantificaron las proteinas y carbohidratos de la matriz de la biopelicula, también
analizaron con microscopio electronico de barrido. Resultado: La CMI del extracto
de propdleo resulto 68,35 a 546,87 ug/ml del contenido total de fenol en &cido gélico.
A una concentracion de 546,87 ug/ml provocaron muertes de 75,8% Conclusion: La
solucion extractiva inhibio las biopeliculas de C. albicans por CVV por lo tanto dicha
solucion puede presentar beneficios frente a tratamientos para pacientes con dicha

infeccion (7).

Asimismo, Joya M. et al. (2017) en su presente investigacion realizada en
Venezuela, dan como objetivo: “Evaluar la actividad fungistatica y fungicida de
propdéleo de Venezuela y de 3 lugares paises mas”. Método: Trabajaron con C.
albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis y C. krusei, las cepas fueron enfrentadas a
diferentes concentraciones del extracto etanolico de propdleo. Resultado: A
concentracion de 10,2 mg/mL la actividad fue mayor, resultando ser propoleos de
Alemania e Italia; el de Venezuela con 15,6 mg/mL y Espafia con 18,8 mg/mL. Los
extractos etanolicos de propoleo aleman e italiano resultaron fungicidas al ser
enfrentaos a las cuatro cepas con la concentracion de 3,12 mg/dL. Conclusién: Si
presentan efecto fungistatico y fungicida los extractos etandlicos empleados en cepas

de C. albicans y demas mencionadas anteriormente, siendo la C. tropicalis la mas
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resistente al propoleo; y la C. guilliermondii la mas sensible. El propodleo de Italia y
Alemania presentan mayor efectividad frente a especies de C. albicans encontradas

en pacientes venezolanos (3).

Por otro lado, Maureira N. et al. (2017), en su estudio realizada en Chile; donde
mencionan como objetivo: “Determinar de forma in vitro la susceptibilidad de
Candida spp. del extracto de propoleo etanolico procedente de Olmue”. Método: El
trabajo de investigacion fue experimental in vitro. Obtuvieron muestras de la cavidad
oral para ser trabajadas con el extracto etanolico preparado al 30% de propoleo, para
la determinacion del efecto antifingico. El estudio se realizd6 en 31 individuos
diagnosticados con estomatitis subprotésica, con la técnica de difusion en agar de 48
horas. Resultado: Obtuvieron que el 100% de las muestras a una concentracion de
0,1 ug/mL y 1,6 ug/mL observaron un grado de inhibicion en el crecimiento de la
cavidad oral; a una concentracioén de 0,4 ug/mL, la inhibicion fue al 41,94% y a una
concentracion de 0,2 ug/mL, hubo una inhibicion de 35%. Conclusién: El propdleo
en extracto etanolico proveniente de Olmué-Chile si tiene la capacidad para inhibir de
manera in vitro a la Candida spp. con el uso de agar Sabouraud a dosis independiente

en pacientes con estomatitis subprotésica con un efecto de fungicida al 100% (1).

Antecedentes nacionales

Calla K. & Quispe D. (2016), en su investigacion realizada en Arequipa, proyectaron
a manera de objetivo: “Evaluar el efecto del extracto antibacteriano, segin
concentraciones inhibitorias minimas (CIMs), concentraciones fungicidas minimas
(CFM) o bactericidas (CBM), en dos diferentes concentraciones del extracto de 50 —

250mg/ml del departamento de Cusco, Tacna y Arequipa”. Método: Realizaron un
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analisis fitoquimico para evidenciar taninos, terpenos y flavonoides. Al ser expuesto
por el método de difusion en agar resultd ser sensible C. albicans y Staphylococcus
aureus, asi también como la resistencia de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli. Trabajaron con propodleos de tres departamentos (Cusco, Tacna y Arequipa).
Resultados: Las CMIs frente a S. aureus fueron 64,8 £ 5,1, 86,4 £ 8,8 y 83,0 +£ 10,10
mg/mL y sobre las CBMs se obtuvo lo siguiente 68,2 + 6,5, 95,5 £ 15,1 y 87,5+ 11,2
mg/mL. Frente a C. albicans resulto lo siguiente: las CMIs fueron 70,5 + 8,4, 85,2 +
7,5y 92,0 + 8,4 mg/mL en el mismo orden y para los extractos de propoleo las CFMs
fueron 89,8 + 7.5, 104,5 + 6,3 y 94,3 £ 8,6 mg/mL respectivamente, por lo tanto,
determino que la sensibilidad frente a la C. albicans y S. aureus seré relacionado a la
concentracion del extracto de propoleo siendo este un 50 a 250 mg/mL. Conclusion:
Los extractos de propoleo de los tres departamentos tienen efectos sobre C. albicans

v S. aureus pero no frente a E. coli (11).

Mendoza E. (2019), en su investigacion realizada en Trujillo; que presenta como
objetivo: “Comparar el efecto antifingico entre dos extractos etandlicos de propdleo
de la diferentes lugares de un mismo departamento frente a cepas de C. albicans
ATCC 10231”. Método: Uso cepas de C. albicans ATCC 10231 en doce placas, el
cultivo de la cepa C. albicans fue liofilizado. Trabajé con el método Kirby Bauer,
embebiendo los discos estériles con 30 uL de extracto etanolico a una concentracion
del 40%, estos fueron puestos sobre las placas de Miiller-Hinton con indculos de
cepas de C. albicans ATCC 10231, luego incubd por 24 horas a 37°C, para luego
proceder a medir los halos de inhibicion. Resultado: Las medidas de los halos de

inhibicion fueron de 19,1 mm del propdleo de la sierra libertefia y 15,4 mm del
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propoleo de la costa. Conclusion: El efecto antifingico fue mayor al ser trabajado

con el propodleo de la sierra libertefia (9).

De la misma manera, De La Cruz M. (2013), en su investigacién realizada en
Trujillo, se tuvo como objetivo: “Determinar el efecto de cuatro concentraciones con
efecto antimicdtico del extracto de propodleo, frente a C. albicans y compararlo con la
Nistatina”. Método: Prepar6d el extracto de propdleo en cuatro concentraciones
distintas 25, 50, 75 y 100% y Nistatina en solucién a una concentracion de 100 000
UI; ambas soluciones fueron trabajadas con microorganismos, utiliz6 el método
Kirby Bauer y realizd la mediciéon de halos. Resultado: Determind el efecto
antimicotico frente a C. albicans, el halo de inhibicion es mayor a medida que la
concentracion aumenta por otra parte la actividad antimicdtica no fue mayor que de la
nistatina. Conclusion: El extracto de propdleo si presenta el efecto antimicotico
frente a patologias asociadas a C. albicans pero este no es mayor al ser comparado

con los efectos de la Nistatina (14).

Asimismo, Huaytalla R. et al. (2018), en su investigacion realizada en Lima; dieron
como objetivo: “Determinar de manera in vitro la eficacia del efecto inhibidor del
extracto de propdleo y comparar con el gluconato de clorhexidina frente a cepas de
Lactobacillus acidophilus.” Método: Trabajaron con cepas comerciales de L.
acidophilus, las muestras las cultivaron en 30 placas Petri con agar base Sangre,
colocaron discos embebidos con extracto etanodlico de propdleo en concentraciones de
15% y 30% a la vez usaron gluconato de clorhexidina al 0,12% y alcohol de 70°,
como control positivo y negativo respectivamente, en los tiempos 48 y 72 horas de

incubacion. Usaron el método Kirby Bauer en condiciones anaerobicas. Resultado:
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Al trabajar con concentraciones de 15% y 30% del extracto de propodleo obtuvieron a
las 48 horas un efecto inhibidor promedio de 8,15 mm y 11,75 mm y al pasar las 72
horas obtuvieron un efecto de 11,40 mm y 14,25mm. Respecto a los resultados del
halo de inhibicion respecto al uso de gluconato de clorhexidina a concentracion de
0,12% después de haber transcurrido 48 y 72 horas fue de 6,55 mm y 8,00mm.
Conclusion: El extracto de propoleo a una concentracion de 30% tiene mayor efecto

en comparacion con clorhexidina al 0,12% frente a cepas de L. acidophilus (10).

Ledn G. et al. (2014), en su investigacion realizada en Lima, tuvieron como objetivo:
“Evaluar el extracto de propoleo de Oxapampa in vitro sobre las cepas de C. albicans
ATCC 90028, C. glabrata ATCC 90030 y C. krusei ATCC 6258, a las 24, 48 y 120
horas a fin de conocer el efecto antifungico.” Método: Trabajaron con placas de
control positivo y negativo, usando el método de diluciéon en agar; lo realizaron en
tres lecturas la primera fue a las 24 horas, la segunda a las 48 horas y la tercera a las
120 horas. Resultado: La CMI fue 12 mg/mL al ser trabajada al 5, 10, 20, 25, 30%
de la concentracion del extracto etanolico, al ser trabajadas con las cepas de C.
albicans ATCC 90028 present6 una inhibicién completa, sin embargo, las otras cepas
de Candida como C. glabrata y C. krusei presentaron una inhibicién menor pese a
que fueron trabajadas en los mismos tiempos. Conclusion: El propoleo de Oxapampa
al ser elaborado como extracto etanolico tiene actividad antifingica y al ser trabajada
con las cepas de C. albicans llega a presentar inhibicién completa (12).
2.2. Bases teoricas
Candida

e Definicion
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Historicamente, se conoce aproximadamente desde 400 a.C. informado por Socrates
(21). Tienen un habitat natural ubicuo y esta compuesto por mas de 150 especies, la
caracteristica principal es la forma sexual, de ellas solo doce especies se adaptan a
una temperatura de 37 °C. En su gran mayoria, estos microorganismos se encuentran
en las vias respiratorias, la flora del tracto gastrointestinal y genitourinario, y pueden
causar infecciones en personas con un sistema inmunoldgico inmunodeprimido (22);
un 10% de estas son infecciones estdn asociadas a factores predisponentes del
huésped, por ello, Candida es considerado como un microorganismo patdgeno
oportunista (23), porque estas infecciones pueden ser superficiales o invasivas
poniendo en peligro la vida (22).

Las enfermedades causadas por Candida son la cuarta causa principal de infecciones
nosocomiales del torrente sanguineo. Las especies de Candida que residen en
huéspedes sanos incluyen C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis 'y C.
krusei (24,25). Algunas de estas especies producen suficientes cantidades de alcohol a
partir de azucares con cinco carbonos (d-arabitol) en los tejidos afectados, y las
concentraciones de este compuesto se encuentran elevadas, en la mayoria de personas
infectadas por Candida (26). En su mayoria, las cepas de Candida, de interés médico,
son susceptibles in vitro a la anfotericina B y antifingicos azélicos como el

fluconazol, itraconazol, y voriconazol (26-28).

Candida albicans
Clasificada taxonémicamente como (29):
Reino: Fungi

Clase: Saccharomycetes
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Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: Candida albicans

Candida albicans es un microorganismo aerobio (30), se reproduce asexualmente por
gemacion, constituyendo la principal causa de candidiasis invasiva (33,34). Para el
desarrollo de la patogenicidad es importante la transicion de la levadura a hifa,
sabiendo que tras la invasion de los tejidos se producen las hifas (33,34), pero existen
estimulos ambientales que bloquean o desencadenan la conversion, como por ejemplo
el pH: A un pH mayor a 7 crece como hifa y a un pH menor a 6 crece como levadura
(35). Se estima que, de las levaduras patdgenas, un 63 a 89% corresponden a C.
albicans y un 15% pertenecen al mismo género pero son otras especies (7,36).
Ademéds, se ha detectado que entre un 80 a 90% estan asociadas a la candidiasis
vulvovaginal (35).Es la més frecuente que se presenta en el organismo, esto se debe a
los atributos que posee ya que tiene una habilidad de evadir mecanismos de defensa
del hospedador, de esta manera resiste al tratamiento antifingico y es capaz de
lesionar células hasta podria llegar a invadir tejidos (35,37).

C. albicans puede remodelar su pared celular en respuesta a las condiciones
ambientales para evadir los mecanismos de eliminacion del huésped y establecer la
infeccidon en nichos, como la mucosa oral y vaginal (38). Se presenta de manera
asintomadtica en personas aparentemente sanas, mayormente se encuentra localizada

en los tractos genitourinario y gastrointestinal.

Candidiasis vulvovaginal
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¢ Definicion
Vaginitis sintomatica, por lo general afecta a la vulva provocando eritema e
hinchazon (39). Teniendo como sintomatologia dolor, ardor, irritacion, inflamacién e
hipersensibilidad de las membranas de la mucosa (40) y suelen ir acompanados de
disuria o dispareunia, esto se ve empeorado en la semana anterior a la menstruacion
(41), sin embargo, la infeccion sintomatica puede ser el resultado de una mucositis
primaria causada principalmente por el crecimiento excesivo de hongos vaginales y la
posterior invasion epitelial y produccion de efectos inflamatorios (42), presentando
principalmente secrecion prurito y ardor (43). Ademas, se estima que la CVV, se
ubica en el puesto numero dos como enfermedad frecuente de vaginitis después de la
vaginosis bacteriana (44). La candidiasis vulvovaginal (CVV) es causada
principalmente por la cepa C. albicans en humanos, causando serios problemas de
salud en mujeres, en casi todo el mundo, aproximadamente el 7% de las mujeres que
acuden a consulta médica de ginecologia padecen de CVV (36,45), aunque la CVV es
comun, segun su epidemiologia es variable, con una tasa de infeccién que oscila entre
un 12,1% y 57,3%, en algunos paises (46,47).
e C(lasificacion y sintomatologia

Candidiasis vulvovaginal aguda (CVV aguda)

Es la méas comun, se presenta una vez al afio y se caracteriza clinicamente por
presentar prurito, ardor vulvar, dolor vaginal, olor desagradable, disuria y

dispareunia, este se incrementa durante los dias de la menstruacion (19,48).

Candidiasis vulvovaginal cronica (CVVR)
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La candidiasis vaginal cronica o recurrente (CVVR), es una causa comun de

enfermedad cronica en las mujeres, afios atras estaba asociada con el comienzo de

menopausia (49), una proporcion relativamente pequeia, entre el 6 y el 8% de las

mujeres desarrollaran candidiasis vulvovaginal recurrente (CVR) (46). Caracterizada

por presentar cuatro o mas episodios por afio (50),siendo sus sintomas iguales a la

aguda sin embargo esta manifestacion clinica es mas duradera y persistente

(51),afectando negativamente la calidad de vida, salud mental y actividad sexual

(52). Se ha informado que la incidencia de CVVR en las mujeres en la etapa

reproductiva es de 23,5% (53).

Factores predisponentes

- Diabetes: Por alteracion de la barrera mucocutanea, desbalance hormonal o
nutricional.

- Leucemia: Por disminucion de la cantidad de células fagocitarias.

- Contracepcion: Anticonceptivos orales de primera generaciéon, esponja
contraceptiva y dispositivo intrauterino.

Antibiodticos: Uso frecuente de metronidazol o clindamicina.

Etiologia y epidemiologia

Esta patologia es considerada como la segunda infeccion mas comun que padecen las
mujeres, el 75% del sexo femenino presentaron al menos una vez en su vida esta
enfermedad (54). Uno de los factores que contribuye a la candidiasis es la presencia
de hongos comensales en el tracto gastrointestinal (55). Un 85 a 95% de los episodios

son causados por el género Candida, siendo mas frecuente la especie Candida
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albicans y un 5 a 20% son relacionadas a otro tipo de especie Candida no albicans
(56).

Las tasas de infeccion generalizada por Candida siguen incrementandose en todo el
mundo, las personas que presentan defensas bajas, es decir su sistema inmune esta
debilitado, son aquellas que tienen mayor riesgo de contraer Candida (42).
Diagnostico

Por lo general, el diagnostico clinico se basa en la observacion y sintomatologia del
flujo vaginal, sin embargo, este requiere de un diagndstico de laboratorio que consta
del examen directo en microscopio y el cultivo microbiologico, el cual puede
realizarse utilizando agar Sabouraud o medios especiales como el CHROM Agar
(57).

Tratamiento

La duracién del tratamiento para CVV aguda y CVV recurrente es diferente, el
cumplimiento del mismo dependera del paciente y aqui el costo de los medicamentos
es determinante (57,58).

Tratamiento para Candidiasis vulvovaginal Aguda (CVVA)

Regimenes farmacoldgicos cortos o de dosis unica:

- Nistatina 100 000 U, una tableta u 6vulo vaginal, durante 14 dias.

- Fluconazol 150 mg por via oral, tnica dosis.

El resultado de alivio y cultivo negativo es de un 80% y 90%; sin embargo, esto se

consigue solo si el paciente completa el tratamiento (58).

Tratamiento para Candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR)
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Hasta hoy en dia no existe una vacuna o alguna inmunoterapia para contrarrestar
infecciones fungicas (59), sin embargo hay algunas maneras establecidas para tratar
candidiasis.

- Nistatina 100 000 U, una tableta u 6vulo vaginal, durante 14 dias o cada 21 dias.

- Fluconazol 100 mg, 150 mg o 200 mg por via oral, una sola dosis cada tercer dia

(dias 1,4y 7).
Tratamiento de mantenimiento:

- Fluconazol 100 mg, 150 mg o 200 mg via oral, una sola dosis por semana, durante

6 meses (58,60).

Agentes fitoterapéuticos

Apis mellifera

Son insectos sociales que se han colonizado con éxito en la mayoria de los
ecosistemas a nivel mundial (60). Apis mellifera es una especie de abejas que se
encargan de recoger propoleo, lo recolectan de lugares centrales, y pueden
alimentarse a varios metros de su colmena (61). Originarias de Europa, Africa y Asia
y también fueron introducidas en América y Oceania. Las abejas en sus mandibulas
llevan las resinas que brotan de la flor y de la hoja, lo llevan a las colmenas, al llegar
las abejas propolizadoras ayudan a descargar el propdleo para proceder al
propolizado; este es usado para cubrir los panales para que puedan colocar sus huevos

la reina (62).

Clasificacion taxonomica de Apis mellifera

Clasificada taxonémicamente como (63):
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Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hymenoptera
Sub orden: Apocrita
Superfamilia: Apoidea
Familia: Apidae
Subfamilia: Apinae
Género: Apis

Especie: Apis mellifera

Propdleo

Es una sustancia pegajosa que consta de resinas y balsamos (45-55%), aglutinantes,
aceites grasos (5%), ceras (8-35%), aceites esenciales aromaticos (5-10%), polen
(5%) y compuestos polares como el flavonoides que tiene antioxidantes (64,65). El
polen es recolectado de las yemas de arboles, resinas, savia y otras fuentes vegetales
(51); posee propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas (66). Su composicion
es compleja ya que depende de su flora local, debido a que sus propiedades varian
de acuerdo a su origen geografico (67). Como antimicrobiano resulta favorable
contra bacterias como Enterococcus faecalis y hongos como la C. albicans y
enfermedades cronicas (68).

La composicion quimica del propoéleo es compleja, hasta hoy en dia se han
identificado mas de 420 componentes presentes en muestras de propdleo en todo el

mundo (65), estos compuestos pueden variar de acuerdo a la flora del lugar de
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origen y depende de la temporada de cosecha (65,66). El propoleo presenta potente
actividad inhibidora y actividad fungicida (69,70), en los ultimos afios varios
estudios han revelado informacion acerca de propiedades que presenta el propoleo
sobre la actividad antimicrobiana (71), la actividad antifungica que posee el
propoleo se puede aprovechar para tratar flujo vaginal anormal (72).
Generalmente su composicion depende de la zona que ha sido extraido, en regiones
calidas contiene flavonas, flavanonas, acidos aromaticos y ésteres, en regiones
tropicales, el propdleo contiene diversos compuestos fenolicos derivados de acido p-
cumarico, acidos cafeoilquinicos, flavonoides, benzofenonas y terpenos, estos
compuestos hacen que el propoleo tenga elevado potencial terapéutico antifingico
(73). Las propiedades antimicrobianas que presenta el propoleo es utilizado para
combatir microorganismos como bacterias, hongos, virus, levaduras y parasitos
(74), seglin los estudios realizados coinciden que el propoleo tiene una potente
actividad antimicrobiana ante bacterias Gram positivas, pero solo una actividad
limitada contra las bacterias Gram negativas (75).
La actividad antifiingica de los extractos de propdleos se visualiza por inhibicion del
crecimiento y proliferacion en diferentes levaduras como es el complejo de C.
albicans y C. glabrata por la posible accion del acido cafeico, la pinocambrina y la
pinobanksina. La terapia con propodleos resulta econdémica y no tiene ningun efecto
secundario, siendo la dosis maxima diaria de 1400 mg/kg, en ratones no indica
efectos adversos, sin embargo, a consumos mayores produce nauseas por lo general
(57).

2.3. Formulacion de hipdtesis

2.3.1. Hipaotesis general
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H1: El extracto de propdleo si presenta actividad antifiungica frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.
HO: El extracto de propoleo no presenta actividad antifiingica frente a cepas de C.

albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.

2.3.2. Hipaotesis especificas
e HI1: El extracto de propdleo si presenta actividad antifingica frente a cepas de C.

albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda.

HO: El extracto de propoleo no presenta actividad antifungica frente a cepas de C.

albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda.

e HI1: El extracto de propoleo si presenta actividad antifungica frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal

recurrente.

HO: El extracto de propoleo no presenta actividad antifiingica frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal

recurrente.

e HI1: Existe diferencia significativa entre la actividad antifungica del extracto de
propoleo y el fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes

diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.

HO: No existe diferencia significativa entre la actividad antifungica del extracto de
propoleo y el fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes

diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.
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e H1: Existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion de las cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y

recurrente.

HO0: No existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion de las cepas de
C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda

y recurrente.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1. Método de investigacion

Segin Arias & Covinos (2021), el método empleado es deductivo, ya que las

conclusiones son brindadas en base a premisas que se asumen como verdaderas (76).

3.2. Enfoque investigativo

Segiin Herndndez R. et al. (2004), la investigacion tiene un enfoque cuantitativo, ya
que se midieron los valores de las variables, obteniendo datos numéricos y, de
acuerdo a ello, se analiz6 e interpreto los resultados mediante métodos estadisticos

(77).

3.3. Tipo de investigacion

34.

Segun Supo J. (2016) es de tipo basica, debido a que se inicia bajo conceptos de
marco tedrico a fin de aumentar informacion cientifica de un tema ya establecido, sin

embargo este aun no es contrastado con el aspecto practico. (78).

Disefio de la investigacion

Segiin Palella S. y Martins F., definen al disefio experimental como aquella
investigacion cuya variable se puede manipular, siendo esta no comprobada con
anterioridad; bajo condiciones controladas estrictamente. Este tiene como objetivo
describir “por qué la causa produce dicho fendémeno” para con ello elaborar
pronosticos y ser confirmados con el fin de encontrar tendencias para posibles
estudios posteriores y mejorar la educacion (79).

Por lo mencionado anteriormente se puede decir que la presente investigacion es de

disefio experimental, debido a que se busca evaluar la actividad antifingica del
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3.5.

extracto de propoleo frente a cepas de pacientes diagnosticas con candidiasis

vulvovaginal.

Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion

La poblacion fueron las cepas de Candida albicans aisladas de pacientes con
diagnéstico de candidiasis vulvovaginal que ingresaron al Servicio de Ginecologia de

la Clinica Maria del Socorro, distrito de Ate — Lima.

e Criterios
Criterios de inclusion
- Cepas de Candida albicans aisladas en pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal aguda y recurrente.

Criterios de exclusion
- Cepas de Candida albicans de otro tipo de muestra.

- Cepas de Candida no albicans.

Muestra

El tamafio de muestra fue de 34, de ellas 17 cepas de C. albicans (nueve de
candidiasis vulvovaginal aguda y ocho de candidiasis vulvovaginal recurrente) y dos
tratamientos (extracto de propdleo y el fluconazol (17x2), para ello se considerd tres

repeticiones por cepa, se obtuvo un total de 102 unidades experimentales.
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Muestreo
Segin Andrea Bernet, se utilizd un muestreo casual o accidental, debido a que se
tomo una muestra de la poblacion disponible en un lugar determinado a fin de obtener

resultados mas precisos (80).

3.6. Variables y operacionalizacion

Variable independiente: Actividad antifungica del extracto de propoleo.

Variable dependiente: Cepas de Candida albicans.

Definicion conceptual:

- Actividad antifungica del extracto de Propoleo: Sustancia obtenida de los insectos
de la especie Apis mellifera que posee la capacidad de inhibir el crecimiento y
desarrollo de hongos microscopicos (57).

- Cepas de Candida albicans: Microorganismos aerobios, es la principal causa de
candidiasis, se produce asexualmente por gemacion (81), siendo este tipo de cepa
mas frecuente en casos clinicos.

Definicion Operacional

- Actividad antifungica del extracto de Propdleo: Sustancia que posee la capacidad
de inhibir el crecimiento de Candida albicans

- Cepas de Candida albicans: Microorganismos aerobios aislados de pacientes con
diagnéstico de candidiasis vulvovaginal aguda y recurrente.

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica
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Segun Carrasco S. (2005), la técnica utilizada en la investigacion fue la observacion
directa de los halos de inhibicién y el instrumento tomado en cuenta fue una ficha
de recoleccion de datos con el fin de registrar la informacion obtenida (ANEXO 3 y
ANEXO 4) (82).
3.8. Procesamiento y analisis de datos
Previo al procesamiento y analisis de datos, se realizo lo mostrado a continuacion:
Extracto de propoleo
El extracto de propoleo fue recolectado con apoyo de apicultores del distrito de
Oxapampa, region de Cerro de Pasco, Peru. Una vez obtenida la muestra, se comenzé
con la separacion de algunos componentes que no formaban parte del analisis como el
polvo, astillas, restos de madera, entre otros que puedan alterar la composicion del
extracto (65).
Elaboracion del extracto
La caracterizacion y elaboracion del propodleo al 50% de concentracion fue preparada
en condiciones asépticas en una cabina de flujo laminar a temperatura ambiente, las
impurezas fueron desechadas, luego la muestra fue trozada para ser pulverizada con
la ayuda de un mortero. El extracto se preparo utilizando 50 g de propodleo en 100 mL
de etanol al 70°, luego la mezcla fue sometida a maceracion por ocho dias a 37°C, sin
contacto con la luz. Posteriormente la muestra fue filtrada con ayuda del papel filtro
Whatman N° 60, para después ser llevada a un rotavapor a 60°C con el fin de que el
etanol se evapore. Los extractos totales fueron transferidos al rotavapor hasta
eliminacion del solvente y el solido obtenido se llevo a estufa por dos horas a una

temperatura de 70°C (ANEXO 5).
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Finalmente, se obtuvo el extracto seco etandlico de propdleo con la técnica de
dilucion vy filtracion para la obtencion de propoleo a una concentracion del 50%. El
propoleo seleccionado se identificod visualmente de acuerdo a las caracteristicas
organolépticas, siendo este de color predominante pardo y con carencia de aroma
definido; para asegurar su calidad y pureza (19).

Obtencion de las cepas clinicas de Candida albicans

Se solicitd permiso al Servicio de Ginecologia de la Clinica Maria del Socorro,
distrito de Ate — Lima para trabajar con pacientes voluntarias, a las cuales,
previamente se le informo del estudio, con el fin de obtener su consentimiento.

Una vez obtenida la autorizacion, se recolectaron muestras de exudado vaginal de las
pacientes, siendo tomadas por el médico encargado del area, el cual utiliz6 un hisopo
vaginal seco estéril obteniendo la muestra del fondo del saco vaginal, identificando a
las pacientes que presentaban candidiasis vulvovaginal aguda y recurrente para luego
rotular las muestras con el tipo de infeccion correspondiente y ser transportada en
recipientes estériles en posicion vertical, ambiente fresco y con proteccion de la luz,
al laboratorio de la mencionada clinica. Para el aislamiento de las cepas se usé la
técnica de estriado por agotamiento en placas Petri con Agar Dextrosa Sabouraud
para luego ser llevadas a incubacion en estufa a 37°C (11) (ANEXO 6).

Pruebas de identificacion de Candida albicans

Después la incubacidn, se observo el crecimiento en la superficie del agar Dextrosa
Sabouraud, luego se procedi6 a tomar una colonia para sembrar en agar Cromogénico
para Candida, a fin de diferenciar C. albicans de otras especies de Candida,
asimismo se procedid a su observacion microscopica (ANEXO 7). Ademas, con el fin

de realizar la confirmacion correspondiente, se procedié a validar el crecimiento de
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Candida sp. con la Prueba del Tubo Germinativo para luego ser comprobada con la

prueba API 20 C AUX Candida (10) (ANEXO 8).

a)

b)

Prueba de Tubo Germinativo:

La prueba de Tubo Germinativo de gran utilidad para diferenciar especies de C.
albicans y Candida no albicans. El procedimiento se realizé con 0,5 mL de suero
fresco humano usando el asa de cultivo, se inocul6 la cepa en estudio y fueron
incubadas a 37 °C. Después de tres horas se preparé un montaje humedo para
observar en el microscopio Optico, con objetivo 40x, la presencia del tubo
germinativo que consiste en la extension filamentosa de la levadura, donde, tanto
C. albicans y C. dubliniensis, forman una pequefia prolongacioén similar a “un
espejo de mano” (fenémeno de Reynolds — Braude), por este motivo, se empled

la prueba API 20 C AUX Candida para su confirmacion (16) (ANEXO 9).

Prueba de API 20 C AUX Candida

La prueba API 20 C AUX Candida es un sistema preciso para la identificacion
de levaduras que estd compuesta por 20 cupulas que contienen sustratos
deshidratados. Estas cupulas se inoculan en un medio minimo de API C Medium
y crecen solo las levaduras capaces de utilizar estos sustratos.

Con 2 mL de solucion salina y un cultivo joven de levaduras se realizd una
suspension hasta llegar a una turbidez de la escala de McFarland 2.0. Luego se
anadié 100 uL de esta suspension a la ampolla con API C Medium para proceder
a llenar las ctpulas evitando en todo el procedimiento la formacion de burbujas.

Después manteniéndolo en camara humeda se incub6 por 48 a 72 horas a 37°C

(15).
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Finalmente, cumplido el tiempo de incubacion, se procedio a realizar la lectura e
interpretacion de los resultados, observando un crecimiento positivo mediante
turbidez y con la ayuda de un perfil numérico propio del fabricante y al programa
de identificacion Apiweb, se realizo la identificacion exacta de las levaduras
(ANEXO 10).
Elaboracion de medio de cultivo
Para medir la actividad antifungica se utilizd el medio Agar Miiller Hinton, el cual
esta validado para las pruebas de susceptibilidad indicada por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) M44 — A. Los indculos de las cepas
clinicas de C. albicans se prepararon y se ajustaron a la turbidez de la escala a 0,5
McFarland. La longitud de onda fue de 610 mm en el espectrofotometro para la
medicion de la turbidez del inoculo de las cepas; posteriormente se inocul6d en la
superficie en agar con la ayuda de un hisopo estriando en tres direcciones, se dejo
secar unos 10 minutos y se coloco los discos de fluconazol (control positivo) y agua

destilada (control negativo) (9).

Preparacion de los grupos controles (ANEXO 11)
e Control positivo: Fluconazol (25 mg/100 mL de agua destilada).

e Control negativo: Agua destilada (100 mL).

Control de calidad del crecimiento de cepas de C. albicans

Se procedid a preparar un litro de Agar Miiller Hinton, segin la recomendacién del
manual DIFCO (83), adicionando 20 g. de glucosa y 100 uL de solucion stock de azul
de metileno. Esta ultima solucion se prepara adicionando 0,1 g de azul de metileno a

20 mL de agua destilada (obteniendo 5 ug/mL de concentracion). Luego se lleva a
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autoclave por 15 minutos a una temperatura de 121°C y 15 libras de presion.
Transcurrido el tiempo, dejar que baje la temperatura a unos 50°C y verter 27 mL por
placa Petri a modo de alcanzar los 4mm de grosor, en placas de 90 mm de diametro.
Dos placas se tuvieron en cuenta para el control de esterilidad a 35°C durante 24
horas. A continuacion, se tomo la cepa de C. albicans ATCC 90028 previamente
cultivada para ser sembrada en el agar. Como se describid anteriormente, se realizo la
prueba de susceptibilidad ajustando el inoculo de la cepa a turbidez de 0,5 de la
escala de McFarland, se siembra en tres direcciones y se coloca un disco de 25ug de
fluconazol para luego de 24 horas proceder a la lectura. Para asegurar el control de
calidad del crecimiento de la cepa, se observo los halos de inhibicion (84).

Prueba de susceptibilidad antifingica

Una vez obtenidas las cepas de C. albicans, se us6 el método de disco difusion en
placa, para lo cual, se utiliz6é discos de papel filtro contiendo 200 ulL de extracto de
propoleo y los controles respectivos, colocando cada disco embebido sobre la placa
Petri con agar Miiller Hinton. Luego se incub6 por 24 horas a 37°C (10). Después del
periodo de incubacion, se analizaron los halos de inhibicion del crecimiento
antifngico cuyos resultados se expresaron con la medida de los halos que se forman
en la placa de Petri donde se midi6 el diametro de cada zona en unidades de
milimetros; siguiendo el protocolo estandarizado de susceptibilidad establecido por
Kirby & Bauer (85) (ANEXO 12).

Una vez culminado el procedimiento experimental, se procedié a realizar el

procesamiento y analisis de los datos obtenidos, lo cual se describe a continuacion:

41



Recoleccion de datos

La recoleccion de datos se realizd por tres meses, haciendo uso de una ficha de
recopilaciéon de datos para posteriormente tabular la informacion en el software
Microsoft Office Excel v. 2019, en el cual se anoto la informacion en una base de
datos.

Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Se contd con autorizacion escrita de la Clinica Maria del Socorro para obtencion de
muestras ¢ informacion (ANEXO 13); a la vez, los participantes firmaron una
autorizacion de aprobacion para la recoleccion de muestras; ademas se les indico que
sus datos se mantendran en anonimato tal como refiere la Ley N°29733.

Aplicacion de instrumentos de recoleccion de datos

El instrumento de recopilacion de datos fue aplicado en el momento de medir los
halos de inhibicion de crecimiento de las cepas de C. albicans por efecto de la
actividad antifingica del extracto de propdleo y el fluconazol, ademas de registrar el
tipo de candidiasis vulvovaginal y si el agente causal fue C. albicans.

Métodos de analisis estadisticos

Se utilizé el Software Estadistico SPSS, a fin de analizar los datos recopilados en
version 23.0, a la vez se utilizo el Andlisis de Varianza (ANOVA) con la finalidad de
establecer si la actividad antiflingica del extracto de propdleo y del fluconazol, es
igual en todas las cepas del estudio; posteriormente se uséd prueba de significancia de
Tukey (o = 0,05) para definir las diferencias de la actividad antifungica segun los

tipos de cepas de C. albicans y los tratamientos utilizados.
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3.9. Aspectos éticos
Las participantes que aceptaron participar firmaron un consentimiento de aprobacion,
ademas se les informo sobre el objetivo del estudio; a la vez se le indico que sus datos
permaneceran en el anonimato por lo que refiere la Ley N° 29733 “Ley de proteccion
de datos personales” Ademas se contd con la autorizacion escrita de la Clinica Maria

del Socorro, distrito de Ate — Lima y el laboratorio del mismo establecimiento.
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CAPITULO IV. PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados

4.1.1. Analisis descriptivo de los resultados
Objetivo general: Evaluar la actividad antifungica del extracto de propoleo frente a
cepas de Candida albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal.

Resultado

Tabla 1. Actividad antifingica del extracto de propdleo frente a cepas de Candida
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal
representada mediante halos de inhibicion

Halos de inhibicion (mm)

Candidiasis Cepas .
Extracto de propoleo Fluconazol

A-1 16,7 18,2
A-2 15,3 19,3
A-3 17,2 19,2
A-4 19,2 20,5
Aguda A-5 19,2 22,6
A-6 18,7 20,9
A-7 17,9 20,8
A-8 16,9 19,8
A-9 18,2 19,2
R-1 11,8 13,7
R-2 11,8 12,5
R-3 12,6 16,6
Recurrente R-4 11 14,3
R-5 14,9 18,7

R-6 13,2 17
R-7 11,5 15,3
R-8 12,8 17,4
Promedio 15,2 18,0
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En la Tabla 1 se describe la actividad antifingica del extracto de propdleo y del
fluconazol frente a las cepas de C. albicans aisladas de pacientes con candidiasis
vulvovaginal, mostrando halos de inhibicion promedio de 15,2 mm en el caso del

extracto de propodleo y 18,0 mm en el caso del fluconazol.

Objetivo especifico 1: Evaluar la actividad antifiingica del extracto de propdleo
frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal aguda.

Resultado

Tabla 2. Actividad antifingica del extracto de propdleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda
representada mediante halos de inhibicion

Halos de inhibiciéon (mm)
Producto

A-1 A2 A3 A4 A5 A6 A-7 A8 A9 Media

Extracto de
16,7 15,3 172 19,2 19,2 18,7 179 16,9 18,2 17,7
propoleo

Fluconazol 18,2 193 19,2 20,5 22,6 209 20,8 19,8 19,2 20,1

En la Tabla 2 se describe la actividad antifingica del extracto de propdleo y del
fluconazol frente a las cepas de C. albicans aisladas de pacientes con candidiasis
vulvovaginal aguda, mostrando halos de inhibicion promedio de 17,7 mm en el caso

del extracto de propoleo y 20,1 mm en el caso del fluconazol.
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Objetivo especifico 2: Evaluar la actividad antifungica del extracto de propodleo
frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal recurrente

Resultado

Tabla 3. Actividad antifingica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal
recurrente representada mediante halos de inhibicion

Halos de inhibicion (mm)
Producto

R-1 R2 R3 R4 R5 R-6 R-7 R-8 Media

Extracto de
11,8 11,8 12,6 11,1 149 13,2 11,5 12,8 12,5
propoleo

Fluconazol 13,7 12,5 16,6 143 18,7 17,0 153 174 15,7

En la Tabla 3 se describe la actividad antifingica del extracto de propdleo y del
fluconazol frente a las cepas de C. albicans aisladas de pacientes con candidiasis
vulvovaginal recurrente, mostrando halos de inhibicion promedio de 12,5 mm en el
caso del extracto de propoleo y 15,7 mm en el caso del fluconazol.
4.1.2. Prueba de hipotesis

Mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA) se determind la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en la actividad antifungica del extracto de
propoleo y del fluconazol segun el tipo de cepa de C. albicans y el tratamiento

utilizado (Tabla 4).
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Hipoatesis de analisis estadistico

Ho-1: Existen diferencia significativa entre la actividad antifingica del extracto de
propoleo y del fluconazol frente a los tipos de cepa de C. albicans.

Ho-2: No existe diferencia significativa entre la actividad antifiungica del extracto de
propoleo y el fluconazol frente a los tipos de cepa de C. albicans.

Tabla 4. Analisis de varianza (ANOVA) de los halos de inhibicién (mm) generados
en las cepas de C. albicans por efecto del extracto de propodleo y del fluconazol

FV SC GL CM F p-valor Decision

Modelo 777,42 2 388,71 174,73  <0,0001

Tipo de Cepa 582,78 1 582,78 261,97 <0,0001 Rechazar Hoy.

Tratamiento 194,64 1 194,64 87,49 <0,0001  Rechazar Hoy-2

Error 220,24 99 2,22

Total 997,65 101

SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadrado medio, F: Test, P: Probabilidad

Objetivo especifico 3: Comparar la actividad antifungica del propdleo frente a las
cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis

vulvovaginal aguda y recurrente.

Resultado

Tabla 5. Comparacion de la actividad antifiingica entre las cepas de C. albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y
recurrente mediante la prueba de significancia de Tukey

Tipo de cepa de C. albicans  Medias n E.E.

CVYV aguda 18,87 54 0,20 A
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CVY recurrente 14,08 48 0,22 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la Tabla 5 se muestra la existencia de diferencia estadisticamente significativa
entre los tipos de cepas de C. albicans que fueron inhibidas por el extracto de
propoleo y por el fluconazol. Es asi que las cepas de C. albicans aisladas de
candidiasis vulvovaginal aguda mostr6 halos de inhibicion de mayor tamafo

promedio que las de infeccion recurrente.

Objetivo especifico 4: Comparar la actividad antifingica del extracto de propoleo y
fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal.

Resultado

Tabla 6. Comparacion de la actividad antifiingica del extracto de propoleo y
fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal mediante la prueba de significancia de Tukey

Producto Medias n E.E.
Fluconazol 17,86 51 0,21 A
Extracto de propoleo 15,10 51 0,21 B

Medias con una letra en comtin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la Tabla 6 se muestra la existencia de diferencia estadisticamente significativa
entre la actividad antifingica del propoleo y del fluconazol, siendo este ultimo, el
que mostrdé mayor tamafio promedio de halos de inhibicioén sobre las cepas de C.

albicans, en comparacion con el extracto de propdleo.
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4.1.3. Discusion
Teniendo en cuenta el objetivo general, el cual fue, evaluar la actividad antifungica
el extracto de propdleo frente a cepas de Candida albicans aisladas de pacientes
diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal, en la presente investigacion se
determino que dicho extracto a una concentracion del 50%; frente a cepas de de C.
albicans, si presenta actividad antifungica. En las investigaciones de De La Cruz
M, (2013) y Joya M. et al. (2017) quienes utilizaron extractos etandlicos de
propoleo que enfrentaron con cepas de la especie fingica en mencién, difiriendo en
que estos estudios si consideraron utilizar concentraciones mayores y menores del
producto respecto del presente estudio. Lo anteriormente presentado sugiere que un
factor clave de la sensibilidad de C. albicans es su composicién quimica, la cual
esta representada por proteinas y polisacaridos. Ademds, se conoce que estos
microorganismos presentan una pared celular, la cual estd compuesta
principalmente por polisacaridos como el glucano y la quitina. Ademas, estas
especies presentan una membrana citoplasmatica, lugar donde los antimicoticos
llevan a cabo su funcion. Ademas, se sabe que la membrana citoplasmatica esté
contiene grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en una menor proporcion,
las cuales, permiten la entrada y salida de sustancias, tales como metabolitos

secundarios por ejemplo los flavonoides, taninos, terpenos y alcaloides (11,86).

Por otro lado, considerando los dos primeros objetivos especificos, los cuales
fueron, evaluar la actividad antifiingica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y

evaluar la actividad antifingica del extracto de propoleo frente a cepas de C.
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albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal
recurrente, se logrd evidenciar que el extracto de propoleo mostréd inhibicion de las
cepas de C. albicans aisladas de candidiasis vulvovaginal (CVV) aguda y
recurrente. Este hallazgo tiene relacion a lo reportado por Adjapong G. et al. (2017)
quienes compararon la susceptibilidad de cepas de C. albicans aisladas de CVV
aguda y CVV recurrente, donde las primeras mostraron mayor sensibilidad al
fluconazol en comparacion con las de infeccion recurrente, aplicando tres dosis del
antimicotico (87). Para el caso del propoleo, no se logré encontrar los estudios
precisos que comparen su efecto en ambos tipos de cepas, sin embargo, se puede
sugerir que, en las candidiasis de caracter recurrente, C. albicans expresa resistencia
a los antimicoticos como los azoles, y por ende, también a los metabolitos que

inducen su inhibicion (49).

Asimismo, teniendo en cuenta el tercer objetivo especifico, el cual fue, comparar la
actividad antifngica entre las cepas de C. albicans aisladas de pacientes
diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y recurrente, se evidencid que
las cepas de C. albicans aisladas de candidiasis vulvovaginal (CVV) aguda
mostraron mayor promedio de halo de inhibicion que las de infeccion recurrente
cuando se enfrentaron al extracto de propoleo y al fluconazol, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa. Este hallazgo es muy similar a lo reportado por
Adjapong G. et al. (2017) quienes compararon la susceptibilidad de cepas de C.
albicans aisladas de CVV aguda y CVV recurrente, donde las primeras mostraron
mayor sensibilidad al fluconazol en comparacion con las de infeccion recurrente,

aplicando tres dosis del antimicético (2ug/mL, 4ug/mL y 8ug/mL) (87). Para el caso
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del propdleo, no se logré encontrar los estudios precisos que comparen su efecto en
ambos tipos de cepas, sin embargo, se puede sugerir que, en las candidiasis de
caracter recurrente, C. albicans expresa resistencia a los antimicéticos como los
azoles, y por ende, también a los metabolitos presentes en el extracto de propdleo

que inducen su inhibicion (49).

Finalmente, teniendo en cuenta el cuarto objetivo especifico, el cual fue, comparar
la actividad antifungica del extracto de propdleo y fluconazol frente a cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal, se pudo
establecer diferencias significativas entre la actividad antifingica del extracto de
propoleo y el fluconazol, siendo este ultimo el que mostré mayor promedio de halo
de inhibicion, siendo este hallazgo muy similar a lo encontrado por Capoci L. et al.
(2015) quienes utilizaron propdleo y como control positivo al fluconazol para la
inhibicion de biofilms causado por C. albicans, siendo este ultimo el que mostrd
mayor efecto inhibitorio frente a las cepas del microorganismo en mencion (7). Esto
sugiere que, a pesar que los metabolitos del producto estudiado pueden intervenir en
el crecimiento y desarrollo del agente infeccioso, los antimicoticos han demostrado
ser mas eficaces, ya que no solo afectan el componente exterior de los hongos, sino
también afectan al interior celular, provocando una inhibiciéon mayor y mas rapida.
Se debe destacar que, los metabolitos descritos, en la mayoria de casos, estimulan la
inhibicion de la formacion de biopeliculas, sin embargo, los antimicoticos por
excelencia, como el fluconazol, pueden atravesar la membrana citoplasmatica del
hongo y afectar la respiracion celular y por consiguiente, causar su muerte de

manera mas veloz (88,89).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

Conclusiones

El extracto de propoleo presentd actividad antifiingica frente a cepas de C. albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal.

El extracto de propoleo presentd actividad antifiingica frente a cepas de C. albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda.

El extracto de propoleo presentd actividad antifiingica frente a cepas de C. albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal recurrente.

Existe diferencia significativa entre la actividad antifungica del extracto de propdleo
y el fluconazol frente a cepas de C. albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal.

Existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion de las cepas de C.
albicans aisladas de pacientes diagnosticadas con candidiasis vulvovaginal aguda y

recurrente.

Recomendaciones

Realizar pruebas de toxicidad in vitro e in vivo para garantizar la inocuidad del
extracto de propdleo.

Realizar investigaciones de la actividad inhibitoria del extracto de propdleo en otras
especies de Candida, de preferencia aisladas de muestras clinicas.

Realizar investigaciones de la actividad inhibitoria del extracto de propoleo en cepas
de levaduras resistentes a antimicoticos.

Realizar investigaciones de la actividad inhibitoria con el extracto de propoleo a

diferentes concentraciones.
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ANEXO 1. Matriz de consistencia

ANEXOS

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Disefio metodoldgico

Problema general
¢ Existe actividad antifungica del extracto de
propéleo frente a cepas de Candida albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal?

Problemas especificos
¢ Existe actividad antifungica del extracto de
propdleo frente a cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas con candidiasis
vulvovaginal aguda?

¢ Existe actividad antifungica del extracto de
propdleo frente a cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas con candidiasis
vulvovaginal recurrente?

¢ Existe diferencia significativa entre la actividad
antifungica del extracto de propdleo y fluconazol
frente a cepas de C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con candidiasis
vulvovaginal?

¢ Existe diferencia significativa entre la actividad
antifungica sobre las cepas de C. albicans
aisladas de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal aguda y recurrente?

Objetivo general
Evaluar la actividad antifungica
del extracto de propdleo frente
a cepas de C. albicans aisladas

de pacientes diagnosticadas
con candidiasis vulvovaginal.

Objetivos especificos
Evaluar la actividad antifungica
del extracto de propdleo frente
a cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas
con candidiasis vulvovaginal
aguda.

Evaluar la actividad antifungica
del extracto de propdleo frente
a cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas

con candidiasis vulvovaginal
recurrente.
Comparar la actividad

antifingica del extracto de
propéleo y fluconazol frente a
cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas
con candidiasis vulvovaginal.

Comparar la actividad
antifingica entre las cepas de
C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal aguda
y recurrente.

Hipotesis general
H1: El extracto de propoleo si
presenta actividad antifungica frente a
cepas de C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal.

Hipoétesis especificas
H1: El extracto de propdleo si
presenta actividad antifungica frente a
cepas de C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal aguda.

H1: El extracto de propoleo si
presenta actividad antifungica frente a
cepas de C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal recurrente.

H1: Existe diferencia significativa
entre la actividad antifungica del
extracto de propdleo y el fluconazol
frente a cepas de C. albicans aisladas
de pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal.

H1: Existe diferencia significativa
entre los halos de inhibicion de las
cepas de C. albicans aisladas de
pacientes diagnosticadas con
candidiasis vulvovaginal aguda y
recurrente.

Variable 1: Actividad
antifungica del extracto
de propodleo

Variable 2: Cepas de C.

albicans

Tipo de investigacion: Basica

Método y disefio de
investigacion:
Método deductivo y disefio
experimental

Poblacion y muestra
Poblacion: Cepas de C.
albicans aisladas de pacientes
con diagnostico de candidiasis
vulvovaginal que ingresaron al
Servicio de Ginecologia de la
Clinica Maria del Socorro,
distrito de Ate — Lima.

Muestra: 34 (por tres
repeticiones por cepa) se
obtienen 102 unidades
experimentales.
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ANEXO 2. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion conceptual| Definicion operacional Dimension Indicador Escala de medicion
Sustancia obtenida de
Actividad los insectos de la Sustancia que posee la
antifungica | especie Apis mellifera capacidad de inhibir el Concentracioén de 50% (50gr de
del que posee la capacidad| crecimiento de Candida extracto de propdéleo / 100mL Nominal
extracto de |de inhibir el crecimiento albicans propéleo de etanol)
propdleo |y desarrollo de hongos
microscoépicos (59).
CVV aguda Dlar.ne’Fro.s. fje halos
Microorganismos , . . de inhibicién (mm)
) e Microorganismos aerobios
aerobios, es la principal | _. .
Cepas de L aislados de pacientes con
. causa de candidiasis, ) . . e
Candida diagnostico de candidiasis
. se produce .
albicans vulvovaginal aguda y .
asexualmente por Nominal

gemacion (84).

recurrente.

CVV recurrente

Diametros de halos
de inhibicion (mm)
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ANEXO 3. Ficha de recoleccion de datos para Candidiasis vulvovaginal aguda

Producto

Codigo Cepas de
del Fecha Candida Extrac’t 2 Fluconazol
paciente albicans propsleo

R1 | R2 | R3 | R1| R2 | R3

A-2

A-3

A-4

A-5

A-6

A-7

A-9

ANEXO 4. Ficha de recoleccion de datos para Candidiasis vulvovaginal recurrente

Producto

Cédigo Cepas de
del Fecha Candida Extracto de Fluconazol

paciente albicans propoleo

R1 | R2 | R3| R1| R2 | R3

R-1

R-2

R-3

R-4

R-5

R-7

R-8




ANEXO 5. Flujograma de la elaboracion del extracto

ELABORACION DEL
EXTRACTO TOTAL

Y
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Y
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N Y ' -
r 1 I
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S s
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- -= = ey
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ANEXO 6. Flujograma de la obtencion de las cepas de Candida albicans

[ OBTENCION DE CEPAS CANDIDA J

Y

RECOLECCION DE

MUESTRAS =

DEXTROSA
SABOURAUD

ROTULAR

'

EXUDADO
VAGINAL

TRANSPORTAR  )—

LABORATORIO

CEPAI

' ESTRIADO POR
' AGOTAMIENTO

66



ANEXO 7. Identificacion de las cepas de C. albicans

a'y b) Aislamiento en agar Cromogénico; ¢ y d) Microscopia de cepas de C. albicans.
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ANEXO 8. Flujograma de la identificacion de Candida albicans

[ IDENTIFICACION DE CANDIDA

NO

Y

CEPA |

{
Y

TUBO

GERMINAL

Si

'

PRUEBA API 20C
AUX CANDIDA

Y

CANDIDA ALBICANS
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ANEXO 9. Flujograma de la prueba de tubo germinativo

[ PRUEBA DE TUBO GERMINATIVO J

""""""" LT
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ANEXO 10. Flujograma de la prueba API 20 C AUX Candida
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ANEXO 11. Flujograma de preparacion de los grupos controles

PREPARACION DE LOS GRUPOS

CONTROLES
CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
| | |
FLUCONAZOL AGUA DESTILADA AGUA DESTILADA
' 25mg " 100ml b 100 ml
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ANEXO 12. Flujograma de prueba de susceptibilidad antifungica

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD

CEPA CANDIDA
ALBICANS
...................... : DISCO POR
: POZOS6MM ——m 3 ¢ DIFUSION
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ANEXO 13. Carta de autorizacion de ejecucion de proyecto de investigacion de la
Clinica Maria del Socorro

-I-CLiN!_CA
MARIA DEL _
SOCORRO mor—r—————== —

e e a1 P —

“Afio del Bicentenario del Pert: 200 afios de Independencia”

Ate, 18 de agosto de 2021

OFICIO N° 017- 2021 - GMO- CMS

A GINA ANDREA RODRIGUEZ LOYOLA
Bachiller de Farmacia y bioquimica
Universidad Norbert Wiener

Asunto: Permiso para Ejecucién de Proyecto de Investigacion

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted, a fin de hacerle llegar los saludos de
la Clinica Maria del Socorro, y mediante el presente, responder
favorablemente a su solicitud de permiso para realizar la ejecucién del
proyecto de investigacién en nuestro establecimiento de salud, para que se
pueda desarrollar la tesis titulada *ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL
EXTRACTO DE PROPOLEO FRENTE A CANDIDA ALBICANS DE
PACIENTES CON CANDIDIASIS VULVOVAGINAL EN EL ANO 2021™.

Para el desarrollo del mismo, debera coordinar con nuestra responsable del

D:area de Docencia e Investigacion Lic Isabel Jackelin Robles Hurtado, y emitir
F>una copia de su informe final a la clinica.

Sin otro particular, me despido de usted, reiterando nuestra gran estima.

Atentamente,

v =
b .cne L Sba
MP 21583

Mwnum‘.'mp;unr.-mmw..

e - —— R

o = = - ey |- T B e e
CLINICA MARIA DEL SOCORRO COD. RENIPRESS: 00018584 CATEGORIA I - |
1n. APURIMAC N° 116-URB. TILDA - ATE clinicamariadelsocorro@hotmail.com CEL CONTACTO: 999024041
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