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1. INTRODUCCION

La candidiasis, es una de las micosis mas importantes y de mayor frecuencia en la cavidad bucal;
afecta a ambos sexos y a cualquier edad, aungque es mas frecuente en los extremos de la vida (©6),

Los hongos del género Candida son habitantes habituales en boca, sistema gastrointestinal, piel y
vagina, por lo que son considerados agentes infecciosos enddgenos especificos. Son poco
virulentos, no son transmisibles y solo producen infeccién de la mucosa en presencia de una
predisposicion local, general manifiesta o ambas; de ahi que sean considerados hongos
oportunistas ©®, En relacién con la prevencién y/o tratamiento de la candidiasis, los métodos

principales incluyen el uso de agentes antimicrobianos tales como nistatina y fluconazol ©2,

La candidiasis al ser una patologia prevalente y dificil de erradicar, ha planteado el desafio de
buscar nuevas opciones de tratamientos para evitar reacciones adversas, bajar costos y la

posibilidad de una terapia alternativa natural.

Recientemente, se ha puesto especial atencion a las indicaciones médicas de un producto natural,
denominado propolis o propdleos, el que ha mostrado interesantes propiedades medicinales. Es un
compuesto natural elaborado por abejas productoras de miel (Apis mellifera) a partir de la resina y
exudados de varias plantas. Las abejas recolectan el exudado vegetal y forman pequefios grumos
con sus mandibulas, mezclando dicho exudado con cera y productos de sus glandulas salivales. El
material resultante es usado para fortificar el panal, proveyendo protecciéon frente a
microorganismos; como una sustancia para embalsamar el cuerpo de algun invasor, y asi impedir
su descomposicion. Ademas, el propoleos presenta entre otras numerosas propiedades biolégicas,
actividad antimicrobiana ©8). Segln diversos autores el propéleos posee actividad antibacteriana,

antiviral, antiparasitaria y también antifingica ©9.

En el mercado existen diversas formas de presentacion: en bruto, procesado y procesado como
componente de otros productos naturales. El procesado se presenta en forma de extracto liquido

junto con algun solvente inocuo para el organismo, siendo el principal solvente el etanol 39,

La actividad biocida de propéleos frente a Streptococcus mutans, fue estudiada el 2002 en Chile
por Guzman @9, quien determiné una Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) de 800 ug/mL. Fajuri
et al 9, estudiaron el efecto del propéleos sobre diferentes microorganismos patdégenos orales.

Posteriormente el afio 2006 Del Rio Martinez ®, obtuvo resultados positivos, investigando la
actividad biocida de un tipo de propéleos chileno, marca Apiherbal®, frente al crecimiento in vitro
de aislados bacterianos de Porphyromonas gingivalis, obtenidos de pacientes chilenos con

periodontitis.



Bajo este contexto se abre la linea de investigacion de los diferentes efectos que puede tener el
propoleos frente a microorganismos presentes en la cavidad oral, en especial frente a la Candida.
El afo 2008 Maria Quintero obtuvo resultados positivos estudiando el “Efecto de extractos de
propdleos mexicanos de Apis mellifera sobre el crecimiento in vitro de Candida albicans. De
manera que se plantea el desafio de investigar el efecto que tiene este tipo de propoleos chileno
Apiherbal® (V regidén) en la distintas especies de Candida (estudio in vitro) 9.



2. MARCO TEORICO

La candidiasis es una infeccion producida por especies de Candida, siendo éstas la mas comunes
dentro de la infecciones fungicas que afectan al ser humano. Las especies de Candida producen
una amplia gama de infecciones que van desde lesiones mucocutdneas no mortales hasta

procesos invasivos que pueden implicar practicamente cualquier érgano (4852,

El termino de candidiasis oral corresponde a una infeccion fangica producida en la cavidad bucal
por cualguiera de las especies de Candida, siendo la Candida albicans la mas comdn @7, La
manifestacion clinica de ésta se caracteriza por la formaciéon de membranas blanquecinas que se
adhieren a la mucosa por infiltracion epitelial del microorganismo, siendo facilmente desprendible al

raspado ©9),
Clasificacién

Se han propuesto numerosas clasificaciones de la candiasis oral de acuerdo a su presentacion
clinica, sintomatologia y la interrelacién con factores sistémicos variados. Una de las mas usadas
es la clasificacion propuesta por Sitheeque y Samaranayake ©9, que clasifica las candidiasis en

dos grupos: candidiasis oral primaria y candidiasis oral secundaria.

La candidiasis oral primaria se subdivide en aguda que incluye: pseudomembranosa y eritematosa,;
y las crénicas que son: hiperplasica y eritematosa. También estan las lesiones asociadas a
candidiasis y dentro de este grupo tenemos la estomatitis subprotésica, la queilitis angular, glositis
romboidal media y eritema lineal gingival ©9. La candidiasis oral secundaria se caracteriza por
manifestaciones orales de candidiasis mucocutdnea como consecuencia de enfermedades

sistémicas.
Prevalencia

En un estudio realizado sobre la prevalencia de lesiones en la mucosa oral en adultos sobre 65
afios de Santiago de Chile, se determin6 que el 53% presenta una o mas lesiones en la cavidad
bucal y revelé que el uso de protesis incrementa la probabilidad de aparicién de lesiones. La lesion
mas comun fue la estomatitis subprotésica con un 22,3%, la queilitis angular con un 2,9 % y la

glositis romboidal media un 1% (8),

Etiopatogenia

Candida albicans es la principal causante de las lesiones orales, es un microorganismo comensal
de la cavidad bucal, pero por alteraciones en los factores locales y/o sistémicos se transforma en
microorganismo patdgeno. Su morfologia va de blastosporas a hifas verdaderas penetrando en la
mucosa Yy estableciendo un proceso infeccioso con activacion de la reaccién inflamatoria @851, En

general la Candida albicans es de patogenicidad baja y su infeccidon no ocurrirhd mientras no existan
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alteraciones locales como: deficiente funcion de glandulas salivales, drogas inhaladas como
esteroides y uso de protesis. La utilizacion de prétesis predisponen a la infeccion por Candida en
hasta un 65%, en las personas de edad avanzada que usan protesis totales superiores, debido a
que producen un microambiente favorable al crecimiento de la Candida con bajos niveles de
oxigeno, pH bajo y un ambiente anaerobio. Dentro de los factores sistémicos se encuentran los
extremos de la vida debido a la reduccion de su funcién inmunitaria, asi como el uso de antibiéticos
de amplio espectro, de inmunosupresores, condiciones inmunosupresoras como el VIH; mientras

otros factores podrian ser el tabaquismo y la diabetes, entre otros 9,
Tratamiento

En casos leves de candidiasis se deben controlar los factores irritativos, extremar las medidas de
higiene bucal asi como la higiene de las prétesis, dejandolas reposar en la noche en un vaso con
agua. Se pueden indicar antimicéticos tépicos especificos, ya sea de la familia de polienos
(nistatina, anfotericina B) o de los azoles (miconazol, clotrimazol, ketoconazol, itraconazol y
fluconazol), alguno de los cuales se pueden usar como enjuagues bucales o pastillas (tabletas para

chupar) que generalmente se administran por 5 a 10 dias.

La anfotericina B 10 mg y la nistatina en 500.000 Unidades son las mas eficientes. La anfotericina
B tiene un espectro mayor que la nistatina aunque la nistatina es efectiva cuando se aplica topica
en la cavidad oral, con la desventaja del gusto desagradable. La anfotericina B tiene como
mecanismo de accién unirse a esteroles de la membrana celular del hongo alterando su
permeabilidad y transporte. En suspension topica es efectivo en candidiasis aguda (1618), La
nistatina tiene un mecanismo de accidn similar al anterior, con una alta toxicidad, no se usa via
parenteral, solo tépica, si se traga puede producir malestares estomacales y diarrea. Su dosis para
candidiasis oral es de 500.000 Unidades 4 veces al dia 13,

Por otro lado, el miconazol que pertenece a la familia de los azoles, tiene un mecanismo de accion
de inhibicion de la sintesis de lipidos, especialmente ergosteroles de la membrana celular,
alterando la permeabilidad de la célula, su absorcién tdpica es buena logrando penetrar facilmente

el estrato cérneo y persiste por mas de 4 dias en la piel (13:56),

Microbiologia

Los hongos son microorganismo unicelulares o pluricelulares pertenecientes al reino Fungi, de
reproduccién asexual y sexual. En general se dividen en Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota
(reproduccion sexual y asexual) y Deuteromycota (reproduccion asexual). Su estructura se divide
en dos tipos: filamentosa cuya estructura basica es la hifa y la levadura que es unicelular, aunque

puede formar una pseudo hifa y a veces incluso una hifa verdadera.



De las levaduras, la mayoria se incluye entre las Deuteromycota, pero algunas pueden tener
reproduccion sexual, el género Candida es el méas conocidos y pertenece a la familia

Cryptococcoidiae.

Es un microorganismo oportunista endégeno, miembro de la flora normal de la piel, mucosa y
aparato gastrointestinal, coloniza los tejidos durante o poco después del nacimiento, y el riesgo de
infeccion enddgena siempre esta presente. Metabolizan la glucosa en condiciones anaerdbicas
como aerobicas, la temperatura influye en su crecimiento a temperaturas mas altas como 37 °C
gue estan presentes en la cavidad bucal promueven el crecimiento de pseudohifas, requieren
fuentes ambientales de carbono fijo para su crecimiento. Crecen como levaduras orales en
gemacién de 3 a 6 micrones de tamafio entre las células epiteliales, van formando pseudohifas
cuando contindan su crecimiento producto de la formacién de cadenas de células al no separar sus
tabiques. La Candida albicans es considerada dimorfa, 0 sea pueden desarrollarse bajos dos
formas: filamentosa y levaduriforme; pueden producir hifas verdaderas a 37°C y si esta en un

medio favorable produce clamidosporas grandes y esféricas “0),

Morfolégicamente para el diagnéstico en microscopia es importante saber las diferencias entre hifa
(hongo filamentoso) y pseudo hifa (levaduras). La hifa presenta crecimiento por elongacién lineal y
posterior tabicacion, tabiques rectos, célula terminal cilindrica, paredes paralelas sin constricciones
a nivel de tabique y ramificaciones laterales sin constriccion ni punto de origen, primer tabique a
distancia de la hifa principal. Las pseudohifa presenta crecimiento por gemaciéon y posterior
constriccién basal, tabiques dificiles de ver y curvados, célula terminal redondeada, paredes con
constriccién a nivel de los tabiques y ramificaciones laterales constrefiidas en un punto de origen,
primer tabigue en el lugar de origen de ramificacion “9,

La adhesion de la Candida a las paredes celulares epiteliales es un importante paso en la
iniciacion de la infeccién, la cual es promovida por componentes de la pared celular fungica tales

como manosa, receptores C3D, nanoproteinas y sacarinas (15,

Existen aproximadamente 200 especies de Candida. Fuera de la Candida albicans existen
especies como Candida glabrata, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida parapsilopsis,
Candida stellatoidea, Candida guillermondii, Candida pseudotropicalis, Candida krusei, Candida

kefyr, Candida lusitaniae, entre otras (34 38.40,56),
Cultivo
Existen una variedad de medios de cultivo para el desarrollo de hongos entre ellos:

- Agar Dextrosa Sabouraud: Es un medio de propésito general disefiado por Sabouraud para

el cultivo de dermatofitos. Un bajo pH de 5.6 aproximadamente favorece el crecimiento de

hongos, con efecto ligeramente inhibidor para las bacterias contaminantes en muestras



clinicas. La adicion de cloranfenicol es una modificacion disefiada para aumentar la
inhibicién bacteriana y posibilitar el aislamiento de muestras contaminadas de hongos
oportunistas que causan infecciones clinicas similares a las dermatofitosis pero sensibles a

la cicloeximida incluidas en algunos medios flngicos selectivos 9.

- Agar base Pagano-Levin: Preparado segun la formulacion de Pagano Levin y Trejo, se

utiliza para el aislamiento y diferenciacion de especies de Candida. La diferenciacién se
basa en la capacidad de las especies de Candida para reducir TTC (2, 3,5-
trifeniltetrazolium clorhidrato) lo que provoca un cambio de color. Dentro de las especies
diferenciadas tenemos: C.albicans (cremoso a rosado palido), C.parapsilosis (rojo a
marrén), C. krusei (de un color mas claro a rosado sin halo) y C. tropicalis (color gris a
oscuro). Para inhibir el crecimiento de la mayoria de las bacterias que acompafian la

muestra, este medio posee neomicina “b.

- Medio Candida Chrom Agar: Es un medio selectivo y de diferenciacién para el aislamiento
de hongos. Con la inclusion de sustratos cromoégenos en el medio, las colonias de C.
albicans, C. tropicalis y C. krusei producen colores diferentes, lo que permite la deteccion
directa de estas especies de levadura en las placas de aislamiento. Las colonias de C.
albicans presentan un color de verde claro a mediano, las colonias de C. tropicalis de azul
verdoso a azul metdlico y las colonias de C. krusei presentan color rosado claro con bordes
blancuzco. Es posible que otras especies de levadura produzcan su color natural (crema) o
presenten un color rosado o malva de claro a oscuro (C. glabrata). Una ventaja adicional
del medio es la facil deteccion de cultivos mixtos de levaduras, debido a los diferentes
colores que presentan sus colonias. Este medio contiene cloranfenicol el cual inhibe la
mayoria de los contaminantes bacterianos. Por estas caracteristicas sera el utilizado en

este trabajo de investigacion ),

Apiterapia

Es la ciencia que se ocupa del mantenimiento y/o restablecimiento de la salud mediante el uso de
los productos de la colmena en los que se incluyen: veneno de abeja, miel, polen, jalea real,
propdleos y cera de abeja 4. Las terapias que utilizan a las abejas han existido durante miles de
afios y algunas pueden ser tan antiguas como la propia medicina humana. El arte rupestre antiguo
de cazadores recolectores tempranos representa a la abeja como fuente de la medicina natural. La
terapia del veneno de abeja se practicaba en tres grandes civilizaciones: antiguo Egipto, Grecia y
China, conocidas por su sistema médico altamente desarrollado. Hipdcrates, el médico griego
conocido como el “padre de la medicina”, reconocié las virtudes curativas del veneno de abeja para

tratar la artritis y otros problemas en las articulaciones. Hoy en dia, la creciente evidencia cientifica
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sugiere que los diversos productos de la abeja promueven la curacién mediante una mejoria en la
circulacién, disminucién de la inflamacion y la estimulacién de la respuesta inmune. Es importante
sefialar que la apiterapia no es solo el uso del veneno de abeja llamada a menudo terapia Bee
Sting, sino el uso de todos los productos de la colmena y por lo general una combinacion de ellos.
Estos productos a veces se mezclan con otros ingredientes especialmente diferentes aceites

esenciales que dependen de la condicién a tratar 62,

Propdleos

La palabra “propdleos” se deriva del griego pro (por delante de o en la entrada) y polis (comunidad
0 ciudad) y significa una sustancia de defensa de la colmena. El propéleos es un compuesto
resinoso y pegajoso elaborado por la abeja Apis mellifera, a partir de brotes de hojas de
numerosas especies de arboles como el Abedul, Alamo, Pino, Aliso, Sauce, Palma y variadas
plantas medicinales ®.

El uso del propdleos por parte del hombre data del afio 300 A.C., época en la cual ya era utilizado
en la elaboracion de remedios en la medicina tradicional. Sin embargo en solo los ultimos 60 afios
se han realizado la gran mayoria de los estudios con el objetivo de determinar la composicién
quimica, propiedades farmacolégicas y en general, el uso farmacoldgico comercial de los

preparados a base de propéleos @b,

En el mercado existen diversas formas de presentacion: en bruto, procesado y procesado como
componente de otros productos naturales. El procesado se presenta en forma de extracto liquido

junto con algun solvente inocuo para el organismo, siendo el principal solvente el etanol ©9),

1. Composicion quimica

El propéleos es una mezcla resinosa compleja que contiene aproximadamente un 50% de resina y
balsamo, 30% de cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de impurezas
63), La composicion quimica de los propdleos es muy variable debido principalmente a la
variabilidad de especies de plantas que crecen alrededor de la colmena, de las cuales las abejas
recogen los exudados. Ademas la composicion de propéleos puede variar dependiendo de la
estacionalidad, la iluminacién, la altitud, tipo de colector, la disponibilidad de alimentos y la

actividad desarrollada durante la extraccion del propdleos.

Hasta ahora, méas de 300 componentes quimicos se han identificado en el propdleos de diferentes
regiones “64, Los principales compuestos quimicos presentes en el propdleos son los
denominados fenoles, los cuales constituyen mas del 50% del peso total. Las propiedades médicas
del propdleos son atribuidas principalmente a la presencia de estas sustancias. Mas aun la

literatura apunta que algunas de las actividades pueden estar fuertemente relacionadas con los



flavonoides, el principal compuesto fendlico del propéleos ®.También contiene compuestos

aromaticos, algunos aceites volatiles, terpenos y cera de abeja ¢4,

Los flavonoides son pigmentos vegetales, sintetizados a partir del aminoéacido fenilalanina, los que
generalmente exhiben colores brillantes como el de los pétalos de las flores. La mayoria de las
veces emiten fluorescencia cuando son excitados por la luz ultravioleta, y se localizan en las
células de las plantas verdes. Los flavonoides son usados por los botanicos para clasificacion

taxonémica.

Los flavonoides inhiben o destruyen muchas especies bacterianas, inhiben importantes enzimas
virales, tales como la transcriptasa reversa y diversas proteasas, y ademas destruyen algunos
importantes protozoos. Poseen actividad antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, atrapadoras de
radicales libres, antimutagénica y moduladora de actividad enzimatica. Ademas, se puede decir
que aporta grandes beneficios para la salud al actuar como agentes quimiopreventivos en cancer y
prevencion de ataques al corazon. Su toxicidad a células animales es baja. Muchos profesionales
estan incrementando el uso de flavonoides puros para tratar muchas enfermedades importantes,
debido a sus comprobadas habilidades de inhibir enzimas especificas, simular algunas hormonas,

neurotransmisores y eliminar radicales libre (2,

2. Caracteristicas fisico-quimicas

Chaillou et al analizaron muestras de prop6leos de Argentina y determinaron lo siguiente:

- Caracteristicas organolépticas: 100% de las muestras presentd estructura homogénea,
45% presentd un aspecto de trozos irregulares con brillo, el 30% con poco brillo, y el resto
trozos irregulares opacos. Los ensayos de consistencia mostraron que el 40% de las
muestras eran duras. el 45% eran poco blandas, y solamente un 15% blandas. Con
respecto al color, el 65% de la muestra presentaron color marrén oscuro, un 20% marrén
claro con tintes amarillos, un 10% con tintes castafos. El olor del 75% de las mismas fue

resinoso, y el sabor de la totalidad del propéleos fue picante.

- Impurezas mecénicas, ceras y resinas: el valor medio de impurezas mecéanicas analizada
fue de 24,063%, contenido de cera promedio de 30,048% y el porcentaje de resina
44, 770%

- Indices de oxidacién, compuestos fendlicos y flavonoides: el rango de valores del indice de

oxidacion oscilo entre los 4 y 18 segundos, el promedio fue de 9,8 segundos .



3. Actividad biolégica

Las propiedades farmacoldgicas del propoleos son bien conocidas y estan bien documentadas. La
literatura actual sefiala propiedades antimicrobianas ©“961)  fungicidas ©“261), antivirales @,
analgésicas @9, antiinflamatorias 633), antiulcerosas-cicatrizantes ©7:6%, inmunoestimulantes 33),

anticancerigena @9, antioxidantes “3, y anticariogénica (23 31.53),

Ensayos microbiol6gicos realizados con muestras de propéleos de diferentes sitios de la Zona
Central de Chile, han mostrado una actividad heterogénea, y no se ha mostrado un patrén estable

de actividad en las diferentes regiones geogréficas, o durante las diferentes épocas del afio 12,

Propdleos como antimicrobiano

Se ha demostrado que el propéleos tiene un amplio espectro de propiedades biolgicas y
farmacoldgicas, con efectos directos antimicrobianos in vitro 9. Estudios recientes sugieren que el
propdleos puede ser utilizado en medicina y odontologia. Dentro de éstos existe el estudio de
Darwish et al, los que obtuvieron resultados positivos en el efecto antibacteriano de un propéleos
de Jordania contra C. albicans (9. En otro estudio se demostré que el extracto de propdleos posee
in vivo actividad antimicrobiana contra S. mutans presente en la cavidad oral y puede ser utilizado
como una medida alternativa para prevenir la caries dental @6, La actividad biocida in vitro de
propéleos frente a S. mutans, fue estudiada el 2002 en Chile por Guzman 3, quien determiné una
Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) de 800 pg/mL. Fajuri et al @9, estudi6 el efecto del

propdleos sobre diferentes microorganismos patdégenos orales.

Posteriormente el afio 2006 Del Rio Martinez 2, obtuvo resultados positivos, investigando la
actividad biocida de un tipo de propdleos chileno, marca Apiherbal®, frente al crecimiento in vitro

de aislados bacterianos de P. gingivalis, obtenidos de pacientes chilenos con periodontitis.

El propdleos también presenta actividad anti fangica. El afio 2008 Maria Quintero obtuvo
resultados positivos estudiando el “Efecto de extractos de propdleos mexicanos de Apis mellifera
sobre el crecimiento in vitro de C. albicans”, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad anti
fungica de extractos etandlicos de propéleos de tres diferentes Estados de la Republica Mexicana,
de cuatro extractos comerciales. El extracto obtenido en Cuautitdn lzcalli Estado de México
presentd la mayor actividad biocida, inhibiendo el 94,4% de los aislamientos clinicos a una
concentraciéon de 0,8 mg/mL; la cepa de referencia fue inhibida a una concentracién de 0,6 mg/L.
El efecto fue fungistatico a bajas concentraciones y fungicida a concentraciones superiores a MIC
(0.8 mg/mL) ®9, Sawaya A. et al determiné una Concentracién Inhibitoria Minima entre 6 mg/mL y
12 mg/mL al estudiar los distintos métodos in vitro utilizados para determinar el efecto que posee el

propdleos sobre las distintas especies de Candida ©7).



Ota et al estudié la actividad fungicida de un extracto etandlico de propéleos frente a 15 cepas
distintas de Candida encontrando una concentracion inhibitoria minima entre 3 mg/mL a 7 mg/mL.
Por otro lado, las especies de Candida presentan una distinta sensibilidad al efecto del propdleos,
en el cual se demostré una actividad anti fungica clara del propdleos con el siguiente orden de
sensibilidad: C. albicans>C. tropicalis>C. krusei>C. guilliermondii 46,

A diferencia del estudio de Marielsa Gil et al en que se determiné el efecto fungistatico y fungicida
de una extracto etandlico de propéleos comercial al 70% v/v proveniente de un apiario del estado
Cojedes Venezuela sobre cuatro especies de Candida (C. parapsilosis, C. guilliermondii, C.
albicans y C. glabrata), el efecto fue medido a las 24 y 48 horas y se evidencié que el tiempo de
incubacion més eficaz fue el de 48 horas y que la especie mas sensible fue C. guilliermondii y la

especie mas resistente fue C. glabrata (22)

Reacciones adversas

La concentracion recomendada para uso oral en humano es de 5 mg por kg de peso al dia, de

manera de evitar cualquier reaccion no deseada (335,

Las reacciones adversas a la aplicacion local de propdleos son escasas Yy se refieren generalmente
a reacciones de hipersensibilidad de tipo dermatitis por contacto. Los reportes generalmente
describen dermatitis en las zonas palmares y dedos, correspondiente a la manipulacion de partes
de la colmena que contienen propéleos, o bien, reacciones alérgicas en la mucosa oral o mucositis

orales agudas con ulceraciones debido a la ingesta de grageas o gotas de propéleos. (2027

Los principales agente sensibilizante descubiertos en la composiciéon de propéleos corresponden a
3-metil-2-butenil cafeato y feniletil cafeato. Posiblemente existan otros alérgenos no descubiertos a

la fecha. @4

En base a los antecedentes presentados, la candidiasis es considerada una de las micosis de la
cavidad oral que tiene mayor prevalencia; es por esto que, el objetivo de este trabajo es determinar
la MIC de un propoleos chileno (Apiherbal®) sobre el crecimiento de distintas especies de
Candida, con muestras obtenidas de pacientes chilenos que presentaban manifestaciones clinicas
de candidiasis al momento del examen intra-oral, de esta forma abrir puertas a la busqueda de una

terapia alternativa natural para esta enfermedad.
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3. HIPOTESIS NULA

“El propéleos chileno de la V Region, marca Apiherbal®, no presenta actividad antimicética frente a
distintas especies de Candida”

4. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro la actividad antimicética de propoéleos chileno Apiherbal®, frente a distintas
especies de Candida orales, utilizando el método de la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC).

OBJETIVO ESPECIFICO

- Aislar e identificar distintas especies de Candida, a partir de muestras de pacientes con

manifestaciones clinicas de candidiasis orales.

- Establecer la Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) del propéleos sobre el crecimiento de
Candidas aisladas.
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5. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Propdleos Apiherbal®

Etanol de Melaza al 96%

Medios de cultivos: Agar Dextrosa Sabouraud, Agar Candida Chrom — Agar, Caldo Nutricio.

Material de vidrio: matraces, placas Petri, tubos de ensayo Pyrex®, pipetas graduadas,

vasos de precipitado.

Equipos de laboratorio: Asas de platino, estufa de cultivo Binder®, 2 mecheros, tripode,
gradillas para tubos de ensayo, algodén hidr6fobo, autoclave All American® 25x, filtros
Millipore®, papel Parafim®, jeringa de 10mL, balanza de precision Ohaus®, agitador

magnético Velp Scientifica®, horno esterilizador, refrigeradores.

Miscelaneo: Masking tape, rotulador.
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Método

Este trabajo de investigacion consisti6 en un estudio experimental, el cual fue realizado en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Mayor, sede

Santiago, cuyas variables correspondieron a variables cuantitativas continuas.

Preparacién del medio de cultivo

Se preparara medio de cultivo Candida Chrom Agar, Agar Dextrosa Sabouraud y Caldo Nutricio
segln las indicaciones del fabricante, terminado este proceso se procede a vaciar en las

respectivas placas Petri los dos primeros, y el caldo Caldo Nutricio fue vaciado en tubos de ensayo.

Toma de muestras

En este estudio se evaluaron 30 pacientes, portadores de protesis de acrilico con o sin lesién
clinica de candidiasis oral, pertenecientes a la junta de vecinos de Tilcoco, comuna de Quinta de
Tilcoco, Region del Libertador Bernardo O’'Higgins. Se excluyeron los pacientes que se
encontraban bajo tratamiento antimicético (tépico oral y/o sistémico) o lo hubiesen hecho en los
Gltimos 6 meses. De los pacientes evaluados 20 de ellos cumplian con los criterios de inclusién por

lo cual formaron parte del estudio.

Para cada participante se realiz6 una ficha (Anexo 1) donde se identificé al paciente, su RUT,
edad, género, si presenté o no lesion clinica con su localizacion, si estuvo bajo tratamiento para
candidiasis oral, si habia consumido prop6leos anteriormente y en qué presentacién comercial. Los

pacientes participantes firmaron un consentimiento informado (Anexo 2)

Para la toma de muestra, por cada paciente se dispuso un tubo de ensayo con suero fisiolégico en
su interior y un cotén de algodén, todos estos materiales estériles. Se realizé un raspaje de la
lesién clinica de candidiasis con el coton embebido en suero, con el cual se sembraron las
respectivas placas con medio Candida Chrom Agar, las cudles fueron rotuladas, selladas con papel
parafiim ® y almacenadas en condiciones de oscuridad. Las placas fueron incubadas durante 48

horas a 35°C en una estufa de cultivo Bindere.

Identificacién de las muestras

Las colonias desarrolladas fueron identificadas segin la descripcibn macroscopica de A.

Rambach, cultivadas en Candida Chrom Agar, como:

- C. albicans color de verde claro a mediano
- C. tropicalis de azul verdoso a azul metalico

- C. krusei color rosado claro con bordes blancuzco.
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Preparacién de propéleos

El propdéleos, cuyo nombre comercial es Apiherbal ®, fue recolectado en Junio del 2015 de los
apiarios del sefior Enriqgue Saldias, Técnico Microbiologia Industrial y Alimentos, y empresario
apicola; ubicados en una zona cercana a la comuna de Curacavi, Region de Valparaiso. El

propéleos utilizado fue obtenido en trampas.

Fig. 1: Propdleos triturado (A) y colado (B)

El propdleos fue congelado, triturado y colado (Fig.1), luego se pesaron 1.8 g los cuales fueron
diluidos en 1,5mL de alcohol al 96% y agitados hasta obtener una solucion homogénea (Fig. 2)

.Resultando de este proceso una solucion de propéleos con una concentracién de 120mg/mL.
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Fig. 2: Gradilla con tubo A que contiene propdleos diluido en alcohol a una concentracion de 120
mg/mL. Tubo B corresponde al tubo maestro del antibiograma (12 mg/mL), preparado con 1 mL de

la dilucién del propéleos al 120 mg/mL més 9 mL de caldo nutricio.

Dilucién de la muestra

Se seleccionaron de cada muestra 2 de las colonias desarrolladas y se identificaron como x y X’

Luego de lo cual se hicieron suspensiones de estas colonias en 5mL de Caldo Nutricio hasta

obtener una opacidad similar entre ellas, para su posterior utilizacién en la determinacion de MIC.

Determinacion de MIC

Para establecer la MIC de propdleos sobre las cepas de Candida se desarrollaron experimentos al

estilo de un antibiograma.

Se prepar6 un tubo maestro con 9mL de caldo de cultivo mas 1mL de la solucién de propdleos de

concentracién 120 mg/mL, obteniendo una concentracion resultante de 12 mg/mL.
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Se prepard una bateria de 10 tubos con 1mL de caldo de cultivo menos el nimero 1. Desde el
tubo maestro se agregé 1 mL al tubo 1 (vacio) y 1 mL al tubo 2. Luego desde el tubo 2 se extrajo 1
mL de solucion el cual fue depositado en el tubo 3, del tubo 3 se extrajo 1 mL que fue depositado
en el tubo 4 y asi sucesivamente hasta el tubo 9, quedando el tubo nimero 10 como control de
crecimiento de Candida. Desde el tubo 1 al 10 se les agreg6é 0,1mL de Candida previamente
diluida a una opacidad similar (Fig.3). Este procedimiento se realiz6 para cada colonia

seleccionada. Luego los tubos fueron cultivados en una estufa Binder® a 35°C por 48 horas.

Debido a las caracteristicas de turbidez resultante, de la mezcla de la dilucion de propodleos con el
caldo nutricio, es que tuvimos que enfrentar el problema que nos seria imposible observar el punto
de inhibicion del desarrollo microbiano en los antibiogramas, el que se define por la falta de
turbidez de una concentracién en la que no se han desarrollado los microorganismos, y por lo tanto
el MIC, se decidi6 sembrar de cada tubo del antibiograma 0.05mL de cultivo en una placa con
medio Agar Dextrosa Sabouraud, las que fueron incubadas en una estufa Binder® a 35°C por 48
horas, para posteriormente determinar la concentracion minima de propéleos capaz de eliminar las
Candidas sembradas en los antibiogramas (Concentracién Fungicida Minima = MFC) (Fig.4).

Antibiograma para el Calculo del MIC de Propdleos sobre Candida.

0.1 mL Candida

—
-_—
ml v
1ml  1ml 1mi 1ml Aml Amil 1ml
~ UM
Concentracion madre == .--@-. i e e T e T o o T e
de propdleos =4 P~ b+~ I~ I~ M~ M M 1 [
(12 mg/mL)
1 mL de
Caldo
Nutricio
4—
I
N™1 ME2 WE3 MR NFE N®G W7 NEB N*¢  N™10
WVacio Control

Fig.3: Esquema de montaje de los antibiogramas, proceso para la medicion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC)
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Fig.4: Esquema del montaje del ensayo para la medicion de la Concentracion Fungicida Minima

(MFC) de propéleos sobre Candida

Evaluacion de la actividad antifingica del alcohol utilizado como solvente del propéleos.

Este ensayo se realizd para establecer el efecto del etanol utilizado como solvente del propéleos
en el antibiograma sobre el crecimiento de Candida.

Se prepard un tubo maestro de 9mL de caldo mas 1mL de alcohol al 96% quedando a una
concentracién de 9,6% del cual se depositaron 1,5mL en 6 tubos diferentes. Se eligieron 3 colonias
al azar, las cuales fueron suspendidas en estas soluciones en duplicado. Por otro lado, cada una
de estas colonias fue suspendida en 1,5mL de caldo como control de crecimiento. Fueron

incubadas en una estufa Binder® a 35°C por 48 horas.

Para determinar la ausencia o presencia de crecimiento se comparé con la opacidad de la soluciéon

del tubo control sin alcohol.

Analisis estadisticos resultados

Los resultados entregados por las placas fueron ordenados en tablas en el programa Microsoft
Office Excel 2013. La significancia en la presencia o ausencia de crecimiento de las muestras de
Candida, a las diferentes diluciones de propdleos probadas, se realiz6 mediante un analisis
estadistico de regresion lineal y correlacion de Pearson, en el cual se tomé el crecimiento de las
muestras de Candida como variable dependiente y la concentracion de prop6leos como variable

independiente.
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6. RESULTADOS

Obtencién de Candida

De las muestras obtenidas a partir de las distintitas lesiones clinicas de candidiasis, cultivadas en
placas con Medio Candida Chrom Agar, se desarrollaron colonias de Candida en 12 de éstas. De

las placas en las que hubo desarrollo, 5 presentaron 1 colonia y 7 presentaron dos o mas colonias.

Identificacién de Candida

Segun la descripcién macroscopica de A. Rambach se obtuvieron los siguientes resultados: En el

100% de las muestras obtenidas se desarrollé solo una especie de Candida por muestra.

Tabla 1: Distribucién de especies de Candida obtenidas

Especie de Candida Porcentaje de desarrollo
C. albicans 91,6%
C. krusei 8,4%
C. tropicalis 0%

Para confirmar que las colonias de color malva correspondian a levaduras se realizé una tincién
Gram, confirmando que los microrganismo desarrollados eran levaduras y segun las
especificaciones del medio de cultivo selectivo usado correspondian a Candida krusei.

Fig. 5: Colonias de C. albicans obtenidas.
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Fig.6: Colonias de C. krusei obtenidas.

Determinacién de la MFC de propéleos frente a Candida

La MFC de propoleos se registré como el valor de la menor dilucién que eliminé completamente el
desarrollo de Candida. El desarrollo de una sola colonia fue considerado positivo.

Fig. 7: Antibiograma realizado por cada colonia seleccionada.
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Fig.8: Placas de Agar Sabouraud sembradas a partir de cada uno de los tubos de un antibiograma,

de Candida con distintas concentraciones de propoleos. Placa 1 = concentracién de 12mg/mL de

propdleos y desde 2 hasta 9, diluciones a la mitad. Placa 10 = control sin propéleos.

De las 19 colonias seleccionadas, se realizaron 19 antibiogramas y se sembraron 190 placas con

medio de cultivo Agar Dextrosa Sabouraud (Fig. 7 y 8). Obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 2: Desarrollo de colonias de Candida a diferentes concentraciones de propdleos, en Agar

Sabouraud. Determinacion de la MFC.

Concentracion de Propdleos (mg/mL)
Control sin
Colonias 12 6 3 1,5 0,75 0,375 | 0,1875l |0,09375|0,046875 | propodleos

1 - - - - + + + + + +
2 - - - + + + + + + +
2’ - - - + + + + + + +
3 - - - + + + + + + +
3 - - + + + + + + + +
4 - - - + + + + + + +
5 - - + + + + + + + +
6 - - - - - + + + + +
6’ - - + + + + + + + +
7 - - + + + + + + + +
8 - - + + + + + + + +
! - - + + + + + + + +

9 - - - + + + + + + +
9’ - - - - + + + + + +
10 - - - - + + + + + +
10’ + + + + + + + + + +
11 - - - - + + + + + +
11 - - - - + + + + + +
12 - + + + + + + + + +

+: Desarrollo de 1 o mas colonias

-: Ausencia de desarrollo de colonias

A partir de la tabla 2 se puede apreciar que el rango de accion de las concentraciones de

propdleos va desde 12mg/L a 0,75mg/mL

Tabla 3: Porcentaje de colonias de Candida con y sin desarrollo a diferentes concentraciones de

propéleos.
Concentracién de Propéleos (mg/mL)
Colonias % 12 6 3 1,5 0,75 0,375 | 0,1875l |0,09375|0,046875| Control
Muerte 94,74 |89,47| 57,89 | 31,58 | 5,26 0 0 0 0 0
Sobrevida 5,26 [10,53| 42,11 | 68,42 | 94,74 100 100 100 100 100
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De acuerdo a los resultados presentados en las tablas 2 y 3, se observé que en los controles sin

propdleos hubo desarrollo normal de las colonias.

La concentracion de propodleos de 12mg/mL correspondi6 a la MFC de un 94,74% de las colonias
desarrolladas; la concentracion de 6mg/mL correspondi6 a la MFC de un 89,47% vy la

concentracién de 3mg/mL fue MFC para un 57,89%.

El efecto de las diferentes concentraciones de propoleos frente a Candida esta expresado como

puntos de dispersion en el grafico 1.

Grafico 1: Linea de tendencia entre el nUmero de aislados de Candida desarrollados en relacién a

las diferentes concentraciones de propéleos.
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El coeficiente de correlacion de Pearson (r) obtenido para estos datos fue de r =-0,9745, indicando
una relacién inversa alta entre la variable dependiente (crecimiento colonias de Candida) y la
variable independiente (concentracion de propdleos). A su vez el coeficiente de determinacion (r2 =
0,9496), igual a 94,96% indicé que la variacion en el desarrollo de Candida podria explicarse

fuertemente por la variacion en la concentracion de propoleos.
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Determinacién del efecto del alcohol sobre el desarrollo de Candida

El efecto de la concentracion de alcohol para diluir el propdleos utilizado en el antibiograma sobre
el crecimiento de 3 colonias diferentes de Candida, fue negativo, ya que hubo desarrollo de

Candida en el 100% de los tubos.

Fig.9: Control realizado con alcohol a la concentracion utilizada en antibiograma.
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7. DISCUSION

En relacion a la toma de muestras en nuestro estudio nos enfocamos en pacientes portadores de
protesis de acrilico que cubren gran parte de la mucosa oral. Los 20 pacientes participantes
presentaban manifestaciones clinicas de candidiasis oral especificamente estomatitis subprotésica.
De estos pacientes un 60% presentaron crecimiento fungico en sus muestras, dentro de estas el
91,6% corresponde a C. albicans y el 8,4% restante corresponde a C. Krusei (tabla 1).

Los resultados mostrados concuerdan con los estudios de Saag MS et al ®9 los cuales
encontraron que C. albicans fue el patégeno mas frecuente encontrado, en forma solitaria en un
62% y en combinacién con otras especies de Candida en un 31 %. Por otro lado, McMullan-Vogel
CG et al ® encontraron que el 70% de los pacientes con signos clinicos de estomatitis
subprotésica exhibian un crecimiento fungico; siendo la C. albicans la especie aislada con mayor
frecuencia (75%).

Con respecto a la determinacién de la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) y de la
Concentraciébn Fungicida Minima (MFC) del propdleos, este trabajo de investigacién permitio
comprobar in vitro que el propoleos chileno marca Apiherbal ® de la V Regién de Valparaiso, tiene

actividad antifingica sobre las distintas especies de Candida como C. albicans y C.krusei.

Mediante el método utilizado se determin6é que una concentracion de 12 mg/mL correspondi6 a la
MFC para el 94,74% de las colonias, a una concentracion de 6 mg/mL correspondié a la MFC para
el 89,46% de las colonias y 3 mg/mL fue MFC para el 57,89% de las colonias. Siendo el rango de
concentracién de propéleos en que hubo inhibicién de crecimiento de 12 mg/mL hasta 0,75 mg/mL.
El analisis estadistico realizado muestra una relacién inversa alta entre las concentraciones de
propdleos probado y el crecimiento de colonias de Candida. En relacion a los resultados obtenido
vemos que existe una coincidencia con respecto a que hay un efecto del propdleos sobre el
microorganismo estudiando tal cual sefialan los estudio de Maria Quinteros et al ¢9, Ota et al “8y

Marielsa Gil et al 22 |os cuales afirman que la Candida es sensible a este producto.

Los resultados obtenidos de MFC en este trabajo estan en el mismo rango con los obtenido en el
estudio de Ota et al “9 titulado “Antifungal activity of propolis on different species of Candida” el
cual sefiala que la concentracion inhibitoria minima se encuentra en una rango de 3 mg/mL a 7
mg/mL. Estudios realizados en diferentes partes del mundo donde se estudié la actividad biocida
del propdleos se encontré una MIC frente a C. albicans en el rango de 0,2 mg/mL a 12 mg/mL &
47, 57) La MIC obtenida por el estudio mexicano de Maria Quinteros et al ®9 que utilizo el mismo

meétodo al estilo antibiograma y la posterior siembra en placas fue de 0,8 mg/mL para C. albicans.
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Entre los factores que pueden influir para obtener resultados tan variables entre los propoéleos
obtenidos de diferentes paises esta la composicién quimica del propdleos, la que esta intimamente
relacionada con el origen botanico utilizado por las abejas para la fabricacion del propéleos y a su
vez relacionada con el area geografica y con las condiciones climaticas del mismo. Existia la
posibilidad de obtener resultados negativos tal como sucedié en los estudios de Alves E. et al @y
Dantas A. et al ©) los cuales tuvieron una actividad antifiingica nula sobre el complejo C. albicans

atribuyendo esto a la ubicacion geografica de donde obtuvieron los extractos de propoleos.

En el estudio en el que se comparan los métodos in vitro que se utilizan para analizar la actividad
de los extractos de propdleos contra especies de Candida desarrollado por Sawaya A. et al 67
muestra que la concentracion promedio para todos los métodos in vitro estudiados estuvo en el
rango de 6mg/mL a 12 mg/mL, siendo la diluciéon en placas de agar el que mostré los resultados
mas claros.

La completa ausencia de colonias desarrolladas en las placas, fue considerada como MFC, sin
importar el nimero ni el tamafio de la colonia .Dentro de la etapa experimental de este trabajo se
obtuvo mas de una placa en las que se desarroll6 una sola colonia de menor o igual (£) a 1 mm de
diametro. A diferencia de otros estudios (1222 en los cuales se consideraba la MFC hasta la

presencia de 1 colonia en la placa.

Ota et al“®y Marielsa Gil et al®® demostraron que existen distintas sensibilidades al propéleos en
las distintas especies de Candida, sin embargo en nuestro trabajo no se pudo realizar una
comparacion de sensibilidad de las diferentes especies debido a que solo se desarrollé una placa
con C. krusei, siendo un nimero insuficiente para realizar un analisis estadistico.

Dentro de la fase experimental nos encontramos con una colonia que fue resistente
completamente a las concentraciones de propéleos utilizadas, al realizar una revisién de la fichas
completadas por cada paciente, pudimos comprobar que el paciente al que corresponde la colonia
resistente habia estado bajo tratamiento antimicético reiteradas veces afos anteriores, pudiendo
existir relacién con la resistencia generada. Por otro lado en las fichas de los pacientes se muestra
gue ninguno es consumidor de propoleos de manera regular por lo cual la resistencia mostrada a

este producto, no tiene relacion con el consumo previo de propéleos.

En la mayoria de los estudios que se han realizado con extracto de propéleos diluido en alcohol, se
ha utilizado alcohol al 70%. Debido a la planificacion de nuestro trabajo experimental en el que se
realizé una dilucion inicial de propéleos con al alcohol de melaza, que luego seria nuevamente
diluida al crear el tubo maestro para los antibiogramas es que se utilizo alcohol al 96%. En el tubo
inicial en el que se realiz6 la dilucién del propéleos el alcohol estaba a una concentracion del 96%
y posteriormente en el tubo maestro (1 mL de la dilucién de propéleos mas 9 mL de caldo) quedo

finalmente con una concentracion de alcohol de 9,6 %, con esta concentracién se inici6 el

25



antibiograma la cual se fue disminuyendo el conjunto con el propdleos. Por lo cual la alta
concentracion inicial del alcohol de melaza no es determinante en los resultados obtenidos del

estudio.

En este trabajo, se quiso determinar la Concentracion inhibitoria Minima (MIC) del propdleos
ensayado, sobre Candida, pero se tuvo que determinar la actividad fungicida, ya que la
observacién de inhibicion del crecimiento en los antibiogramas era imposible, por el aspecto
lechoso que adquirieron los tubos de Caldo Nutricio. Es por ello que se decidié sembrar de cada
uno de esos tubos y determinar cual era el punto de muerte del microorganismo, y asi determinar

la Concentracion Fungicida Minima (MFC).

No encontramos antecedentes como estos en la literatura, o0 no se mencionan, ya que Maria
Quinteros et al 59 realizaron la siembra de placas de agar a partir de los tubos del antibiograma,

pero no mencionan el probable problema de la turbidez preexistente en los tubos.

La concentracion fungicida minima que se encontr6 en este estudio, estd dentro del rango
terapéutico siendo este de 5mg por kilo para uso oral en humanos. Por lo cual la concentracién
seria segura para poder estudiar de manera in vivo, sumado a esto, las reacciones adversas al

utilizar el propdleos son bajas ©:32-3%),

Ademas es importante recordar que la cavidad oral tiene condiciones de temperatura, humedad,
saliva, presencia de variados microrganismo que podrian influir en el efecto de este producto, por
lo cual es interesante que esto sea considerado en futuros estudios de manera de abrir las puertas

al estudio in vivo de este producto natural.
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8. CONCLUSIONES

1. De las 20 muestras obtenidas de los pacientes con lesiones clinicas compatibles
con candidiasis oral, 12 de estas presentaron crecimiento de colonias en las placas
con medio de cultivo selectivo Candida Chrom Agar. Se logré identificar mediante
la clasificacion macroscopica de A. Rambach y se obtuvo que un 91,6%
correspondié a C. albicans y un 8,4% a C. krusei

2. Se pudo determinar que una concentracion de 12 mg/mL correspondié a la
Concentracion Fungicida Minima (MFC) para el 94,74% de las colonias, a una
concentracién de 6 mg/mL correspondié a la MFC para el 89,46% de las colonias y
3 mg/mL fue MFC para el 57,89% de las colonias. Existe un amplio rango de
concentracién de propodleos en que las especies de Candida son sensible, va
desde 12mg/mL hasta 0,75 mg/mL. Se pudo establecer una relacién inversa alta
entre la concentracion de propdleos y el desarrollo de colonias de Candida. Por
otro lado, el alcohol utilizado en bajas concentraciones no posee efectos
antifingicos sobre las cepas del microorganismo estudiado. Por todo esto hemos
probado, el propéleos Apiherbal® proveniente de la V Region de Chile tiene la
propiedad de inhibir e impedir el crecimiento in vitro de las especies de C. albicans
y C. krusei.
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9. RESUMEN

La candidiasis es la micosis de mayor frecuencia en la cavidad oral, siendo el hongo del género
Candida el mas prevalente en estas lesiones. La infeccion de la mucosa se produce en presencia
de una predisposicién local, general manifiesta 0 ambas. Se ha puesto especial atencion a las
indicaciones médicas de un producto natural, denominado propéleos. Es un compuesto elaborado
por abejas productoras de miel (Apis mellifera) a partir de la resina y exudado de varias plantas,
posee actividad antibacteriana, antiviral, antiparasitaria y antifingica. El objetivo de este estudio es
determinar in vitro la actividad antimicética de propodleos chileno Apiherbal®, frente a distintas
especies de Candida orales, utilizando el método de la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC). En
el presente estudio se tomaron 20 muestras de lesiones clinicas de candidiasis oral, se realiz6 la
identificacién de las especies, y se realizd la determinacion de la MFC mediante el método de
antibiograma, y el posterior sembrado en placas. La concentracion inicial de propoleos utilizada en
el antibiograma es 12 mg/mL a partir de la cual se comenzaron las diluciones. Los resultados
obtenidos fueron que a 12 mg/L fue MFC para un 94,74% de las colonias desarrolladas; a la
concentracion de 6 mg/mL fue MFC para 89,47% y 3 mg/mL fue para 57,89%. Se concluye que el
propdleos Apiherbal® tiene la propiedad de eliminar el crecimiento in vitro de las especies C.
albicas y C. krusei, existiendo una relacién inversa alta entre la concentracion de propdleos vy el

desarrollo de colonias del microorganismo.
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11.ANEXOS

1. Ficha Pacientes

- Nombre:
- RUT:
- Edad:

- Geénero.___ F

- Zona de toma de muestra:

- ¢Ha consumido propéleos de manera regular anteriormente?

Si: No:

- Silarespuesta es positiva ¢, En qué presentacion comercial?

- ¢Haestado en tratamiento con algun antimicético para candidiasis oral?
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2. Consentimiento Informado

Actividad antimicotica de un Propéleos chileno frentes a distintas especies de
Candida.

Este estudio se desarrollara en las dependencias de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Mayor, se seleccionaran pacientes que presenten lesion clinica de Candidiasis Oral.

Se procedera a realizar la toma de muestra en la cual se realizara un raspaje de la lesion clinica de
candidiasis con un cotdn embebido en suero fisiologico, la cual sera refrigerada para su posterior
procesamiento. Para asi poder determinar cual es la concentracion de propéleos capaz de inhibir
el crecimiento de las distintas especies de Candida.

Esta toma de muestras serd realizada por los encargados del estudio, Carla Cecilia Pacasse y
Sebastian Ladrén de Guevara Soto.

Yo (Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: Carla Cecilia Pacasse, Sebastian Ladron de Guevara Soto.
Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Paciente Firma Investigadores
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