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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de
Propdleo (EEP) frente a Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175,
mediante un estudio in vitro, en 2020. Material y método: El disefio fue
de tipo experimental utilizando un instrumento exclusivo para la
investigaciéon donde se aplicé EEP frente a S. mutans ATCC 25175. El
EEP se obtuvo por maceracion en alcohol al 70% durante 19 dias, este
EEP fue diluido con alcohol para obtener concentraciones de 25%, 50% y
75%. El EEP fue sometido a cromatografia en capa fina para identificar
sus componentes quimicos. Se utilizé la prueba de difusion en disco
sobre el medio Brain Heart Infusion Agar (BHA) inoculado con S. mutans
ATCC 25175, empleandose como control positivo la clorhexidina (CHX) al
0,12%. Las placas fueron incubadas por 48 horas a 37°C en condiciones
de microaerofilia. Finalmente se utiliz6 el compas Vernier para realizar la
medicion de los halos de inhibicion. Resultados: Los resultados
mostraron que el EEP presenta como principales componentes terpenos,
di-terpenos y terpenoidales. Se demostré el efecto antibacteriano frente al
S. mutans ATCC 25175, todas las concentraciones del EEP presentaron
efecto antibacteriano frente al S. mutans (25% = 17.5831 + 2.5773 mm;
50% = 16.9050 + 1,8918 mm; 75% = 16,8813 + 2,0137 mm); sin
embargo estos resultados fueron menores al ser comparados con CHX al
0,12% (24,5438 + 2,4869 mm) (p<0,05). Segun la escala de Duraffourd y
Lapraz que considera el efecto antibacteriano frente a S. mutans ATCC
25175 segun sus halos de crecimiento para el EEP al 25% fue muy
sensible (++), para el EEP al 50% fue muy sensible (++) y para el EEP al
75% fue muy sensible (++), mientras que para CHX al 0,12% fue
sumamente sensible (+++) (p<0,05). Conclusiones: Se logré determinar

el efecto antibacteriano con las diversas concentraciones de EEP peruano



obteniéndose valores favorables como muy sensible frente al S. mutans
ATCC 25175.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Extracto etanodlico de

Propodleo, Streptococcus mutans



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial effect of Ethanolic Propolis
Extract (EEP) against Streptococcus mutans. (S. mutans) ATCC 25175,
through an in vitro study, in 2020. Material and method: The design was
experimental, using an exclusive instrument for research where EEP was
applied against S. mutans ATCC 25175. EEP was obtained by maceration
in 70% alcohol for 19 days; this EEP was diluted with alcohol to obtain
concentrations of 25%, 50% and 75%. EEP was subjected to thin layer
chromatography to identify its chemical components. The disk diffusion
test was used on Brain Heart Infusion Agar (BHA) medium inoculated with
S. mutans ATCC 25175, using 0.12% chlorhexidine (CHX) as a positive
control. Plates were incubated for 48 hours at 37 °C under microaerophilic
conditions. Finally, the Vernier compass was used to measure the
inhibition halos. Results: The results showed that EEP presents
terpenes, di-terpenes and terpenoids as main components. The
antibacterial effect against S. mutans ATCC 25175 was demonstrated, all
concentrations of EEP showed antibacterial effect against S. mutans (25%
=17.5831 + 2.5773 mm; 50% = 16.9050 + 1.8918 mm; 75% = 16, 8813 *
2.0137 mm); however, these results were lower when compared to 0.12%
CHX (24.5438 + 2.4869 mm) (p <0.05). According to the Duraffourd and
Lapraz scale that considers the antibacterial effect against S. mutans
ATCC 25175 according to their growth halos, for the 25% EEP it was very
sensitive (++), for the 50% EEP it was very sensitive (++ ) and for EEP at
75% it was highly sensitive (++), while for CHX at 0.12% it was highly

sensitive (+++) (p <0.05). Conclusion: The antibacterial effect was



determined with the various concentrations of Peruvian EEP, obtaining
favorable values as very sensitive against S. mutans ATCC 25175.

Keywords: Antibacterial effect, Ethanolic extract of Propolis,

Streptococcus mutans
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad multifactorial, que corresponde a una
alteracion que existe entre el equilibrio y proporcién entre las diversas
especies de microorganismos de la flora oral y factores relacionados a la

ingesta de alimentos con altos contenidos de azucar y carbohidratos.

El Streptococcus mutans es el principal agente bacteriano en la génesis
de la caries dental, se trata de un coco Gram positivo que carece de
catalasa y es un anaerobio facultativo. Frente a dietas altas en
carbohidratos el S. mutans produce acidos organicos como resultado del
metabolismo del azucar, estos acidos son responsables de remover el

mineral de la pieza dentaria y posteriormente generar lesiones cavitadas.

Para la prevencion de la caries dental existen diversas estrategias
empleadas como una correcta higiene bucal, el uso de productos que
contienen xilitol que ayuda a contrarrestar el crecimiento bacteriano, uso
de fldor o consumo de agua fluorada, reducir el consumo de alimentos
azucarados o con carbohidratos y también el uso de colutorios
antibacterianos como la clorhexidina, que es de amplio espectro siendo
un antimicrobiano catiénico, su accion se realiza mediante la disminucion
de la formacién de la pelicula adquirida y la adhesion microbiana a la

superficie dental.

Frente a la busqueda de nuevas propuestas de caracter preventivo o de
tratamiento, diversas investigaciones han propuesto el uso de agentes
naturales con el objetivo de comprobar su efectividad frente al S. mutans

u otras bacterias precursoras de la caries.
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El Peru es un pais biodiverso donde existe una gran variedad de recursos
naturales, dentro de ellos se destaca el propdleo, que es una sustancia
resinosa procesada por las abejas “Apis Mellifera”, obtenida de los brotes
de plantas, flores, arbustos y que es empleada para cerrar grietas, evitar
las corrientes de aire, reducir las vias de acceso de entrada a insectos,
momificar organismos vivos que se introducen en la colmena como por

ejemplo gusano de cera, hormigas, mariposas, reptiles.

El propdleo ha sido ampliamente empleado en el area de la salud, como
anestésico local, bactericida, bacteriostdtico, tratamiento de
enfermedades respiratorias y accion dermatologica. En el campo de la
odontologia el propéleo también ha sido empleado como bacteriostatico,

antimicrobiano, antifangico, anestésico y cicatrizante.

Los estudios realizados en Pera para conocer el efecto del propdleo frente
al S. mutans lo han empleado como extracto etanodlico del propdleo sin
embargo no se ha realizado la caracterizacion quimica de sus
componentes, lo cual resultaria importante para poder identificar las
propiedades inherentes a esta sustancia proveniente de regiones en las
cuales el prépoleo es obtenido, esto considerando que el Per( presenta
una alta diversidad en flora lo que pudiera afectar la efectividad del

producto.
Es por este motivo que el presente trabajo de investigacion pretende

evaluar el afecto antibacteriano de estos recursos naturales como el

propoleo sobre cepas de S. mutans ATCC 25175.

12



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA

Actualmente se denomina caries dental a una disbiosis, esta se refiere
a la alteracion que existe entre la proporcion de las diversas especies
de microorganismos de la flora oral y su equilibrio, esta se logra
evidenciar principalmente por el alto consumo de azucares (1). Se
produce por factores que implica de tal manera a los dientes, saliva y
los microorganismos como factores individuales y la dieta como un

factor externo.

Existen bacterias que estan presentes dentro de la cavidad oral cuya
principal es el Streptococcus mutans, este se encargard de
metabolizar el azucar, cuya patogenicidad va a depender de sus
propiedades individuales o de su manera de interactuar con el biofilm
dental (2).

El S. mutans tiene un papel principal en esta enfermedad dental
transmisible la cual es la caries dental. En la mayoria de las
enfermedades infecciosas se necesita la colonizacion de un patégeno
previamente a una infeccion. Estudiar los factores de virulencia de la
correlacion que existe entre el S. mutansy la biodiversidad de
especies es esencial para lograr comprender como es que se realiza

la colonizacion por los distintos genotipos en el mismo individuo y las
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caracteristicas que podrian o no influenciar en su habilidad para poder
sobrevivir en diferentes condiciones ambientales y su capacidad de

virulencia (3) (4).

Los principales microorganismos relacionados a las lesiones cariosas
son los streptococcus con las subespecies Streptococcus mutans y
streptococcus sobrinus, lactobacillus y actinomyce; de los cuales el
principal es el S. mutans, al acumularse sobre la superficie del
esmalte va a producir acidos el cual esta vinculado mayormente con el

inicio y desarrollo de lesiones cariosas (2) (3).

Ante lo anteriormente mencionado y frente a esta problematica
numerosas investigaciones han explorado el efecto antibacteriano de
algunos productos en especial de origen natural frente a principales
agentes responsables de la caries dental y su formacion, es decir el
S. mutans (5) (6) (7). Cabe resaltar que existen estudios involucrados
con la eliminacion y destrucciéon de la caries dental asociados al uso
del propdleo, teniendo como finalidad establecer la inhibicién del

crecimiento de diversos microorganismos bucales (8) (9) (10).

Existe una caracteristica muy importante del propdleo la cual es que
presenta actividad antimicrobiana y propiedades bacteriostaticas,
antifingicas, anestésicas y cicatrizantes (11). El propéleo es de origen
natural con una consistencia dura, quebradiza y gomosa con la
presencia de un olor agradable dulce, este serd originado de las
yemas y cortezas tanto de arboles como arbustos, las cuales seran

recogidas por las abejas (6) (7).
El propéleo es conocido desde la antigliedad y es utilizado con varios

fines, con el gran avance de la farmacéutica y fitoterapia, se dio la

reaparicion de su uso de tal manera que en los ultimos afos se
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realizaron ciertas investigaciones y estudios sobre aquellos productos
originarios de las abejas y las ventajas que tienen para la salud oral,
colaborando con la solucién de un problema de salud publica el cual

es la caries dental (7) (10).

Teniendo en cuenta que la calidad del Propdleo varia de acuerdo a la
zona de produccién (11) (12). Por otro lado, emplear propéleo de un
modo habitual como una sustancia medicinal a través de la historia de
la humanidad, permite anunciar su aprobacion de manera como un
producto farmacéutico (12) (13). La geografia y gran vegetacion
peruana se prestan para el desarrollo de la apicultura. Actualmente la
produccion de propdleo aun se realiza a pequefia escala, a través de
su principal derivado que es la tintura de propdleo (Solucién alcoholica

de concentracion desconocida).

Después de haber revisado algunas investigaciones cientificas la
medicina alternativa presenta a la Odontologia, entre otros, al propdleo
como solucion a diversos problemas de salud oral (11). En las cuales
han evidenciado que el extracto etandlico del propdleo presenta una
gran capacidad antibacteriana frente al S. mutans es que se desea

comparar dichas sustancias.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢El extracto etandlico de propoleo tendra mayor efecto
antibacteriano que la clorhexidina al 0,12% frente al Streptococcus
mutans (ATCC 25175) en un estudio in vitro Tacna 20207
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1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto antibacteriano del extracto etandlico

propdleo sobre el Streptococcus mutans (ATCC 25175).

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de propdéleo al 25%, 50% y 75% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

« Comparar el efecto antibacteriano in vitro de las distintas
concentraciones del extracto etandlico de propoleo sobre
el Streptococcus mutans ATCC 25175 frente a la

clorhexidina al 0,12%.

1.4 JUSTIFICACION

La importancia de este estudio es aportar con el conocimiento sobre
la efectividad antibacteriana que presenta el propéleo para

contrarrestar al Streptococcus mutans.
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Estando ante la necesidad de controlar y prevenir la caries dental, se
han ido presentado numerosos métodos o tratamientos para de esta
manera poder evitar la progresion, dolor y pérdida dental que existe

en los pacientes.

El efecto antibacteriano de los productos de origen natural ayuda de
gran manera en la salud bucodental, por lo cual se garantiza una
buena salud y calidad de vida, la cual se entiende como la ausencia
de enfermedades bucales y limitaciones en la capacidad de sonreir,
morder, hablar y masticar; a su vez estas repercutiran en el

bienestar psicosocial de la persona.

De esta manera, también el uso de productos naturales viene a ser
una alternativa favorable en un tratamiento de caries dental ya que
todos estos productos se encuentran accesibles en diversos puntos
de venta y a su vez al tener efecto antibacteriano van a presentar

efectividad en la eliminacion de los origenes de esta enfermedad.

El uso de productos naturales podria tener beneficios en un futuro
puesto que surgiran diversas alternativas de tratamiento para dicha
enfermedad, esto se debe a que algunas sustancias procesadas o
no naturales al ser consumidas van presentando efectos
secundarios y esto hace que se genere mayor demanda de
sustancias naturales en el area de Odontologia, sobretodo como

medida de cuidado y prevencién de la salud.

El presente trabajo es conveniente frente a esta problematica, ya
gue se investiga productos de origen natural que reduzcan la
actividad bacteriana del Streptococcus mutans ATCC 25175, en

este caso el extracto etandlico de propoleo.
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Finalmente se anhela lograr un aporte significativo en un aspecto
tedrico del area de Odontologia lo cual impulsara la investigacion de
otras areas cientificas en este caso la fitoterapia y la apiterapia
aplicadas a la odontologia, con la finalidad de estudiar las plantas

gue poseen efecto medicinal.

18



CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Huaytalla M, cols. Efecto inhibidor in vitro del extracto etanélico
de propodleo al 15% y 30% frente a cepas de Lactobacillus
acidophilus. 2018 (14). Este estudio tuvo como objetivo demostrar
mediante un estudio in vitro el efecto inhibidor del EEP y compararlo
con la CHX frente a cepas de lactobacillus acidophilus. Este estudio
se realizO mediante la conformacion de cepas de lactobacillus
acidophilus, utilizando 30 muestras de cultivos en placas Petri con
agar sangre, se impregnoé discos de papel Whatman N°40 con EEP
al 15% y 30%, de la misma manera con el control positivo la
clorhexidina 0,12%.EI cultivo se fue desarrollando en condiciones de
anaerobiosis a 37°C. Dando como resultado que es mas efectivo el
EEP al 30% que la CHX al 0,12% para lograr controlar la presencia

de lactobacillus acidophilus.

Airen B, cols. Antibacterial effect of propolis derived from tribal
region on Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus:
An in vitrostudy. 2018 (15). Este estudio in vitro tuvo como objetivo

investigar la actividad antimicrobiana del EEP y el EAP contra dos
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patégenos cariogénicos orales principales como el lactobacillus
acidophilus 'y streptococcus mutans. Este estudio se inicid
recolectando el propoleo de las colmenas en una region de la India,
posteriormente los extractos etanodlicos se prepararon en dos
concentraciones de 5% y 20% peso/volumen. Para poder respaldar
los resultados obtenidos, se utilizé un control positivo (clorhexidina
0,2%) y un control negativo (agua destilada). EI streptococcus
mutans se cultivé en agar de infusién cerebro-corazén y lactobacillus
acidophilus se cultivé en agar De Man, Rogosa y Sharpe. Este
estudio dio como resultado que a concentraciones de 5% y 20%, el
EEP fue efectiva contra el streptococcus mutans y lactobacillus
acidophilus. La actividad mas alta se mostré con la clorhexidina al
0.2% concluyendo asi que el propéleo obtenido de la region de la
India si posee efecto antibacteriano contra lactobacillus acidophilus

y streptococcus mutans.

Rueda M, cols. Estudio comparativo in vitro del efecto
antibacteriano del extracto de propdleo ecuatoriano vs
gluconato de clorhexidina contra streptococcus mutans. 2015
(16). Este estudio tuvo como objetivo comparar el efecto
antibacteriano del EAP extraido de Ecuador frente a la CHX. Se
realizd utilizando la cepa de streptococcus mutans; este fue
sembrado en placas Petri con agar sangre; impregnando discos de
papel filtro con EAP ecuatoriano al 30%, 50% y CHX al 2%.
Finalmente se procedi6 a la lectura de los halos de inhibicion
pasadas las 48 horas, donde se demostr6 mayor inhibicion para la
CHX en comparacion con los EAP ecuatoriano al 30% y al 50%; no
excluyendo asi el efecto antibacteriano de los extractos acuosos de

propéleo.
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Mayta F, cols. Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del
extracto etandlico de propéleo de Oxapampa - Peru sobre
cultivos de Streptococcus mutans (ATCC 25175) vy
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). 2010 (11). Este estudio in
vitro tuvo como objetivo demostrar el efecto antibacteriano mediante
una evaluacion del streptococcus mutans y staphylococcus aureus,
para poder compararlas se tuvo soluciones de propdleo de 10% y
30%; este fue obtenido de Oxapampa y comparados con dos
concentraciones de CHX al 0,12 y 0,05% a su vez también sera
comparada con el agua destilada vy listerine. Se realiz6 mediante el
método de Kirby-Bauer. Obteniendo como resultado para el
streptococcus aureus, el EEP al 30% presentd mayor eficacia.
También se concluyé que el EEP al 30% tuvo mayor efecto
antibacteriano frente al listerine; contra el streptococcus mutans, de
la misma manera en efectividad que la clorhexidina 0,05% frente al

staphylococcus aureus.

Eguizédbal M, cols. Actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de propéleo peruano sobre Streptococcus mutans y
Lactobacillus casei. 2007 (12). Este estudio tuvo como objetivo
determinar el efecto antibacteriano del EEP proveniente de Pasco en
el valle de Oxapampa. Se realizé por medio de un método de
difusibn en placa usando cepas de streptococcus mutans vy
lactobacillus casei, estas cepas fueron expuestas frente a soluciones
de 30%, 20% y 0,8% v/v del extracto etandlico de propdleo y ser
comparadas con la CHX al 0,12% y alcohol al 70%. Los resultados
indicaron que el efecto antibacteriano del EEP al 0,8% vy la accién

que presenta es mayor que la CHX, para el streptococcus mutans y
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el lactobacillus casei el EEP en solucién al 0,8% presento un mayor
efecto antibacteriano que la CHX al 0,12% frente al streptococcus

mutans y lactobacillus casei.

Moreno Z., Martinez P. y Figueroa J. Efecto antimicrobiano In
vitro de propodleos argentinos, colombianos y cubano sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. 2007 (17). Este estudio tuvo
como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de cuatro extractos
de propdleos argentinos, cinco colombianos y uno cubano frente a
streptococcus mutans. Fue de tipo experimental in vitro, las
muestras fueron obtenidas por extraccién con alcohol etilico al 96%.
Entonces la actividad bactericida y bacteriostatica fue medida por
concentracién minima inhibitoria en un rango entre 0.02 y 15 mg/ml.
Los propdleos que presentaron mayor efecto bactericida fueron el 2
y el 3 (muestras colombianas) luego de 48 horas de incubacion. El
mejor efecto bacteriostatico lo presentd la muestra 2 (propodleo
colombiano) a un periodo de incubacion de 24 horas. En conclusion,
el 70% de las muestras de propéleo incrementaron su actividad
luego de un tiempo de incubacion de 48 horas, en relacion con el

efecto detectado a las 24 horas.

Ayala C., Castillo E. y Mejia L. Prop6leo peruano en el desarrollo
de un enjuague bucal con actividad antibacteriana. 2016 (18).
Este estudio tuvo como objetivo determinar su actividad
antibacteriana in vitro en cepas estandarizadas de streptoccocus
mutans. Para ello desarrollaron un enjuague bucal con la

concentracion minima bactericida de propoleo fue de 1,5ug/ml y
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como material biologico 10 placas de S. mutans. Los resultados
obtenidos determinaron que el enjuague bucal a base de propdleo
puro tiene mayor promedio de halo de inhibiciébn en relacién a las
diluciones 1:2, y 1:4 con diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05). En conclusion el enjuague bucal elaborado a base de
propéleo peruano, tiene calidad farmacéutica y efecto antibacteriano

in vitro frente a cepas de Streptococcus mutans.
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2.2 MARCO TEORICO

221

BASES CIENTIFICAS

2.2.1.1 Caries

La caries dental es una disbiosis, esta se refiere a la
alteracion que existe entre el equilibrio y proporcion
que se da en los microorganismos y sus diversas
especies de la flora oral, esta se logra evidenciar
principalmente por el alto consumo de azucares (1)
(29) (20).

La caries dental esta localizada en la superficie dental
gue se genera de situaciones metabdlicas que
tendran origen en la placa dental por eso se dice que
es una disolucion quimica, estas situaciones
metabdlicas son llamadas procesos cariosos. La
relacion que existe entre los tejidos duros y los
depositos microbianos del diente pueden dar origen a

una lesion cariosa (19).

La caries dental es una enfermedad multifactorial
donde el factor etiolégico tal como el consumo
frecuente de azlcar tiene una gran relevancia en la
caries dental (2). El azdcar tiene que ser metabolizada
principalmente por el streptococcus mutans (21). La
patogenicidad dependera de su forma de interaccion

con otras bacterias y de sus propiedades individuales.
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Los acidos organicos seran productos del
metabolismo, estos son los responsables de remover
el mineral de la pieza dentaria, también depende de
ciertos factores como la calidad de la saliva y
estructura dentaria. Todos estos factores se
relacionan de manera combinada, se obtendra la
perdida mineral neta del diente, iniciandose asi al
proceso de caries dental (22). Keyes en 1960
determind que la etiopatogenia de la caries dental se
da a partir de la relaciébn de 3 principales factores:

huésped, microorganismo y sustrato.

Es por esto que se planted los siguientes factores

etiolégicos:

A. Huésped:

Es el que alberga a la caries dental,
refiriendose a aquellos factores los cuales
participen en la fisiologia del ser humano el
cual permite el desarrollo de la enfermedad.

Incluye la boca y todos los componentes que
estan dentro de ella (23). Los factores
asociados al huésped pueden dividirse en

grupos: diente, saliva e inmunizacion:
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a. Diente

El diente presenta tres
caracteristicas que estan
relacionados con el desarrollo de las
caries: proclividad, permeabilidad

adamantina y anatomia.

La proclividad se refiere a los dientes
que tienen sus superficies mas
susceptibles a la formacién de caries
dental. Los prismas presentan la
presencia abundante de fosfato y
carbonatos de calcio a nivel del
esmalte, pero en cuanto avanza la
lesion cariosa al interior del diente se

van presenciando los carbonatos (2).

La permeabilidad adamantina, pierde
capacidad de afadir moléculas a su
estructura las cuales mejoran sus
propiedades fisico-quimicas esto se
presenta en cuanto se va
disminuyendo la edad. La
resistencia y la velocidad del avance
de la lesibn son determinadas por
proporcién de los componentes del

esmalte.
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La anatomia que hace referencia a
las fosas y fisuras profundas, puntos
de contacto y la oclusién de los
dientes, presentan relacion con la
aparicion de lesiones cariosas
porque fomentan la acumulacién de
placa y alimentos pegajosos,
también dificultan el poder realizar

una correcta limpieza bucal (19).

b. Saliva

La saliva contiene enzimas, fluor,
proteinas, agentes buffer,
inmunoglobulinas y glicoproteinas
entre otros diversos elementos
sumamente importantes para
prevenir que se formen las caries
dental (24).

La accién salival contribuye con la
formacion de la microflora, esto se
da por 2 efectos principales:
antimicrobianos apartando
microorganismos patbgenos y
manteniendo la flora normal; vy

nutricionales.
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La saliva tendra y cumplird un rol
protector, mediante las siguientes

acciones:

o La dilucién y lavado de azucares

en la dieta diaria.

« Neutralizacién y amortiguacion de

acidos de la placa dental.

e La provisibn de iones para la

remineralizacion (19).

c. Inmunizacién

El sistema inmunitario tiene la
capacidad de interactuar frente a la
microflora, generando una respuesta
humoral que se expresaran en
anticuerpos de tipo Inmunoglobulina
A salival, Inmunoglobulina G sérica y
una respuesta celular mediante
linfocitos T. Las diferencias que
existen en la respuesta inmune a los
microorganismos van a depender del

antigeno y el huésped.
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B. Microflora

Para comprender como se produce la caries
dental a base de la accion que tienen las
bacterias, es importante conocer los diversos
mecanismos de estos microorganismos por los
gue colonizan el diente y son capaces generar

virulencia (2).

a. Colonizacion bacteriana

El paso mas importante para que se
produzca la caries, es la adhesion inicial
de la bacteria a la superficie del diente.
Esta adhesion esta mediada por la
interaccion entre una proteina del
microorganismo y algunas de la saliva
que son absorbidas por el esmalte

dental.

Para la colonizacion bacteriana, es
imprescindible la formacién previa de
una fina pelicula de proteinas salivales
sobre la superficie del diente: la ya

mencionada pelicula adquirida.
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b. Factores de virulencia

Los

factores de virulencia mas

relacionados con la produccion de

caries son:

Acidogenicidad: El streptococcus
mutans logra que los azucares
consumidos diariamente
principalmente logren  formar
acido lactico como un producto
final del metabolismo,
obteniendo asi que el pH
disminuya generando que se

desmineralice el esmalte (16).

Aciduricidad: En un medio bajo

de pH se logra producir acido.

Acidofilicidad: El Streptococcus
mutans resiste la acidez del
medio bombeando protones
(H+) hacia el exterior de la

célula.

Sintesis de polisacaridos
intracelulares, como el
glucogeno: Se utiliza la reserva
alimenticia y asi mantener toda

la produccion de acido por
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periodos largos de tiempo auln
sin la presencia de consumo de

azUcar.

* Producciébn de  dextranasa:
Puede movilizar reservas de
energia ademas esta enzima
puede regular la actividad de las
glucosiltranferasas removiendo
productos finales de glucano
(24).

c. Factores de tiempo en el desarrollo de

la caries

La caries es considerada una
enfermedad crénica porque las lesiones
cariosas se desarrollan durante un
periodo largo. La probabilidad de
aparicion de caries anualmente alcanza
un pico, entre 2 y 4 afios seguida de la
aparicion del primer diente y se
mantiene después de este tiempo,
mostrando asi posiblemente una
maduracion post eruptiva de la
superficie del esmalte.
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C. Sustrato

Dentro de los factores que favorecen el
desarrollo de la caries dental, uno de los mas
estudiados es el consumo excesivo de
azucares simples. Numerosos estudios han
demostrado la asociacion entre caries y
carbohidratos refinos o] azucares,

especialmente, la sacarosa o azucar comun.

Los azlUcares consumidos con la dieta
constituyen el sustrato de la microflora bucal y

dan inicio al proceso de cariogénesis.

La sacarosa, formada por dos monosacéaridos
simples: la fructosa y la glucosa; se considera
el mas cariogénico, no soélo porque su
metabolismo produce acidos, sino porque el
Streptococcus mutans lo utiliza para producir
glucano, polisacarido extracelular, que le
permite a la bacteria adherirse firmemente al
diente, inhibiendo las propiedades de difusién

de la placa.
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2.2.1.2 Distribucion de los microorganismos en la cavidad
bucal

La cavidad oral presenta microorganismos de tipos de
superficies especificos donde estos logran colonizar

tanto los tejidos blandos como los dientes (2) (4).

* Labios: Zona de interaccion entre la microbiota
de la boca y piel; el Staphylococcus,
Micrococcus sp y bacilos de tipo gram negativos

son microorganismos caracteristicos de la piel.

* Mucosa yugal: Destacan los streptococcus
salivarius. streptococcus mitior y streptococcus

sanguis

* Lengua: Predominan los streptococcus salivaius,
S. mitior y en su minoria de S. milleri y S.

sanguis.

+ Paladar: Una incorrecta higiene oral colabora
con el desarrollo de la Candida albicans este es
un hongo levaduriforme. Predominan los
Lactobacillus sp, Haemophilus sp y

Streptococcus sp.

« Saliva: No va a poseer microbiota propia.

* Surco gingival: Se tiene la presencia de

microorganismos en dos casos en un estado de
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salud (detectan grampositivos aerobios vy
anaerobios facultativos S. sanguis, S. mintor,
enterococos y bacilos filamentosos) y en un
estado de enfermedad (anaerobios gram
negativos: Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Veillonellasy treponemas) (19).

2.2.1.3 Streptococcus mutans

Etimologicamente “Streptus” significa flexible y
“coccus” significa grano o baya. Estan formados por
bacterias esféricas u ovoides; estos creceran en pares

o cadenas de una longitud variable (25).

Se caracteriza en su gran mayoria por ser anaerobios
facultativos, debido a la existencia de algunas
especies de anaerobios. Ademas, son Gram positivos,
no formadores de esporas, catalasa negativa e

inmovil (4).

Los streptococcus mutans se encuentran presentes
en la biopelicula de la placa bacteriana supragingival,
tienen la capacidad de provocar la pérdida de
minerales y posterior formacién de una cavidad,

gracias a sus factores de virulencia (13).
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2.2.1.4 Propoleo

22141

22142

Etimologia

Propdleo proviene del griego “pro” que significa

defensa de; y “polis” que significa panal (26).

Definicién

Es un producto de origen natural su
procedimiento comienza con la secrecion de
ciertas especies vegetales como arboles o
arbustos, el cual sera recogido y elaborado por
las abejas, lo obtenido posteriormente sera
modificado con las secreciones salivares y
finalmente esto serd transportado al interior de
la colmena (7) (10) (27).

El propdleo es una sustancia resinosa que
dependiendo de su origen botanico puede ser
de color castafio, verde pardo hasta llegar a un
color negro, frecuentemente presenta un sabor
amargo con un olor agradable de tipo dulce, de
esta manera cuando se quema el propdleo

emite una fragancia aromatica (4) (28).
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2.2.1.4.3 Caracteristicas

« Estructura: No homogénea, espesa,

dependera del método de cosecha.

* Color: amarillo, amarillo-verdoso, verde
oscuro, pardo, pardo oscuro, pardo rojizo,

hasta negro.

+ Consistencia: Pegajosa cuando recibe
temperaturas de mas de 15°C vy liquida a

temperaturas entre 60 a 70 °C.

» Olor: Aromatico, se siente la presencia de
miel y aceites esenciales. También

existen propdleos inoloros.

« Sabor. En raras ocasiones picante e

insipido, frecuentemente amargo (3).

2.2.1.4.4 Propiedades terapéuticas

Antiguamente el propéleo ha sido utilizado en
el campo de la medicina ya que presentd
diversas propiedades medicinales (7) tales

como.
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e Anestésico local: Presenta  accion
antihemorragica y cicatrizante (10).

« Accion bactericida y bacteriostatica: Este
trabaja como un afecto antibiético frente a
cocos Gram positivos: Sarcina lutea,
Staphvlococcus aureus; frente a bacilos
Gram positivos: Bacillus subtilis, Bacillus
larvae, (causante de la loque americana),
Corvne bacteriumequi; frente a algunas
especies (Aspergillus ochraceus) y frente

a levaduras (Saccharomy cescerevisiae)

(10) (5) (7).

« Tratamiento de enfermedades
respiratorias: Es utilizado en el
tratamiento de las vias respiratorias

porque presenta resultados positivos (10).

« Accion dermatolégica: Primordialmente
para procesos como grietas, diversas
supuraciones, callosidades, verrugas,
abscesos, forunculos, eczemas vy

psoriasis, entre otros (15) (29).

2.2.1.4.5 Usos del propoleo en odontologia

En el éarea de la Odontologia diversas

investigaciones cientificas que atribuyeron que
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el

tales

propbleo presenta diversas propiedades

como: bacteriostaticas, antifingicas,

anestésicas y cicatrizantes (13).

El propdleo en odontologia tiene diversos usos

dentro de los cuales resalta:

Reduce la sensibilidad dental.

Actividad cariogénica: El propdleo actuara
inhibiendo la actividad del principal
microorganismo productor de caries
dental, el streptococcus mutans; los
extractos limitan la placa bacteriana y

reducen la caries dental(30).

Incluso ayuda a regenerar la pulpa dental,

tejido 6seo y del cartilago (30).

Periodoncia: En el tratamiento de
periodontitis y gingivitis actia de manera
eficaz; porque el propodleo tiene un efecto
sobre el periodonto ya que presenta un
efecto cicatrizante, antimicrobiano,
anestésico y antiinflamatorio (13) (27)
(32).
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2.2.1.5

Gluconato de clorhexidina

2.2.1.5.1 Definicion

Es un agente antimicrobiano topico. Aumenta
su efectividad ya que esta molécula es soluble
en alcohol y agua. También presenta baja
toxicidad y una fuerte capacidad para
adherirse a mucosas, microorganismos Yy

pelicula adquirida (32).

2.2.1.5.2 Concentracion

El gluconato de clorhexidina es presentado
como un potente antiséptico, este es utilizado
como colutorio, la clorhexidina se presenta en
dos concentraciones las cuales son al 0,12%
y al 2% son las mas empleadas en el area de

la Odontologia (5).

2.2.1.5.3 Usos en odontologia

 Prevencibn en cirugia en infecciones
bucales pre y post quirdrgicas.

* Prevencion de caries dental.
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Tratamiento periodontal.
Irrigacion para tratamientos radiculares.

Desinfeccion de cavidades antes de la
obturacion.
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CAPITULO IlI

VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES

3.1 Hipotesis

El extracto etandlico del propdleo tiene un mayor efecto antibacteriano

sobre el Streptococcus mutans que la clorhexidina al 0.12%.

3.2 Operacionalizacion de las variables

) ) _ o Escala de
Variable de estudio Indicadores Categorizacion o
medicién
Concentracion al 25% Nominal
Extracto
etanolico del Dilucion Concentracion al 50% Nominal
propdleo - i
Concentracion al 75% Nominal
Agentes
antibacterianos | Gluconato de
Clorhexidina » )
- Concentracion al 0,12% Nominal
(Grupo
control)
Resistente(-) si fue <9mm
Limite intermedio
Halos de | (Sensible =+) 9 a 14 mm
Efecto antibacteriano Inhibicion de "sensibilidad media (muy Ordinal
crecimiento | gensiple =++)>14 a 19
bacteriano.

mm

Sumamente sensible
(S.S. = +++) >20mm
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 Disefio de la investigacion

El presente estudio se tratd de un disefio experimental porque se
utiliz6 técnicas de cultivo en inoculados con cepas de
Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175 a los cuales se
les aplic6 discos con diferentes concentraciones de Extracto
Etandlico de Propdleo (EEP).

4.2 Tipo de investigacion

* Experimental porque se determind de manera in vitro y fue

intervenido sobre las variables.

* Transversal ya que este estudio se realiz6 y midié solo una

vez en un tiempo determinado.

* Prospectivo porque todos los datos obtenidos para esta
investigacion fueron de primera fuente ya que se recolectaron

los datos propios para esta investigacion.
» Analitico porque se plante6 una hipotesis en la cual se busco

permitir conocer el estudio del efecto antibacteriano y se tuvo

mas de una variable es decir serd bivariado.
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4.3 Ambito de estudio

El presente estudio laboratorial se desarrolld6 en la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada de Tacna.

Desarrollado entre los meses de Diciembre 2019 y Enero - Junio
2020.

4.4 Poblacién y muestra

Para la ejecucion del disefio experimental la poblacion que se
estudié fue conformada por las cepas de S. mutans ATCC 25175
y conjunto de cultivo de placas Petri con las diferentes
concentraciones (25%, 50% y 75%) de Extracto Etanodlico de

Propdleo.

4.4.1 Criterios de inclusion:

- Cepa de “Streptococcus mutans ATCC 25175”
- Extracto Etandlico de Propdleo.

- Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.
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4.4.2 Criterios de exclusion:

-Cepas de “Streptococcus mutans” que no
pertenezcan al grupo viridans.

- Placas Petri contaminada y fracturadas.

- Gluconato de Clorhexidina que no corresponda al
0,12%.

4.5 Instrumentos de recolecciéon de datos

4.5.1 Coordinacion

Mediante una solicitud se coordind con la Facultad de

Ciencias de la Salud

Una vez obtenido dicha solicitud, se presentdé a

Decanatura de la Facultad de Ciencias de la Salud y se

coordind con el Bidlogo a cargo del laboratorio de la

facultad con el fin de poder ejecutar el presente estudio

de investigacion.

4.5.2 Técnicas de recoleccion de los datos

Se utilizé la técnica de observacion directa. Los datos
gue fueron obtenidos estuvieron registrados en una

ficha de recoleccion de datos para el posterior analisis.
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4.5.3 Ficha de recoleccion de datos

Esta ficha se realizd6 para usarla de manera exclusiva
para la investigacion, esta fue diseflada para registrar
el didmetro de los halos en mm por concentraciones
(ANEXO 1).

Se utilizé esta ficha para poder recolectar los datos,
este procedimiento se realiz6 mediante el programa de

Microsoft Office Excel para su procesamiento.

Una vez realizado el procesamiento, se transfirio la
informacion al programa SPSS Statistics 18, las cuales
fueron analizadas ordenadamente, segun el origen de

las variables.

Posteriormente los resultados fueron presentaron
mediante graficos y tablas estadisticas los cuales
dieron una respuesta a los objetivos planteados en la

investigacion.

45.4 Instrumentos

45.4.1 Equipos

+ Estufa Memmert

* Autoclave Lab. Companion
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» Balanza electronica Denver Instrument
* Balanza analitica Sartorius Basic

* Incubadora Binder

* Centrifuga Greet med

* Equipo de Vortex MS1 Minishaker IKA

45.4.2 Material de vidrio

* Matraces 100 ml Shott Duran

* Matraces 250 ml Shott Duran

* Matraces 500 ml Shott Duran

* Micropipeta de 10 pyl Boeco Germany

* Micropipeta de 100 uyl Boeco Germany

* Micropipeta de 1000 yl Boeco Germany

* Pipeta graduada de 10 ml Boeco Germany

* Pipeta graduada de 15 ml Boeco Germany

* Pipeta graduada de 20 ml Boeco Germany

« Vaso precipitado de 250 ml Boeco
Germany

« Vaso precipitado de 400 ml Boeco
Germany

« Vaso precipitado de 600 ml Boeco
Germany

* Frascos de vidrio de 250 ml Boeco
Germany

* Frascos de vidrio de 500 ml Boeco
Germany

* Tubos de ensayos de 10 ml Pirex

* Tubos de ensayos de 10 ml Pirex
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» Tubos de ensayos con tapa de 20 ml Pirex
» Frascos color ambar de 30 ml YB 440
* Probeta de 100 ml LMS Germany

4.5.4.3 Medios de cultivo, bacteria y reactivos

« Agar Brain Heart Infusion Diagnostici
Liofilchem

« Caldo Brain Heart Infusion Diagnostici
Liofilchem

» Tioglicolato Diagnostici Liofilchem

* Alcohol al 70° Alkofarma

+ Bacteria Streptococcus mutans ATCC
215175 Gem Lab

* Agua estéril Braun

* Clorhexidina al 0,12% Dentac

45.4.4 Otros

* Manoplas Greal Glove
* Mascarilla Pro Med

» Gorro Pro Med

+ Mandil de laboratorio
+ Soporte universal

» Espatula Zhermack

*  Pinzas
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Papel filtro wathman N°42 GE Healthcare
life sciences

Algodén Coppon

Papel aluminio Nice

Papel toalla Elite

Papel crepado para esterilizar
Marcadores Faber Castelle

Regla Faber Castelle

Encendedor Clipper

Tubo falcon de 15 ml

Hisopos de madera estéril Marco

Tips para micropipeta 1000 ul Global Roll
Tips para micropipeta 2000 pl Global Roll
Placas Petri descartable Samplix

Ron de quemar

Calculadora Casio
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CAPITULO V
PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE DATOS

5.1 Recoleccién de la muestra

5.1.1 Recoleccion del propdleo

En primer lugar se inicié con la recoleccion del propéleo
derivado y originario de la ciudad de Tacna (Abejas
Monte Flor Perd) ubicado en Av. Miguel Grau 2005
C.P. Bolognesi — TACNA solo fueron necesarios 200gr
de propdleo los cuales se recolectaron mediante todas
las medidas de higiene necesarias para impedir su
contaminacion. De esta manera finalmente se pudo
transportar el propoleo hasta el laboratorio, este fue
almacenado en un area que mantuvo una temperatura
ambiente (ANEXO 2).

5.1.2 Procesamiento del extracto etanélico de propoleo

Para la extraccion del Extracto Etandlico de Propdleo
obtenido de la ciudad de Tacna, el propdleo en primer
lugar fue previamente seleccionado de todas aquellas

particulas e impurezas.
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5.1.3

Seguidamente se procedi6 a cortar el propdleo para
gque de esta manera facilitar el licuado y obtener
particulas pequefias de propdleo, estas particulas
pequefias fueron colocadas en un frasco de vidrio
estéril  (Boeco) de 500ml, donde se agrego
aproximadamente 92gr. de propéleo.

Luego se afiadio 250ml de alcohol al 70% hasta cubrir
en su totalidad el contenido, este frasco fue envuelto
con papel aluminio por completo, se agito tres veces al
dia por 5 minutos; después de 19 dias de maceraciéon y
almacenamiento a 37°C, se procedi6 a filtrarlo varias
veces a través de doble papel de filtro Wathman N°42;
en un matraz de fondo redondo y de esta manera se

obtuvo la solucién etandlica del propdleo.

Finalmente se colocOo en la estufa para la
deshidratacion a 59 °C y de esta manera se extrajo el

etanol, donde este se elimind en su totalidad.

Obtencion de las diferentes concentraciones del

extracto

Se retiré de la estufa y se rasp6 todo el material, con
ayuda de un mortero este material se convirtié en polvo

donde se obtuvo un peso de 3,001gr.

Se mezclé 3gr con 37.5ml de alcohol dando como

resultado el 100% del Extracto Etanolico de Propoleo.
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Para obtener las concentraciones se colocé 2.5ml, 5ml
y 7.5ml de alcohol en distintos envases estériles donde
se les afiadio 7.5ml, 5ml y 2.5ml de Extracto Etandlico
de Propdleo de la ciudad de Tacna respectivamente,
para asi obtener las concentraciones de 25%, 50% y
75%.

5.2 Obtencion de las cepas en estudio - Streptococcus mutans
ATCC 25175

Las bacterias fueron recolectadas y obtenidas de un

laboratorio y distribuidor de cepas bacterianas (GenLab).

5.3 Evaluacién de los agentes antibacterianos

El efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Propdleo de
la ciudad de Tacna se evalu6 mediante pruebas de
sensibilidad bacteriana in vitro, donde se utilizd el método de

difusion en disco (Kirby Bauer).

5.3.1 Preparacion del inéculo Bacteriano de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Se obtuvo la cepa liofilizada de S. Mutans (ATCC

25175) la cual se cultivd en placas Petri en un
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5.3.2

medio de Agar y Caldo, cerebro — corazén y
tioglicolato a 37°C.

Para la activacion de la cepa se procedioé a romper
las bombillas en donde se encontraba almacenada
la cepa y fue coloca en Agar cerebro — corazén y
se llevaron a incubacién a 37°C en microaerofilia

durante 48 horas en una jarra de anaerobiosis.

Posteriormente se transfirid cinco colonias con un
asa bacteriolégica y estas fueron colocadas en un
tubo de conteniendo de 8 ml de BHI y fueron
incubadas durante 24 horas en microaerofilia en
una jarra de anaerobiosis. A partir de esta
suspension se realizdé el sembrado con la técnica
de hisopado, que consistié en esparcir 10 veces el
caldo preparado sobre el agar cerebro corazon a
doble capa de 4 mm de grosor y se llevaron a
incubacion a 37°C en anaerobiosis durante 48
horas.

Preparacion de los discos

Se impregnaron discos de papel filtros previamente
esterilizados de 6 mm de didmetro antibacterianos
tales como el Extracto Etandlico de Propdleo y

Gluconato de Clorhexidina.
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5.3.3 Dispensacion de los discos a las placas inoculadas

534

Se utilizaron e incorporaron discos de 6 mm de
diametro previamente esterilizados, los discos

fueron embebidos con:

- Extracto Etandlico de Propéleo

- Gluconato de Clorhexidina

Se emplearon un total de 8 placas para esta
prueba. Se realizé el método de difusion con discos
(Kirby Bauer).

Las placas fueron dejadas incubadas a una
temperatura de 37°C durante 48 horas para poder
observar los distintos halos de inhibicion que se

irdn formando.

Lectura:

Seguidamente  al periodo de incubacién, se
procedié a medir los distintos halos de inhibiciéon
de crecimiento con el compéas de vernier en unidad
de milimetros. Se realizé la lectura midiendo los
halos de inhibiciébn sobre el crecimiento de todos

los microorganismos alrededor del disco.
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El diametro de inhibicion en esta zona es
directamente  proporcional a la  actividad
antibacteriana del Extracto Etandlico de Propéleo y
el gluconato de clorhexidina sobre los

microorganismos estudiados.

Para realizar la interpretaciéon de los resultados
obtenidos se tomé como referencias las pautas por
DURAFFOURD y LAPRAZ, 1983 que considera la
eficacia antibacteriana sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 segun los halos de

crecimientos como:

- Resistente (-) si fue <9 mm

- Limite Intermedio (Sensible=+) de 9 a 14 mm

- Sensibilidad media (muy sensible = ++) >14 a
19 mm

- Sumamente sensible (S.S.= +++) 2 20 mm.

5.4 Cromatografia

Se coordiné la realizacién del andlisis fisico-quimico del EEP
con el laboratorio de la Universidad Catolica de Santa Maria
de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y
Biotecnoldgicas “Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad,

con sede en la ciudad de Arequipa en el Peru.
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De igual manera se solicitdo al laboratorio certificado de la
realizacion del ensayo, iniciAndose el ensayo el 07 de Enero
del 2020 (ANEXO 3).
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CAPITULO VI
RESULTADOS

Se entregd la muestra de EEP obteniéndose el informe
N° ANAO7A20.004467. El analisis por cromatografia en capa fina
realizado al EEP puro identificé y reportd la presencia de terpenos, di

terpenos y terpenoidales como metabolitos secundarios (ANEXO 4).

El revelado de la cromatoplaca donde se observan las manchas

correspondientes a los metabolitos hallados se muestra en el ANEXO 4.
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TABLA Nro. 01

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS EXTRACTO DE PROPOLEO AL 25%,
50%, 75% Y CLORHEXIDINA 0,12%

Agentes Desv.
antibacterianos N Minimo Mé&ximo Media tip.
Propéleo al 25% Halo (mm) g 11.63 19.76  17.5831 2.57734
Propdleo al 50% Halo (mm) g 14.35 20.41 16.9050 1.89188
Propoleo al 75% Halo (mm) g 14.49 20.42 16.8813  2.01371
(Cr:]?;r)‘ex'd'”a 0.12% Halo 8 21.25 28.18 24.5438  2.48699
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GRAFICO Nro. 01

DIAGRAMA DE CAJA: EXTRACTO DE PROPOLEO AL 25% , 50%,
75% Y CLORHEXIDINA 0,12%
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Propdleo 25% Propdleo 50% Propdéleo 75% Clorhexidina 0.12%

Grupo expermental

INTERPRETACION:

En la presente tabla y grafico se pueden apreciar la distribucion por
estadisticos descriptivos donde para el extracto de Extracto Etandlico de
Propdleo al 25 % corresponde a un minimo de 11,63 mm, un maximo de
19,76 mm. con un promedio de 17,5831 mm de 2,57734 mm.
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Para el Extracto Etandlico de Propéleo al 50 % en la medicion Media
corresponde a un minimo de 14,35 mm, un maximo de 20,41 mm con un
promedio de 16,9050 mm de 1,89188 mm.

Para el Extracto Etandlico de Propéleo al 75 % en la medicion Media
corresponde a un minimo de 14,49 mm, un maximo de 20,42 mm con un
promedio de 16,8813 mm de 2,01371 mm.

Finalmente para la Clorhexidina al 0,12% en la medicion Media

corresponde a un minimo de 21,25 mm, un maximo de 28,18 mm con un
promedio de 24,5438 mm de 2,48699 mm.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

En primer lugar comprobaremos si los halos de crecimiento (mm) cumple
con el criterio de normalidad basandonos en la prueba de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk por medicién y grupo de estudio.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-
Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halo Promedio Propdleo 25% 305 8 .027 .754 8 .009
(mm) Propéleo 50% 182 8 .200(%) 943 8 .636
Propdleo 75% 131 8 .200(%) 953 8 .746
Clorhexidina
0.12% 245 8 174 911 8 .361

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

A: Correccion de la significacion de Lilliefors.

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.

H,: Los datos se distribuyen de manera No normal.

Los resultados muestran que segun Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk

gue su valor p 6 Sig. son mayores a 0,05, por lo tanto No se Rechaza Hy,

Por tanto se concluye que debe usarse una prueba Paramétrica.
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En segundo lugar la prueba a elegir es la prueba paramétrica de Analisis

de ANOVA.
ANOVA
Sumade Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Halo Promedio (mm) Inter-grupos 332.936 3 110.979 21.694 .000
Intra-grupos 143.234 28 5.116
Total 476.170 31

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar diferencia entre las
variables, donde con un valor Sig. o valor p es menor a 0,05 por lo tanto
existe diferencia la media de las mediciones del Halo en milimetros de

crecimiento entre los grupos estudiados.

Ho: No Existe diferencia entre el Extracto Etandlico de Propdleo y la

Clorhexidina.

H1: Existe diferencia entre el Extracto Etandlico de Propdleo y la
Clorhexidina.

a =0,05.

Como P < a se rechaza Ho.

Decision: Existe diferencia entre la media del Extracto de Propdleo y la

Clorhexidina.
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En tercer lugar se agrega la prueba Paramétrica del Andlisis de ANOVA:

comparaciones multiples POST HOC.

Ho: No Existe diferencia entre la media del Extracto de Propdleo 25%,
Propoleo 50%, Propdleo 75% y la Clorhexidina al 0,12%.

H1: Existe diferencia entre la media del Extracto de Propdleo 25%,
Propdéleo 50%, Propoleo 75% y la Clorhexidina al 0,12%.

a =0,05

COMPARACIONES MULTIPLES

Variable Intervalo de
dependiente Diferencia confianza al 95%
HSD de de medias  Error Limite Limite
Tukey () GRUPO (J) GRUPO (1-) tipico Sig. inferior superior
Halo Promedio Propéleo Propdleo
(mm) 250/ 50% .67813 1.13088 .931 -2.4095 3.7658
Propoleo 70188 1.13088 .925 -2.3858  3.7895
75%
Clorhexidina "
0.12% -6.96063(*) 1.13088 .000 -10.0483 -3.8730
Propoleo Propéleo
50% 2504 -.67813 1.13088 .931 -3.7658 2.4095
Propoleo 02375 1.13088 1.000 -3.0639  3.1114
75%
Clorhexidina
0.12% -7.63875(*) 1.13088 .000 -10.7264 -4.5511
Propdleo Propdleo
750 2504 -70188 1.13088 .925 -3.7895 2.3858
Propoleo -.02375 1.13088 1.000 -3.1114  3.0639
50%
Clorhexidina "
0 12% -7.66250(*) 1.13088 .000 -10.7501  -4.5749
Clorhexidina Propdleo .
0.12% 2504 6.96063(*) 1.13088 .000 3.8730 10.0483
Egj/go'eo 7.63875(*) 1.13088 .000 45511  10.7264
Propoleo 7.66250(*) 1.13088 .000 4.5749  10.7501

75%

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

62



GRAFICO INTERVALO DE CONFIANZA: CRECIMIENTO BACTERIANO
A DIFERENTES CONCENTRACIONES EXTRACTO DE PROPOLEO VS
CLORHEXIDINA.
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16,90 16,88

16,007

T T T T
Propéleo 25% Propéleo 50% Propéleo 75% Clorhexidina 0.12%

GRUPO EXPERIMENTAL

En el presente grafico se puede apreciar la distribucion por crecimiento
bacteriano medido por el halo en milimetros donde se puede apreciar a
diferentes concentraciones el halo del propdleo crece menos en relacion a
la clorhexidina, vale decir que el efecto del Propdleo no supera al de la

Clorhexidina.

Como P < a se rechaza Ho
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Decision: Existe diferencia entre la media del Extracto Etanodlico de
Propoleo 25%, Propdleo 50%, Propdleo 75% vy la Clorhexidina, es decir
gue el crecimiento bacteriano difiere del actuado el Propdleo en diferentes

concentraciones con respecto a la clorhexidina.

Como a continuacién se observa:

Media Propdleo 25% = Media de Propdleo 50% = Media de Propdleo
75% # Media de Clorhexidina 0.12%

Para el Efecto antibacteriano observando los Halos de Inhibicion de
crecimiento bacteriano. El Extracto Etandlico de Propdleo al 25%, al 50%
y al 75% presentan Sensibilidad Media (muy sensible =++)>14 a 19 mm
mientras que la Clorhexidina presenta inhibicion de crecimiento

antibacteriano Sumamente sensible (S.S. = +++) >20mm.
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CAPITULO VII
DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

DISCUSION

En los ultimos afios, los estudios han demostrado las distintas limitaciones
de los agentes antimicrobianos disponibles en todo el mercado dental,
irrigantes endodonticos como la clorhexidina pesar de presentar
excelentes propiedades antimicrobianas resulta dificil no mencionar sus
efectos secundarios, por lo cual los productos naturales llaman mucho la

atencion como alternativas terapéuticas mas seguras.

La caries dental es una enfermedad multifactorial y el Streptococcus
mutans es el principal agente bacteriano en la génesis de la caries dental,
Frente a dietas altas en carbohidratos el S. mutans produce acidos
organicos como resultado del metabolismo del azlcar; estos acidos son
responsables de remover el mineral de la pieza dentaria y posteriormente

generar lesiones cavitadas.

Frente a la basqueda de nuevas propuestas de caracter preventivo o de
tratamiento, diversas investigaciones han propuesto el uso de agentes
naturales con el objetivo de comprobar su efectividad frente al S. mutans
u otras bacterias precursoras de la caries. El propdleo ha sido
ampliamente empleado en el area de la salud, como anestésico local,

bactericida, bacteriostéatico, tratamiento de enfermedades respiratorias y
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accion dermatolégica. En el campo de la odontologia el propéleo también
ha sido empleado como bacteriostatico, antimicrobiano, antifungico,
anestésico y cicatrizante. Es por esta razén que el presente trabajo de
investigacion pretende evaluar el efecto antibacteriano de estos recursos

naturales como el propéleo sobre cepas de S. mutans ATCC 25175.

Destacando que los antimicrobianos utilizados para realizar este estudio
fueron el gluconato de clorhexidina al 0,12% de origen quimico y extracto
etanolico de propdleo Peruano-Tacnefio al 25%, 50% y 75% de origen
natural; hago referencia que al igual que otros propéleos en el mundo; el
propbleo Peruano-Tacnefio tiene efecto antibacteriano para reducir la
cantidad de “S. mutans” en la cavidad oral, con esto la formacion de placa
bacteriana y por consiguiente reducir el indice de caries dental. En este
caso hubo una mayor eficacia para el gluconato de clorhexidina al 0,12%;
en relacion al extracto etandlico de propéleo Peruano-Tacnefio al 25%,

50% y 75% respectivamente.

Observando los siguientes resultados el extracto etandlico de propdleo
ejerce un efecto antibacteriano a cualquier concentracion sobre la
clorhexidina resultados similares al presentado por Huaytalla M, cols.
donde observaron que el extracto etanolico de propdleo al 30% es mas
efectivo in vitro que la clorhexidina al 0,12% para lograr controlar la
presencia de lactobacillus acidophilus.

Airen B, cols. observaron que a concentraciones de 5% y 20%, el
extracto etandlico de propdleo fue efectiva contra el streptococcus
mutans y lactobacillus acidophilus. La actividad mas alta se mostr6 con

clorhexidina al 0.2% concluyendo asi que el propoleo obtenido de la
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region de la India si posee efecto antibacteriano contra lactobacillus
acidophilus y streptococcus mutans.

Otro estudio ha demostrado el efecto antibacteriano, donde Rueda M.
demostré que a la lectura de los halos a las 48 horas se evidencié mayor
inhibicion para la clorhexidina al 2%, que para los extractos acuosos de
Propdleo, no excluyendo asi el efecto antibacteriano de los extractos
acuosos. Comparandolo con nuestro trabajo de investigacion podemos
plantear que el extracto etandlico de propdleo tiene también efectos
antibacterianos al igual que un extracto acuoso comparado con la

clorhexidina al 2%.

Segun el estudio de Mayta F, cols. determinaron para el streptococcus
aureus, el extracto etandlico de propdleo al 30% presenté mayor eficacia.
También se determin6 que para el streptococcus mutans, el extracto
etanolico de propoleo al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron
diferencia significativa; concluyendo asi que el extracto etandlico de
propdleo al 30% tuvo mayor efecto antibacteriano frente al listerine; contra
el streptococcus mutans e igual en efectividad que la clorhexidina 0,05%

frente al staphylococcus aureus.

Segun el estudio de Eguizédbal M, cols. demostraron que el extracto
etanolico del propdleo peruano en solucion al 0,8% tiene una mejor accion
antibacteriana contra S. mutans que la Clorhexidina al 0,12%.
Comparandolo con nuestro trabajo de investigacibn podemos plantear
que el extracto etandlico de propédleo tiene también posee efectos
antibacterianos al igual que un extracto etandlico en solucién al 0,8%

comparado con la clorhexidina al 0,12%.
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Segun el estudio de Moreno Z., Martinez P. y Figueroa J. demostraron
el efecto bactericida de las muestras colombianas luego de 48 horas de
incubacion. ElI mejor efecto bacteriostatico lo presentd la muestra de
propdleo colombiano a un periodo de incubacién de 24 horas. Por lo
tanto, el 70% de las muestras de propdleo incrementaron su actividad
luego de un tiempo de incubacion de 48 horas, en relacion con el efecto
detectado a las 24 horas; en comparacion a este estudio las tres

concentraciones 25%, 50% y 75% presentaron efecto antibacteriano.

Segun el estudio de Ayala C., Castillo E. y Mejia L. determinaron que
el enjuague bucal a base de propdleo puro tiene mayor promedio de halo
de inhibicibn en relaciébn a las diluciones 1:2, y 1:4 con diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05). El enjuague bucal elaborado a
base de propdleo peruano, tiene calidad farmacéutica y efecto

antibacteriano in vitro frente a cepas de Streptococcus mutans.
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CONCLUSIONES

Se logré comprobar que existe efecto antibacteriano, por método de
difusion Kirby Bauer demostrando que el extracto etandlico de
propdleo presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la bacteria
Streptococcus mutans ATCC 25175. (25% = 17.583 £+ 2.577 mm;
50% = 16.905 + 1,891 mm; 75% = 16,881 + 2,013 mm) (p<0,05).

El efecto antibacteriano para la clorhexidina al 0,12% tuvo una
formacion de halo de (24,543 + 2,486 mm) sobre la bacteria
Streptococcus mutans ATCC 25175, es decir la clorhexidina al

0,12% es mejor.

Se logré comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
propdleo demostrando diferencias estadisticamente significativas
(p <0,05) (25% = 17.5831 £ 2.5773 mm; 50% = 16.9050 * 1,8918
mm; 75% = 16,8813 = 2,0137 mm); sin embargo estos resultados
fueron menores al ser comparados con CHX al 0,12% (24,5438 +*
2,4869 mm).
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RECOMENDACIONES

Habiéndose demostrado el efecto antibacteriano del propdleo se
recomienda su promocién, uso Yy elaboracion de recetas
farmacéuticas de caracter odontolégico que incorporen componentes

naturales en razén a sus propiedades antibacterianas.

Fomentar el uso de productos naturales segun los resultados

obtenidos
Recomendar el uso del propdleo por ser un producto natural de facil
acceso ya que gracias a este trabajo de investigacion se demostro su

efecto antibacteriano muy semejante a la clorhexidina.

Proponer hacer andlisis de Concentracion Minima Inhibitoria vy

Concentracion Minima Bactericida para complementar este estudio.

Potenciar el estudio y pruebas para su posterior uso en colutorios,

pastas dentales y goma de mascar con evaluacion in vitro.
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ANEXOS

ANEXO 1.

TABLA DE RESULTADOS

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

TABLA DE RESULTADOS

EXTRACTO ETANOLICO DE PROPELEO

GRUPO CONTROL

N° DE 25% 50% 75% G. DE CLORHEXIDINA
PLACA Halos mm Promedio Halos mm Promedio Halos mm Promedio Halos mm Promedio
lera 2da final lera 2da final lera 2da final lera 2da final

medida | medida

medida | medida

medida | medida

medida | medida

0 | N (O 01| |Ww|N |-
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TABLA DE RESULTADOS

EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO

GRUPO CONTROL

N° DE 25% 50% 75% G. DE CLORHEXIDINA
PLACA Halos mm Promedio Halos mm Promedio Halos mm Promedio Halos mm Promedio
lera 2da final |lera 2da lera 2da final |lera 2da final
medida | medida medida | medida final medida | medida medida | medida
1 19.38mm | 19.38mm [19.38mm | 16.58mm |16.58mm |16.58mm |16.21mm |16.21mm |16.21mm |28.18mm |28.18mm |28.18mm
2 11.65mm | 11.60mm |11.625mm |14.36mm | 14.34mm |14.35mm | 15.75mm |15.75mm |15.75mm | 26.18mm |26.18mm | 26.18mm
3 17.65mm | 17.65mm |17.65mm | 16.74mm |16.74mm |16.74mm 17.21mm |17.23mm |17.22mm | 21.26mm | 21.24mm | 21.25mm
4 17.12mm | 17.14mm [17.13mm | 18.04mm | 18.04mm | 18.04mm 14.65mm | 14.65mm |14.65mm | 23.85mm | 23.85mm | 23.85mm
5 18.29mm | 18.29mm | 18.29mm | 14.79mm |14.81mm | 14.80mm 17.97mm |17.95mm |17.96mm |26.21mm |26.21mm |26.21mm
6 17.74mm | 17.72mm [17.73mm | 20.41mm | 20.41mm |20.41mm |14.49mm |14.49mm |14.49mm |26.19mm |26.19mm |26.19mm
7 19.20mm |19.10mm |19.10mm |17.51mm |17.53mm |17.52mm |18.35mm |18.35mm |18.35mm | 22.33mm |22.31mm |22.32mm
8 19.76mm | 19.76mm [19.76mm | 16.80mm |16.80mm |16.80mm |20.42mm |20.42mm |20.42mm | 22.17mm |22.17mm |22.17mm
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS DE LOS DISTINTOS PROCEDIMIENTOS
REALIZADOS

RECOLECCION DEL PROPOLEO

Figura N° 01: Pesado del propdleo con particulas e impurezas.

Figura N° 02: Pesado del propodleo sin particulas e impurezas.
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PROCESAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO

FiguraN°03: Pesado del propdleo convertido en particulas pequefias

FiguraN°04: Propoleo y alcohol previamente distribuidos.

Figura N° 05: Maceracion y almacenamiento a 37°c
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Figura N° 05 — 06: Proceso de filtracion

Figura N° 07: Deshidrataciéon a 59 °C en la estufa para extraer el
etanol

Figura N° 08: Producto final a la deshidratacion
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OBTENCION DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO

Figura N° 09: Raspado y pesado del propéleo

Figura N° 10: Materiales utilizados
concentraciones.

para

realizar

las
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Figura N° 11 — 12: Obtencion de las concentraciones.

Figura N° 13: Extracto etandlico de propdleo.
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OBTENCION DE LAS CEPAS EN ESTUDIO - STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175

v

Figura N° 14 — 15 - 16: Materiales utilizados




Figura N° 17: Activacion de la cepa

Figura N° 18: Preparacion de las placas Petri.
Figura N° 19: Preparacién del in6culo Bacteriano de S.
mutans ATCC 25175.
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Figura N° 20: Incubacién

Figura N° 21: Materiales utilizados
preparacion de los discos.

para el hisopado y
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Figura N° 22: Materiales utilizados para la preparacion de
los discos.

Figura N° 23 - 24: Hisopado de las placas Petri.
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Figura N° 20: Dispensacion de los discos de inhibiciébn (embebidos con
E.E. Propdleo) sobre las placas inoculadas.
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RESULTADOS Y MEDICION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLEO

Figura N° 21: Lectura.

Figura N° 22: Medicion.




Figura N° 21: Resultados extracto etandlico de propdleo.
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ANEXO 3

), ‘ UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
"},»"‘ W/ ‘;'-,‘r FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
2 .3 kgg ‘\ LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
2 = / Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
:-/ = " edu.pe :Iww .ucsm.edu.pe @M Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

/ INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004467

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Jackeline Luciana Checalla Collatupa
Direccién del cliente : Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Yesica Miriam Alvarez Choque
Descripcién de la muestra : Extracto etanolico de la Propolio
INFORMACION DEL ENSAYO

Condici6én del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra :5mL

Fecha de recepcion : 07/01/2020

Fecha de ejecucion de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emision de informe  : 15/01/2020

Pagina :1de2
I ANALISIS FISICO — QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
Se determiné
DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS presencia de:
Metodologia thin layer chromatography (TLC) terpenos, di terpenos,
terpenoidales .

OBSERVACIONES:

— Lainformacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibié.

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

/CALIDAD LECC
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ANEXO 4

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
[ FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José SIN Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205
= ed http

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004467

AREQUIPA - PERU

& + 5154 382038 ANEXO 1168
edupe @D Aptdo. 1350

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente
Direccién del cliente

RUC

Identificacién del contacto
Descripcion de la muestra

: Jackeline Luciana Checalla Collatupa
: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto etanolico de la Propolio

INFORMACION DEL ENSAYO
Condicién del muestreo : Por el cliente
Tamaiio de muestra :5mL
Fecha de recepcién : 07/01/2020
Fecha de ejecucién de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emision de informe  : 15/01/2020
Pagina :2de2
et

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Fase Mévil: Acetato de etilo metanol agua (4:0,5: 0,40)
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulfarico (5%) 100 °C
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