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5. Resumen

El estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano, in vitro, de
tres métodos de recoleccion de extractos etanolicos de propdleo sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. El disefio del estudio fue prospectivo,
transversal, comparativo, analitico y experimental. La muestra fue 100 ul de
una suspension bacteriana obtenida a partir de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175, se realizd 5 repeticiones (placa) para cada tipo de recoleccién y
concentracion. Se prepararon extractos etandlico de propéleo del caserio el
Porvenir, provincia de Otuzco, departamento de La Libertad. Se agruparon los
extractos segun el tipo de recoleccion: método de raspado con espatula
metalica, método de raspado con espatula pléastica y método de malla pléstica.
Por cada tipo de recoleccion, se enfrentaron concentraciones al 5 %, 10 % vy
30% con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante la técnica de
Kirby-Bauer. Segun la prueba de comparacion de medias utilizando la
distribucion t de Student, se encontré diferencia altamente significativa
(p<0.01) a la concentracion de 30% entre el método de raspado con espatula
metélica y raspado con espatula plastica. Este Gltimo método presentd el mayor
halo de inhibicion (1.28 cm). Se concluyé que el método de raspado con

espatula tiene mayor efecto antibacteriano.

PALABRAS CLAVE: Antibacteriano, Propolis, Streptococcus mutans.



Abstract
The objective of the study was to determine the antibacterial effect, in vitro, of
three methods of collection of ethanolic extracts of propolis on strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175. The design of the study was prospective,
cross-sectional, comparative, analytical and experimental. The sample was 100
pl of a bacterial suspension obtained from the Streptococcus mutans strain
ATCC 25175, 5 repetitions (plate) were performed for each type of collection
and concentration. Ethanolic extracts of propolis were prepared from the El
Porvenir village, Otuzco province, La Libertad department. The extracts were
grouped according to the type of collection: scraping method with a metal
spatula, scraping method with a plastic spatula and plastic mesh method. For
each type of collection, concentrations of 5%, 10% and 30% were faced with
strains of Streptococcus mutans ATCC 25175 by means of the Kirby-Bauer
technique. According to the means comparison test using Student's t
distribution, a highly significant difference (p <0.01) was found at the 30%
concentration between the scraping method with a metal spatula and scraping
with a plastic spatula. This last method presented the highest inhibition halo
(1.28 cm). It was concluded that the scraping method with a spatula has a

greater antibacterial effect.

KEYWORDS: Antibacterial, Propolis, Streptoccocus mutans.
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Introduccion.

La enfermedad bucal mas prevalente es la caries dental, es importante
conocer los agentes etiologicos que la ocasionan para asi poder erradicarla 2.
Existen muchas investigaciones sobre los agentes bacteriostaticos que pueden
actuar a nivel de los microorganismos que la desarrollan, pero es necesario
realizar mas investigaciones con bacteriostaticos de origen natural, como es el
propoleo. !

Las abejas elaboran una sustancia resinosa que se origina de los
exudados vegetales, llamado Propéleo.*> Estudios anteriores han evidenciado
que tiene diversidad de compuestos quimicos, su composicion es variable y esto
depende del lugar que procede!”. Los compuestos fendlicos son los mas
importantes, componen mds de la mitad del peso total. Sus propiedades
medicinales se deben a estas sustancias, pero sus propiedades antimicrobianas
son ofrecidas por los flavonoides, el primordial compuesto fenolico del
propdleo.*

La gran variedad de compuestos fendlicos que presenta el propdleo es
lo que hace que el mecanismo de la actividad antimicrobiana sea compleja.*

El origen botanico del propdleo, la raza de la abeja, el tiempo en el que
fue producido y el método de recoleccion del propdleo, es lo que hace cambiar
su composicion. %78 Con respecto a los métodos de recoleccidn, existen
referencias en donde nos muestran que hay diversos métodos de recoleccion de

propodleo pero los mas usados son, el método tradicional de raspado y el uso de



mallas o trampas plasticas.® En el tradicional método de raspado se obtiene
propdleo con impurezas y contaminantes, los cuales pueden venir del ambiente
o de la cosecha. Por otra parte, en el método con malla pléastica se consigue un
propéleo de superior calidad, con menos impurezas y sin contaminantes. >

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto antibacteriano,
in vitro, de tres métodos de recoleccion de extractos etanolicos de propdleo
(raspado con espatula metalica, raspado con espatula plastica y malla plastica)
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hoy por hoy el propdleo ha despertado un gran atractivo en cientificos
de todo el mundo, ya que ha mostrado una potente actividad bioldgica, desde
el punto de vista terapéutico y nutricional, este proyecto ayudaria a mejorar la
calidad del propoleo obtenido, saber por medio de que método de recoleccion
seria el perfecto para que no intervenga en su composicion y pueda producir un
efecto antibacteriano eficaz.

Para este estudio se utiliz6 un propoleo de las colmenas ubicadas en el caserio
el Porvenir, provincia de Otuzco, departamento de La Libertad, producido
durante 3 meses. Para la obtencion del extracto etanolico de propdleo se usaron
las instalaciones del laboratorio de farmacognosia de la Universidad Nacional
de Trujillo y se uso el laboratorio de inmunologia de la Universidad Nacional
de Trujillo. Se agruparon los extractos segun el método de recoleccion: método
de raspado con espatula metélica, método de raspado con espatula plastica y
método de malla pléstica. Por cada método de recoleccion, se enfrentaron
concentraciones al 5 %, 10 % y 30% con cepas de Streptoccocus mutans ATCC

25175 mediante la técnica de Kirby-Bauer, para evaluar si existe diferencia



significativa en el efecto antibacteriano. Segun la prueba de comparacién de
medias utilizando la distribucidn t de Student, se encontrd diferencia altamente
significativa (p<0.01) a la concentracion de 30% entre el método de raspado
con espétula metalica y raspado con espétula plastica. Este ultimo método
presento el mayor halo de inhibicion (1.28 cm). Se concluyé que el método de

raspado con espétula tiene mayor efecto antibacteriano.



Revision de la literatura.

2.1. Antecedentes.

Checalla C. ° (Tacna, Pert1, 2020). “Efecto antibacteriano del extracto
etandlico de propo6leo sobre el Streptococcus mutans (ATCC 25175), in vitro,
Tacna 2020”. Tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano del Extracto
Etanolico de Propdleo (EEP) frente a Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC
25175, mediante un estudio, in vitro, en 2020. El presente estudio tuvo un
disefio experimental porque se utilizé técnicas de cultivo en inoculados con
cepas de Streptococcus mutans (S. mutans) ATCC 25175 a los cuales se les
aplico discos con diferentes concentraciones de Extracto Etandlico de Propoleo
(EEP). EI 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%. Utilizé la prueba de difusion en disco sobre el medio Brain Heart Infusion
Agar (BHA) inoculado 8 placas 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
utilizo el compas Vernier para realizar la medicion de los halos de inhibicion.
Como resultados, se logré comprobar que existe efecto antibacteriano, por
método de difusion Kirby Bauer demostrando que el extracto etandlico de
propbéleo presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la bacteria
Streptococcus mutans ATCC 25175. (25% = 17.583 mm; 50% = 16.905 mm;

75% = 16,881 mm) (p<0,05).



Huaytalla R, et al. 1° (Lima, Per, 2018). “Efecto inhibidor in vitro del
extracto etandlico de propdleo al 15% y 30% frente a cepas de Lactobacillus
acidophilus”. Tuvo como objetivo evaluar el efecto inhibitorio del extracto
etandlico de propdleo al 15 % y 30% en comparacion al gluconato de
clorhexidina al 0,12% frente a cepas de Lactobacillus acidophilus. El presente
estudio fue de tipo experimental in vitro, mediante el método de difusion en
disco placa, llamada también el método de Kirby-Bauer. La poblacién estuvo
conformada por cepas de Lactobacillus acidophilus de uso comercial, con una
muestra de 30 cultivos en placas petri con agar base sangre, colocandose discos
de papel Whatman N° 40 embebidos con extracto etandlico de propoleo al 15%
y 30%, asi como gluconato de clorhexidina 0,12% como control positivo y
alcohol de 70° como control negativo. Se desarroll6 el cultivo en condiciones
de anaerobiosis a 37 °C. Como resultado, se demostr6 que la concentracion al
15% y 30% del extracto etanolico de propdleo presenta un mayor efecto
inhibidor promedio de 8,15 mm y 11,75 mm a las 48 horas y de 11,40 mm y
14,25 mm a las 72 horas, respectivamente; en relacion con el halo de inhibicién
promedio producido por el gluconato de clorhexidina al 0,12% a las 48 y 72
horas, que fue de 6,55 mmy 8,00 mm. En conclusién, la investigacion encontrd
que el extracto etandlico de propoleo al 30% obtuvo mayor efecto inhibitorio
in vitro frente a la cepa de Lactobacillus acidophilus al cabo de 48 y 72 horas

cuando se le compar6 con el gluconato de clorhexidina al 0,12%.

Cayo C, et al. ** (Huacho, Pert, 2016). “Evaluacion in vitro del efecto
antibacteriano del Propoleo sobre cultivos de Streptococcus mutans (ATCC

25175)”. Evaluo el efecto antibacteriano in vitro del Propolis en el



crecimiento de cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175). Tuvo un
disefio experimental in vitro, de tipo aplicada, transversal, prospectivo, y de
nivel descriptivo. La poblacion muestral estuvo conformada por 30 sembrados
Streptococcus mutans de placas contenidas de Agar Muller Hinton. Para la
cual se usaron concentraciones de 10%, 20% y 30% de Propolis y se midieron
los halos de inhibicion formados alrededor de los discos embebidos con cada
una de las concentraciones sobre las cepas del Streptococcus mutans (ATCC
25175). Como resultado se obtuvo que para el grupo 1 (10%), la media
aritmética fue de 0.486 mm. Para el grupo 2 (20%), la media aritmética fue de
0.714 mm. Y en el grupo 3 (30%), se obtuvo la media aritmética de 0.636
mm. En conclusion, este trabajo se demostréd que los valores promedios de
inhibicion de los halos de los tres grupos, presentan alta dispersion. Ademas,
los grupos comparados no presentan diferencia estadisticamente significativa,
es decir los tres grupos tienen valores de inhibicion del halo similares.
Finalmente, la concentracion inhibitoria minima entre los tres grupos es la de

concentracion del propéleo al 10%.

Arévalo C. ® (Trujillo, Perti, 2014). “Efecto antimicrobiano in vitro de
tres variedades de prépolis frente a Streptococcus mutans ATCC 25175”. Tuvo
como objetivo determinar el tipo de Prépolis in vitro que posee mayor efecto
antimicrobiano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. El estudio fue de
tipo prospectivo, longitudinal, comparativo y experimental. Tuvo una muestra
de 16 placas Petri. Donde se incluyd tres tipos de Propolis obtenidos de la parte
costa de la Regidn de La Libertad, Chepen (tipo A), de la Region de San Martin,

Moyobamba (tipo B), y de la Region de Ayacucho (tipo C). Se prepard



extractos etandlicos de Propolis al 10%, los cuales fueron embebidos en discos
de papel filtro Whatman nimero 3 previamente esterilizados, posteriormente
los discos fueron aplicados en el medio de cultivo Mdeller Hinton- sangre
inoculados previamente con Streptococcus mutans ATCC 25175. Se incubd por
24y 48 horas, y se tomd la medida del halo de inhibicion. Se obtuvieron como
resultados las medidas de halo de inhibicion a las 24 horas para el tipo A (13.91
mm), tipo B (7.38 mm) y tipo C (14.50 mm) y a las 48 horas en el tipo A (17.06
mm), tipo B (7.88 mm) y tipo C (23.69 mm) de media. Mediante el test
estadistico de Kruskall-Wallis se demostrd que hay una diferencia de actividad
entre las muestras a las 24 y 48 horas, obteniendo 32.604 mm y 42.164 mm,
respectivamente, la cual se detall6 mediante la prueba de Mann-Whitney donde
se obtuvo que a las 24 horas el tipo de Prépolis A 'y C no se diferencian entre
si, pero si se diferencian de B, obteniendo las dos primeras mejores resultados.
A las 48 horas los tres tipos de Propolis se diferencian entre si, siendo el tipo C
el que obtuvo mejores resultados seguidos de A y de B, todo esto en cuanto a

la medicion de los halos de inhibicion.

Barrientos L, et al. 12 (Chile, 2013). “Caracterizacion quimicay botanica
del propdleo chileno y actividad bioldgica sobre bacterias cariogénicas
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus”. Su objetivo fue determinar la
caracterizacion quimica y botanica de las muestras de propoleos chilenos y
evaluar su actividad bioldgica contra las bacterias cariogenicas Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus. Veinte muestras de prop6leos se obtuvieron
de los productores apicolas de las regiones central y sur de Chile. Los extractos

concentrados de etanol y metanol (EEP) se prepararon con 30 g de propdéleo



fresco picado, que maceraron durante 7 dias a temperatura ambiente, tapados
con etanol (70%) en matraz aforado (100 mL) y agitado ocasionalmente, todos
los dias, y finalmente, filtrado con Papel Whatman N° 2. Los extractos
metandlicos se centrifugaron tres veces para eliminar las ceras. Todos los
extractos fueron almacenado en la oscuridad a -20 ° C hasta el anélisis. Las
bacterias fueron muestras clinicas obtenidas de nifios de la Region de La
Araucania aislados en un estudio previo y confirmados por PCR-RFLP. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se realizé6 mediante microdilucién, que
consiste en realizar diluciones seriadas del compuesto a estudiar en microplacas
(96 pozos) con caldo de soja triptico. El indculo de partida fue de 5 x 105 ufc /
ml. La CMI se determind por triplicado para cada propdleo contra cepas
bacterianas aisladas y se evalud después de 48 h de incubacién a 37 ° C. El
andlisis de los datos se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism, version
5.0 (EE. UU.) y el programa ANOVA se utiliz6 para las comparaciones de
actividad antimicrobiana del propoleo. Las comparaciones entre las muestras
(por triplicado) se realizaron con Prueba de comparaciones mdaltiples de
Dunnett's. El nivel de significancia estadistica considerado fue p< 0.05. Como
resultados, EI EEP P001 y P008 del centro de Chile mostraron los niveles mas
bajos de actividad antimicrobiana (CMI 6,67 y 8,22, respectivamente). Similar,
destacando el propdleo P019 y P020, del sur de Chile mostr6 la mayor actividad
antimicrobiana (CMI 1,94 y 0,90, respectivamente). Al comparar el CMI para
S. mutans y S. sobrinus segun el origen, observamos para ambos que la CMI
era mas baja con propoleos del sur (p = 0,011 y p = 0,007, respectivamente).

Se concluy6 que las diferentes muestras de propoleos no tienen la misma



actividad inhibidora sobre el crecimiento bacteriano, pero todos inhibieron el

crecimiento de los estreptococos mutans.

Martinez J. ° (Colombia, 2012). “Caracterizacion de propéleos
provenientes del municipio de Caldas obtenido por dos métodos de
recoleccion” Su objetivo fue evaluar la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana de los propdleos provenientes del municipio de Caldas
(Antioquia, Colombia), colectados en un mismo apiario por los métodos:
tradicional de raspado y malla matrizada. Las muestras se colectaron en época
de verano, durante los meses de junio-julio de 2007, por los métodos de raspado
(CR) y malla pléastica (CM) (malla flexible con orificio romboide de 3 x 3 mm)
hasta obtener una muestra representativa del apiario y en cantidad suficiente
para los andlisis, las muestras se trituraron y homogenizaron. El material se
almacend bajo refrigeracion y en ausencia de luz. Se pesaron 30 g de los
propoleos crudos, los cuales se sometieron a extraccién exhaustiva con etanol
destilado del 96% (3 x 100 mL) durante 48 h a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. Seguidamente, la mezcla se centrifug6 a 3000 rpm durante 10
min y se filtré por gravedad. Al filtrado obtenido se le adicioné 10 mL de agua
destilada y se dej6 en refrigeracion hasta precipitar las ceras (12 h,
aproximadamente). El ciclo de refrigeracion se repitié hasta no observar ceras
precipitadas. Después de filtrar, el extracto etandlico se sometio a un proceso
de evaporacion al vacio y temperatura de 40°C, hasta sequedad. La resina
obtenida fue envasada en viales ambar y refrigerada a -12°C hasta posterior

utilizacion. La actividad antibacteriana se evaluo por el método de difusion en



disco en agar Mueller-Hilton inoculado con la cepa indicadora correspondiente.
En la superficie del agar se depositaron discos de papel de filtro de 6 mm de
didmetro y tamafio de poro de 100 um previamente esterilizados. Los discos
fueron impregnados con 20 pL de la solucién etandlica del propdleos y las cajas
incubadas durante 18 h a 37°C. La actividad se expres6 como la diferencia, en
milimetros, entre el radio del halo de inhibicién y el radio del disco de papel
filtro. Adicionalmente, se realiz6 un control conteniendo sélo etanol. Las cepas
indicadoras utilizadas fueron: Salmonella tiphy, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, obtenidas del laboratorio de
Microbiologia Industrial de la Universidad Nacional de Colombia. Todas las
cepas fueron recuperadas en medio BHI a 37°C por 24 h. Como resultado, para
S. aureus en CM (0.1 mg/mL =2.00 + 0.58 mm; 1 mg/mL = 2.00 £ 1.53 mm;
10 mg/mL =5.00+1.15mm) yen CR (0.1 mg/mL = 3.00 £ 0.58 mm; 1 mg/mL
=3.00 £ 0.58 mm; 10 mg/mL = 3.00 + 0.58 mm), para B. subtilis solo obtuvo
resultados en CM y a 10 mg/mL = 9.00 + 0.58 mm, para E. Coli en CM (0.1
mg/mL = 3.00 = 1.53 mm; 1 mg/mL = 6.00 £ 0.58 mm; 10 mg/mL = 6.00 +
1.15mm)yen CR (0.1 mg/mL =6.00 £ 1.00 mm; 1 mg/mL =6.00 + 1.15 mm;
10 mg/mL = 5.00 + 0.58 mm) y para S. tiphy CM (0.1 mg/mL = 4.00 £+ 0.58
mm; 1 mg/mL =5.00 + 0.00 mm; 10 mg/mL =5.00 + 0.58 mm) y en CR (0.1
mg/mL =5.00 £ 1.00 mm; 1 mg/mL = 5.00 £ 0.00 mm; 10 mg/mL = 6.00 +
0.58 mm). El material obtenido mediante malla matrizada present6 un perfil
quimico amplio, buena actividad antimicrobiana y mejores parametros de
calidad, de acuerdo con estandares establecidos por normas internacionales que

los propdleos obtenidos por el método de raspado. Ademas, pudo observarse
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que la accién antimicrobiana de los propoleos fue dependiente de la

concentracion del extracto y del hongo o bacteria evaluada.

Mayta-Tovalino F, et al. 2 (Lima, Pert, 2010). “Evaluacion in vitro del
efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo de Oxapampa — Peru
sobre cultivos de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923)” Tuvo como objetivo determinar la accion
antibacteriana del extracto etanolico de propoleo (EEP) de Oxapampa - Perl
frente a dos cepas de microorganismos de la cavidad oral como el
Staphylococcus aureus y el Streptococcus mutans. Se evalud la actividad
antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer. El disefio del estudio fue
de tipo experimental in vitro y el tamafio muestral fue 16. Se prepararon dos
extractos de propdleo al 10% y al 30%. Para el analisis de la actividad
antimicrobiana del EEP, los discos con EEP al 10% y 30% fueron colocados en
placas petri estériles conteniendo el agar nutriente especifico para cada cepa,
incubadas a 37°C, por 24 y 48 horas, la actividad antimicrobiana fue
determinada por la formacion del halo inhibitorio alrededor de los discos
medida mediante una regla vernier, el cual, nos determind la cantidad en
milimetros del didmetro del halo de inhibicion. Para el andlisis de los datos se
utilizo la prueba t de Student. Al analizar la accion antibacteriana contra el S.
mutans de los EEP, se encontro que el propdleo al 10% presento una media de
11,47mm de halo de inhibicion con una desviacion estandar de 0,57 mm
mientras que el propoleo al 30% presentd una media de 11,57mm de halo de
inhibicion con una desviacion estandar de 0,97. Al comparar se encontré que

el didametro del halo de inhibicion contra el S. mutans de las dos concentraciones
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de propdleo no mostraron diferencia significativa. Concluyeron que el EEP al
30% tuvo mayor efecto antibacteriano que el Listerine® contra el S. mutans

p<0,001 e igual en efectividad que la clorhexidina 0,05% frente al S. aureus.

Ophori E, et al. * (Nigeria, 2010). “Actividad antimicrobiana del
propoleo contra Streptococcus mutans”. Su objetivo fue investigar la actividad
antimicrobiana del extracto etanolico de propdleo (EEP) obtenido de colmenas
de abejas (Apis mellifera) contra Streptococcus mutans aislado de caries dental.
Las determinaciones de la difusion de agar y de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) fueron los métodos utilizados en este estudio. El diente
cariado se limpid con un algoddn esterilizado e inmediatamente se rayo el agar
triptona de soja, incubado a 37 ° C durante 48 - 72 h. S. mutans fue
caracterizado por cultivos estdndar, métodos morfoldgicos y bioquimicos. Se
hicieron varias diluciones de EEP (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pg/ml), mientras se
utilizaron agua y etanol como controles. EI EEP en concentraciones de 4, 8, 16
y 32 ug / ml mostr6 fuerte actividad antimicrobiana contra S. mutans con zonas
de inhibicion de 10 £ 4, 12 + 4,20 + 2y 24 £ 2 mm, respectivamente. Se obtuvo
crecimiento en las placas Petri de Streptococcus mutans a concentraciones de
0.5, 1y 2 pg / ml. Hubo un crecimiento medio a maximo de S. mutans en los
controles de etanol y agua. Los resultados demuestran que el extracto etandlico
de propdleo tiene una fuerte actividad antimicrobiana y sugieren que puede ser
atil en el tratamiento de la caries dental causada principalmente por S. mutans.
Se concluye que aparte del uso recomendado de pasta dental fluorada y algunos
agentes antimicrobianos naturales, el uso del propdleo para el tratamiento y

control de la caries dental es muy recomendable.

12



2.2. Bases teoricas de la investigacion.

2.2.1. Caries dental:

Existen multiples definiciones sobre la caries dental:

Segln la Organizacion Mundial de la Salud, es un proceso dinamico
consecuencia de un disturbio del equilibrio entre la superficie del diente y el
fluido de la biopelicula circundante de tal modo que, en el tiempo, el resultado

neto puede ser una pérdida de mineral de la superficie dental. °

“Es la destruccion o rompimiento de los dientes, en el cual hay una ruptura del
tejido que configura el diente como el esmalte, dentina y cemento, que se crea

por la accion de las bacterias en la superficie dental” (Silverstone ,1985) 16

“Es una enfermedad que tiene multiples factores causales, universal, que se
distingue por la disolucién quimica localizada, de los tejidos duros del diente
por la accion de los acidos organicos, provenientes del metabolismo bacteriano

de azucares” (Thysltrup,1998) 1

“Enfermedad multifactorial, que posee algunos aspectos etioldgicos, lo cual

tendra influencia en su prevencion y tratamiento futuro” (Bordini, 2010)*

“Proceso de desmineralizacion que se produce en los dientes, por el acido
bacteriano, que se inicia debajo de la superficie dental”. Cit6 a Miller 1890
quien llegd a la conclusion de que “la caries dental es el resultado de la
descalcificacion producida por el acido de las bacterias presentes en la cavidad

oral; seguida de la colonizacién y destruccion de los tejidos del diente. Es una
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de las enfermedades que se presenta con frecuencia y continuara siendo una

causa importante de pérdida de dientes” (Henostroza, 2007)

La patologia bucal més prevalente es la caries dental, enfermedad
infecto-contagiosa, transmisible y que puede alcanzar a involucrar la vitalidad
del 6rgano pulpar. Es multifactorial, caracterizada por la destruccion de los
tejidos duros del diente como resultado de una desmineralizacion incitada por
los &cidos que origina la placa bacteriana a partir de los hidratos de carbono de

la dieta, produciendo una cavidad conocida como caries. '

Etiologia de la caries dental:

Enfermedad multifactorial de modo que hay diversas teorias al respecto.
Negroni (2009) sefialé “la existencia de tres factores que participan en la
creacion de caries dental, que figuran la triada de Keyes: un factor es el
microorganismo que frente a un factor sustrato, logra afectar a un tercer factor
el hospedador, que seria el diente. Asimismo, demostrd que se necesita que pase
un periodo de tiempo notable para la creacion de procesos cariosos, por ende,
forma parte de los factores de riesgo”. ¢ La intervencion de los tres factores
deben actuar simultdneamente: por una parte, las caracteristicas del huésped en
general, es decir, el diente que debe ser susceptible a sufrir caries; por otro, la
existencia de una microflora caracteristica (en especial, Streptococcus mutans)

y, en ultimo lugar, la presencia de un sustrato compuesto, basicamente por la
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2.2.2.

existencia en la dieta de hidratos de carbono, en un periodo de tiempo

concreto.’

Varios autores, indican que hay factores moduladores, quienes
colaboran e influyen decisivamente en la aparicion y desarrollo de las lesiones
cariosas, ellos son: tiempo, edad, salud general, fluoruros, grado de instruccion,
nivel socioecondmico, experiencia pasada de caries, grupo epidemioldgico y

variables de comportamiento.’®

Shafer (1986), alegd “se hallan grupos de microorganismos
predominantes dentro de la placa dental siendo estos los estreptococos (S.
mutans, S. sanguis, S. mitis y S. salivarius), actinomices (A. viscosus, A.
naeslundii, A. israelii) y veillonellae (V. parvula, V. alcalescens), observando
al Streptococcus mutans como el factor etiologico fundamental en la caries

dental”.16

Grupo Streptococcus mutans:

El Streptococcus mutans, es una bacteria coco Gram positivo dispuesto en
cadena, catalasa negativo, fermentador de glucosa, sacarosa, fructosa, rafinosa,
lactosa, manitol, inulina y salicina con produccién de &cido lactico, acético,
propidnico y formico, que colaboran a la desmineralizacion del diente, puesto
que los acidos elaborados por dicha bacteria se orientan hacia el esmalte poroso,
disociandose y liberando iones de hidronio, quienes disuelven inmediatamente
el esmalte dental, haciendo calcio y fosfato, elementos que se dirigen al exterior

del esmalte creando la desmineralizacion. *8° Es un microorganismo no movil,
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anaerobia facultativa, perteneciente al grupo viridans.®® Tiene la facultad de
variar un pH de 7 a 4.2 en 24 horas aproximadamente. Para un buen aislamiento

e identificacion, se necesita de medios de cultivos enriquecidos con sangre. 8

El Streptococcus mutans fue descrito por primera vez por
Clarke en 1924 pero recientemente ha aumentado el interés por esta especie que
parece estar compuesta por un grupo de seis especies distintas o que al menos
comparten cierto nimero de caracteristicas comunes y que en la actualidad se
conocen como Streptococcus del grupo mutans. Entre el grupo la especie mas
prevalente en el mundo es la descrita originalmente como S. mutans (serotipos
c, e y f). Estos microorganismos se encuentran en un nivel del 90% en los

portadores de Streptococcus del grupo mutans.®

Los Streptococcus mutans son cocos Gram+, dispuestos en
cadenas cortas de 4 a 6 cocos, los cuales miden de 0.5 a 0.8 um de didmetro.
Esta bacteria se aisla en el 70 — 90% de la poblacion no desdentada. Por su
especial capacidad de colonizar superficies duras se aisla en la cavidad oral,

sobre todo a partir de placas supragingivales, radiculares y saliva.

Factores de patogenicidad:

El Streptoccocus mutans se encuentra normalmente en el
biofilm dental pero bajo ciertas condiciones puede volverse dominante, lo que
lleva a la progresion de la caries dental.’

Segun Nudiez (2010), “el Streptococcus mutans, es un
microorganismo que tiene diferentes factores que incitan a la formacion de

caries, los cuales son: Acidogenicidad, que es la facultad del Streptococcus para
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producir acido lactico, como resultado de la fermentacion de aztcares de la
dieta y asi desmineralizar el esmalte. Aciduricidad, que es la capacidad de
elaborar 4cido aun en medios con pH bajo. Acidofilicidad, que es la habilidad
de tener alta resistencia a un medio con gran acidez, gracias a su capacidad de
bombear protones fuera de la célula” %!

El Streptococcus mutans sintetiza las glucosiltransferasas
(GTF), son enzimas que elaboran glucanos libres desde la fermentacion de la
sacarosa.!®!7 Debido a los glucanos insolubles, el Streptococcus mutans se fija
al diente y consigue su mantenimiento. El Streptococcus mutans posee una alta

facultad de coagregacion, ya que se puede unir facilmente con diferentes

especies y con otros Streptococcus, reforzando el biofilm oral. '*

Medios de cultivo:

Es una técnica de laboratorio usado en general para
estudios cientificos porque coopera a la multiplicacion, crecimiento y
desarrollo de un microorganismo in vitro. Un medio de cultivo debe estar
estéril, incluir nutrientes especificos y tener la humedad correcta, para que se
pueda emplear en el laboratorio de manera adecuada. La mayoria de medios de
cultivo para una correcta utilizacion ya estan deshidratados o liofilizados. '*

El Streptococcus mutans en funcion del medio de cultivo y
del producto patoldgico se muestra morfologicamente como cocos gram
positivos que se agrupan en parejas y cadenas cortas o largas.'” En medios de
cultivo sélidos se aparecen conformando colonias pequefias, redondeadas,

ligeramente convexas y opacas, son como diminutas cadenas cortas. En medios
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2.2.3.

de cultivos liquidos la figura que mostrara sera granulosa, conformando unos
grupos que tienden a sedimentar en el fondo de los tubos, al medio ambiente

perecen de 3 a 5 dias y en caldo duran 8 dias.!®

Agar Muller Hinton con sangre

Es un medio de cultivo usado para hacer pruebas de
sensibilidad a extractos vegetales o diversos antimicrobianos para estudios
cientificos. Soélido, no selectivo, nutritivo que tiene concentraciones bajas de
tetraciclinas, sulfonamidas y trimetoprima. Cuando al Agar Muller Hinton se le
agrega 5% sangre de cordero, se pueden realizar ensayos de sensibilidad muy
satisfactorias de Streptococcus.'®

Su elaboracion es de uso profesional. Se utiliza a menudo
para cribar muestras contra una serie de microorganismos y el pardmetro de
actividad es el didmetro de la zona de inhibicion. 2° En su método tiene peptona
acida de caseina, almiddn, infusioén de carne, agar. Debe preservarse en placas
Petri a temperatura de 2 a 8°C, cuando se utiliza con sangre tiene un color rojo

cereza. Su tiempo de incubacién es variable segin el microorganismo a

investigar.!'®

Propdleo:

El propoleo es una sustancia natural producida por las abejas meliferas

(Apis mellifera), desde diferentes tejidos de las plantas y los exudados de las
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cortezas. Los materiales colectados son molidos, humectados y combinados
con la cera creada por las glandulas céreas y por altimo son llevados hacia la
colmena. En estado fresco es resinoso, y cuando se mantiene durante méas de
cinco meses en la colmena tiene forma vidriosa. ® Tiene olor dulce. Es una
sustancia gomosa, resinosa, quebradiza y dura. A mas de 15°C, se ablanday se
torna pegajosa, y a mas de 60 o 70 °C se torna liquida. Es originada en las
yemas y cortezas de los arbustos o arboles y es recolectada por las abejas,
quienes lo transforman con sus secreciones salivales y ceras, 1o usan para cubrir
los agujeros y asi ir protegiendo su colmena contra microorganismos agresivos.
21

Se produce con el objetivo de defender la colmena, trabaja como soporte
estructural para cubrir rendijas y agujeros para regular la temperatura del
interior de la colmena y evitar el ingreso de otros organismos, conserva la
colmena libre de bacterias y hongos. Dentro de las colmenas pequefios
vertebrados intrusos y los cadaveres de los insectos se momifican con
propdleos, evitando el ataque por insectos necréfagos y el desarrollo de

enfermedades infecciosas.®

El Propdleo esta siendo producido a lo largo y ancho del mundo por las
abejas meliferas, estas usan la flora que se encuentra alrededor de sus colmenas
para elaborar este producto, sin embargo, la composicion quimica podria variar

de acuerdo a la flora.?

Es un remedio que se ha usado desde la antigiiedad, para diferentes usos,
pero sobre todo se ha utilizado como cicatrizante, antiséptico, antimicrobiano,

entre otros usos, su efectividad es indiscutible. 2!
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Etimologia:

Propbleo proviene del griego “Pro” que quiere decir defensa de; y

“polis” que significa panal. 111°

Caracteristicas:

« Aspecto: Esferas, granos, briquetas. Dependerd del método de

recoleccion utilizado.

« Estructura: No homogénea, espesa, existencia de impurezas de cera

y mecanicas, tiene relacién con método de recoleccion usado.

« Color: Pardo, verde oscuro, amarillo-verdoso, amarillo, pardo rojizo,

pardo oscuro, hasta negro.

« Consistencia: Pegajosa cuando recibe temperaturas de méas de 15°C y

liquida a temperaturas entre 60 a 70 °C.

 Olor: Aromatico, resinoso, indica la presencia miel y de aceites

esenciales. Existen propoleos inoloros.

« Sabor: Insipido en pocas ocasiones, picante, mayormente amargo. %16
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Composicion quimica:
Su composicion es compleja, cambia segun las fuentes vegetales, las
diversas regiones climatica y geografica. >'° Se han identificado

aproximadamente 200 compuestos diferentes.

Resinas y Balsamos...........ccooiiiiiiiiiiiiiiicieeeeeeee e 9 0=
55%

(O] BT TSP TPETPPR PR ORI 25-35%
Aceites

VOIALHES. ... e 10%

0] =] o USSR 5%
Sustancias organicas Yy MiNerales.........c.ccovveveiiieiieenesie e 5%
6,21,22

El propdleo es abundante en aceites esenciales y bioflavonoides,
asimismo de incluir aminoéacidos, oligoelementos y vitaminas. Conformado por
mas de 250 distintas sustancias, y 50 principios biolégicamente activos. Dentro
de su composicién se hallan sobre todo oligoelementos y aceites esenciales.
Los oligoelementos intervienen en procesos vitaminicos, metabdlicos y

fermentativos ademas colaboran en la recuperacion de estados anémicos. 2

Ademas, esta compuesto de resinas, vitaminas, balsamos, aminoacidos
esenciales, flavonoides 50% de compuestos fenolicos (encargados de la
actividad antiviral), cumarinas, aldehidos aromaticos, acidos aromaticos,

triglicéridos fenolicos.®2
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Depende del origen, los propéleos estan conformados de 30 - 60 % por
ésteres, aldehidos fenodlicos y polifendlicos, cumarinas y flavonoides.
Justamente los flavonoides, entre los que sobresalen las flavonas,
flavonononas, flavonoles, dihidroflavonoles; los que brindan las excelentes
propiedades terapéuticas, como el efecto antibacteriano, antiviral,

antiparasitario y coagulante. 2

Aspectos en la elaboracion del propdleo:

La interrelacion de los factores juega un papel importante en el éxito de
la calidad del propoleo, los cuales son:
Clima y Flora:

Como el propdleo es un material producido desde los exudados y tejidos
de diversa vegetacion, su origen geografico repercute en su estructura, ya que

las fuentes vegetales cambian segun la latitud y los pisos térmicos. %

Raza de la abeja:

El ambiente en donde se desenvuelve la actividad apicolay la raza de la
abeja influye en su elaboracion. Los hibridos africanizados y la raza caucésica
de apis mellifera, producen mas propéleo que otras razas, favoreciendo también
si los apiarios se encuentran a mas de 1000 m de altitud.?*

Perelli en 2012, menciond a los grupos de abejas que elaboran propoéleo:
“Apis mellifera, Melipona quadrifasciata, Melipona Compressipes”, aungue,

diversos estudios revelan que los propoleos de las abejas que son de
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procedencia europea muestran menor efectividad antimicrobiana que las abejas

que son de procedencia africana (Apis mellifera). 1/

Métodos de recoleccion:

Existen diversos métodos de recoleccion o produccion de los propoleos,
los més usados son el raspado del material apicola y la utilizacion de mallas
plasticas colocadas en la parte superior de la tltima alza. 22

Para obtener una excelente recoleccion depende bésicamente de la
conducta de las abejas en la colmena. Se puede acelerar la elaboracion y
mejorar la calidad del propdleo si se altera las condiciones dentro de las
colmenas usando diferentes dispositivos. 22

En la seleccién del propdleos a cosechar, es importante tener en cuenta
la ubicacion del mismo en la colmena. El propdleos de la piquera ha perdido
gran parte de sus propiedades por estar expuesto al medio ambiente, al aire y al
sol. El propdleos del techo contiene en general demasiadas ceras, mientras que
el del piso demasiadas impurezas. El propdleos depositado en las paredes
internas de la colmena, laterales y cabezales de los cuadros posee una mayor
concentracion de resinas y si bien se encuentra mas protegido, es mucho mas
escaso. ’

El método de recoleccidn puede afectar la produccion de propdleos en
las colmenas y, dependiendo del estimulo para la recoleccion de resina por parte
de los recolectores, puede agregar un exceso de cera de abejas al propodleo,

alterando asi su composicion.®
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Raspado del propdleo.

Se basa en raspar con una espatula o cualquier otra herramienta con
corte, en todos los espacios de la colmena donde las abejas han depositado
propdleo.> 2° Los cuadros (donde van alojados los panales en las colmenas
moviles) son raspados uno por uno, quitando con cuidado el propoleo de la
madera. Las tapas, las paredes de la colmena, los cubre panales, también se
actlia de la misma manera. El raspado es un trabajo dificultoso para el apicultor,
y muy pocos son los que la practican por el esfuerzo que se realiza. Cuando las
colmenas tienen muchos afios sin sacar el prop6leos, luego de varias horas de
un laborioso raspado se puede conseguir hasta 200 gr. por colmena. Por medio
de este método de recoleccién segun el tiempo que lleve en la colmena puede
que pierda sus propiedades.?

Es un procedimiento desfavorable por la alta posibilidad de oxidacion y
contaminacion de los compuestos bioactivos dada la existencia de metales en
el material usado para el raspado, y ademas muy engorroso por la poca

productividad.®

Colocacion de rejillas.

Método utilizado por los apicultores profesionales. Mayormente se usan
dos tipos de rejillas: las de trenzado de nylon y la plastica, elaborada con
troquel. Consiste en una placa perforada (espacios de 1,5 a 3 mm.) por donde
las abejas no se pueden movilizar, de modo que, tienen la necesidad de cubrir
los orificios para obstruir el acceso de posibles enemigos o de frio. Las rejillas

se ubican sobre los panales de la colmena. La época donde las abejas recolectan
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mas propoleo es en otofio. Normalmente de 1 a 6 meses es el tiempo adecuado
para quitar la rejilla de la colmenay se sustituye por una nueva. El proceso para
cosechar es: colocar la rejilla en un congelador durante una hora, al bajar la
temperatura del prop6leo cambia su consistencia, después se sacuden sobre una
superficie dura para que se separe. Con el uso de este método, se consigue un
propoleo mas puro, lleva pocas impurezas, y de mejor calidad. Ademas, a
diferencia del obtenido mediante raspado, comprendemos que se obtiene un
propoleo més fresco, ya que se comienza a elaborar desde el punto en que se
instala las rejillas en las colmenas. Por medio de este simple método de cosecha
se pueden alcanzar, al afio, de 100 a 200 gr. de propdleo de primera calidad.
Ademas, a las abejas les evitamos enfado al momento de la cosecha, y el
apicultor usa menos tiempo y esfuerzo.> /1?2

El uso de mallas a su vez proporciona un propéleo méas granulado, el

cual favorece el proceso de extraccion con solventes como el etanol.®

Mecanismo de accion antimicrobiana del propoleo:
La compleja composicion le confiere al propdleo capacidad

antibacteriana, antimicotico y antiviral .2

Algunos estudios han reportado que ciertos flavonoides presentan
actividad bioldgica contra microorganismos orales y mencionaron que el
propoleo inhibe in vitro la actividad de la formacion del glucano y la
glucosiltransferasa demostrando la actividad antibacteriana contra el

Streptococcus mutans. Y Sobrinus. 22
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Cuadro 1. Propiedades y compuestos quimicos del propéleo.

PROPIEDAD

COMPUESTO QUIMICO

Antimicotico

Pinocembrina, &cido acético y caféico

Antibacterial

Pinocembrina, Kaemferol y &cido caféico

Antiséptico

Acido Benzdico

Antiviral

Acido caféico, luteolina y quercetina

Antimutagénica

Acido ferdlico, 4cido cinamilo y &cido

coumarico

Citotoxicidad e inhibiciéon de tumores

Acido Caféico, fenetil ester, quercetina y

crisina

Anestésico local Pinocembrina

Antihemorragico Flavonoides

Curacién de heridas Acidos Fendlicos y flavonoides

Efecto aglutinante Acido Ferdlico

Estimula la mitosis y Arginina

aumenta la biosintesis de las proteinas

Curacidn de ulceras gastroduodenales Luteolina, apigenina, pinocembrina vy
galangina

Histaminopectica

Quercetina

Antioxidante

Flavonoides, &cido caféico y fenetil ester

Antiinflamatorio

Flavonoides y acido caféico

Espasmolitico

Quercetina y Kaempferide

elastina

Promueve el desarrollo de colageno y

Acido Feldrico

Elaborado por: Véazquez, 2010. ’
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Uso en la odontologia:
El propoleo exhibe propiedades antimicrobianas, anticancerigenas,
antifungicas, antivirales y antiinflamatorias, no es tdxico y su dosis segura es

de 1.4 mg / kg o 70 mg dia para humanos. 323

Actividad Anticariogénica:

El potencial anticariogénico del propoleo se ha verificado en distintos
estudios in vitro e in vivo se ha descubierto la reduccion de la incidencia de
caries y acumulacion de placa dental; mencionando que hay dos mecanismos
ligados con las propiedades antiplaca / anticariogénica como son la inhibicion
de la enzima glucosiltransferasa y la actividad antimicrobiana contra bacterias
cariogénicas.: 16: 21

La efectividad antimicrobiana de los extractos depende del solvente
empleado, la procedencia del propoleo y de la especie bacteriana evaluada,
siendo los extractos etanolicos (EEP) los méas efectivos. La composicion
quimica del propdleo revela que los componentes farmacoldgicos activos mas
importantes son los flavonoides y varios compuestos fendlicos, terpenoides y
aromaticos. Entre estos la apigenina (flavonoides) y el tt-farnesol (terpenoides)
han demostrado tener las mayores propiedades antimicrobianas contra
Streptococcus mutans, basados sobre todo en su capacidad de inhibir las
glucosiltransferasas y en su efecto bactericida; ademas, impiden la sintesis de
glucanos y pueden influenciar en la composicion quimica y microbiana de la
placa dental. Varios estudios, aseguran que el efecto antibacteriano del

propodleo sobre los lactobacilos, es muy reducido, actla en caries de esmalte o
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dentina de poca profundidad ya que no puede dispersarse en areas profundas

del diente.l 1621

Actividad anestésica:

Manara y col, sugieren la actividad anestésica del propdleo, donde
indican que la solucion de propdleo al 0,01%, uséndola como solucién
anestésica es hasta cuatro veces tan eficaz como la procaina al 5%, y de 3a 5
veces mas eficiente que la cocaina, proponiendo que es un anestésico de
superficie con un valioso poder penetrante y pudiendo ser utilizado en
tratamientos estomatoldgicos e infiltraciones cutaneas. Un extracto alcohdlico
de propdleo al 50% también fue utilizado en el tratamiento de otitis cronica,

donde el resultado anestésico se logrd en aproximadamente 10 minutos. 12!

Utilizacion en Periodoncia:

Los resultados obtenidos del manejo del propdleo en el periodonto ha
sido de gran satisfaccidn puesto que para casos de gingivitis cronicas y Ulceras
bucales recurrentes e inespecificas, ha evidenciado tener actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, cicatrizante y anestésica; demostrando que
colabora en el tratamiento periodontal. Otros estudios han evidenciado que tras
el uso de soluciones de propdleo existe una recuperacién mas rapida y que
aumenta también la respuesta inmune local debido a que tienen actividad
antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas de la placa supragingival. El
propdleo en un proceso antiinflamatorio inhibe la sintesis de prostaglandinas y

ayuda al sistema inmune promoviendo la actividad fagocitaria y estimulando la
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inmunidad celular. 11>1%21 Ademas, se ha demostrado que la adicion de
propoleo a las pastas dentales y enjuagues bucales mejora su actividad
antimicrobiana y disminuye la acumulacion de placa en los margenes y, por

tanto, seria eficaz para el tratamiento de la gingivitis.?®

Utilizacion en Endodoncia:

Actualmente se han usado distintos farmacos para la desinfeccion e
irrigacion del conducto radicular durante el tratamiento endodontico, donde el
hidroxido de calcio (Ca(OH)2) la mejor opcidn; sin embargo Telleria y cols
aplicaron un propoleo acuoso al 22% como tratamiento pulporadicular y lo
compararon contra el Ca(OH)2 observando que a los 21 dias del tratamiento, el
82,2% (54/70) de los pacientes tratados con el propdleo acuoso al 22%
mostraron sus conductos en condiciones de ser obturados, en contraste con el
85,7% (60/70) tratados con Ca(OH)2, y a los 28 dias del tratamiento el 92,8%
(65/70) de los pacientes tenian sus conductos preparados para ser obturados sin
tener casos con complicaciones o reacciones alérgicas al medicamento con
respecto al 97,1% (68/70) del grupo control (Ca(OH)2); sefialando que el
Propdleo Acuoso al 22% es un producto eficaz en el tratamiento endodontico
debido a que sus resultados son parecidos a los obtenidos con Ca(OH)2. Al no
afectar la coloracion del diente, el propoleo figura una opcion de tratamiento, y
ademas el costo por paciente es muy bajo. 162

Da Silva G. en 2008, hizo una investigacion comparando la actividad
antibacteriana de 2 pastas de extracto de prop6leo mezclado con hidréxido de

calcio, concluyendo que las pastas con propéleo presentan mas actividad
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biocida frente a microorganismos de piezas dentarias con signos de necrosis y
fistula. 16
Utilizacion en Cirugia:

En cirugia oral se utilizd en heridas quirurgicas (alvéolos) post
extracciones dentarias, haciendo experimentos con una solucién
hidroalcohdlica al 10% de propo6leo y una solucion hidroalcohdlica pura
empleados en alvéolos inmediatamente post extraccion, valorando su efecto
sobre la epitelizacién de las heridas y aceleracion de la cicatrizacion post
extraccion dentaria, hallando efectos positivos. 1 1419 Asimismo, Quintana y
col, hicieron una investigacion en donde a diez pacientes con heridas sépticas
faciales que poseian gérmenes patégenos, eritema, secreciones y en algun grado
dehiscencia, se les coloco una tintura de propoleo al 5% en etanol, sin mandar
antibioterapia en ninguna circunstancia. De estos pacientes seis presentaron
traumatismos, tres pertenecieron a una exeresis de carcinomas basocelulares de
piel, y a uno se le hizo una otoplastia. Como resultado se obtuvo que el tiempo
de curacion de las heridas fue de siete dias para aquellos que tuvieron gérmenes
Gram positivos. El tiempo de resolucién de la injuria para un solo paciente que
tuvo bacterias Gram-negativas, fue de trece dias. 2

En el tratamiento de Glceras bucales, el propbéleo ha demostrado la
cicatrizacién rapida y la reduccion del dolor. Igualmente se confirma las
propiedades antiinflamatorias, hemostaticas y antibacterianas del propodleo,
estas ayudan a una mejoria en los tejidos y una recuperacion posoperatoria mas

rapida en los pacientes intervenidos quirdrgicamente. 2
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I11.  Hipotesis:

El extracto etandlico de propdleo obtenido por el método de recoleccion
de malla plastica presenta mejor efecto antibacteriano que el obtenido por

raspado frente a cepas de Streptococcus mutans.

31



V.

Metodologia.

4.1. Diseiio de la investigacion:

Segun la intervencion del investigador es experimental porque se basa

en manipulacion de la realidad o del estado natural del objeto. %

Segun su dimension espacio-temporal es transversal ya que este estudio

se realiz6 y midi6 solo una vez en un tiempo determinado. 2°

Segun la comparacion de las variables es comparativo porque es un
procedimiento sistematico de contrastacion de uno o mas fenomenos, a través

del cual se buscan establecer similitudes y diferencias entre ellas. 2°

Segun la planificacion de la medicion de la variable de estudio es
prospectivo por que el planteamiento de la direccion es progresivo (hacia

delante) en el tiempo desde el momento en que se inicia el estudio.?®

Seglin el nimero de variables de interés (analiticas) es analitico porque
pretenden descubrir una hipotética relacion entre algiin factor de riesgo y un
determinado efecto, es decir, pretenden establecer una relacion causal entre dos

fenomenos naturales.?®
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4.2. Poblacién y muestra:

a) Poblacion:

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

a. Criterio de inclusion
- Placas Petri que presenten el caldo de cultivo Streptococcus mutans ATCC
25175.
- Placas Petri que se encuentren en buenas condiciones y esterilizadas

Optimamente.

b. Criterio de exclusion

- Placas Petri que no hayan seguido el correcto proceso de esterilizacion.

- Cepas de “Streptococcus mutans” que no pertenezcan al grupo viridans.
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a) Muestra:

Fue 100 pl de una suspension bacteriana obtenida a partir de la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175, esta suspension fue equivalente a un tubo
N°0.5 (1.5 x10 UFC/ml) del nefelémetro de MacFarland.

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizé la formula de

comparacion de medias.

2
(ZOC+ZB) 282
2

2
(Xi- X3)
Donde: n: muestra preliminar ng: muestra reajustada

Z«x=1.96 para una confianza del 95%
2

Z=0.84 para una confianza del 80%

s=0.5 (X;- X;) valor asumido por no haber estudios previos

Reemplazando:

(1.96+0.84)* 2 [0.5 (X;-X,)T’
o=
(X1-X,)?

n=5

Se obtuvo una muestra de 5 repeticiones para cada método de

recoleccion y concentracion.
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Se usaron un total de 15 placas para los grupos experimentales y 5

placas para los controles.

De cada método de recoleccion Tipo A, By C, se realizaron 5 placas,
en donde, dentro de cada una de ellas se colocaron las 3 discos Whatman
namero 3 en concentraciones 5%, 10% y 30%. También se realizaron 5 placas
de control, donde se colocaron el control positivo (Gluconato de Clorhexidina

al 0.12%) y control negativo (agua destilada estéril).
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE DEF. DEF. INDICADORES VALORES FINALES TIPO DE VARIABLE ESCALA
VALORATIVA
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Para el estudio se
Procedimientos que
considerara el método de Método raspado con
se realizan para la metal
recoleccion por raspado
] ccion de por rasp Método empleado CUALITATIVA NOMINAL
METODOS DE recoleccion de ) L 5
con espétula plastica y el Método raspado con
RECOLECCION o ) ., lastico
propoleo de las método de recoleccion P
2 Método malla pléstica
colmenas. usando malla plastica.
Efectividad inhibitoria del
Capacidad de producir crecimiento bacteriano de
la eliminacién o inhibir Streptococeus mutans
EFECTO ) Halo de cm. CUANTITATIVA DE RAZON
- (ATCC 25175) debido a la
el crecimiento de o
resencia de dos distintos Inhibicion
ANTIBACTERIANO agentes patégenos como P
son las bacterias. 7 extractos de propoleo.

36



4.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:
- Técnica: Observacion

- Instrumentos: Calibrador o pie de rey

4.41. De la obtencion del propoéleo:

La procedencia del propoleo fue del caserio el Porvenir en la provincia de

Otuzco en el departamento de La Libertad, por parte de un apicultor. Se usaron 4
colmenas para la investigacion.
La obtencion de las muestras de propdleos se recolecté mediante condiciones de
higiene, por tres distintos métodos de recoleccion. Se limpiaron 4 colmenas antes
de comenzar la produccion de propdleo. ?* En 2 colmenas no se colocaron malla
para que las abejas produzcan su propdleo en el alrededor de la colmena. En las
otras 2 colmenas se colocaron una malla plastica semi-rigida de 430 x 500 mm;
entre la Ultima alza y el techo.?

Se tomo un tiempo de 3 meses para la recoleccion de propdleo. 22

- Metodologia para la recoleccion y extraccién del propoéleos:

Pasado el tiempo, se procedi6 a la cosecha de los propoleos. Los métodos
de recoleccion utilizados en el trabajo de campo fueron:

Meétodo de raspado con espatula metélica:

Consiste en raspar con palanca o con espatula metalica todos los lugares

de la colmena en los cuales las abejas hayan depositado propéleo.’
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En una colmena se procedi a raspar con espatula metalica todo el propéleo
que se encontraba dentro de la colmena, entretapa y cuadros.>®

Meétodo de raspado con espéatula plastica:

Consiste en raspar con palanca o con espatula plastica todos los lugares de
la colmena en los cuales las abejas hayan depositado propdleo.’

En otra colmena se procedid a raspar con espatula plastica todo el propoleo
que se encontraba dentro de la colmena, entretapa y cuadros.>®

Meétodo de malla o trampa plastica:

Las mallas o rejillas plasticas, se colocan entre los cabezales de los cuadros
y la entretapa. Las mismas, son laminas con orificios o ranuras que las
abejas rellenan con propoleos para evitar el enfriamiento del nido de cria.
Esta disposicion permite su facil retiro y posterior recoleccién. Ademas, le
permite a la abeja la tarea de propolizado sin alterar el funcionamiento
natural de la misma. Posterior a su retiro, se congelan en un periodo que
oscila de una a tres horas. Mediante una ligera presion sobre las mismas,
se permite que los propdleos se desprendan de las ranuras. 7?2

En las 2 colmenas que se colocaron malla plastica, (plasticas, matrizadas
de 52 x 42 cm, con 20 orificios/ cm2y 61,5 g de peso) sobre la tltima alza,

entre los cabezales y la entretapa.®

- Recoleccién:
Se realizd en funcién del sistema de recoleccién de la muestra.
Para el método de raspado metélico y plastico se extrajo directamente

el propdleo.®

38



442,

Para el método de malla plastica se utilizé el siguiente proceso: se
retiraron las rejillas llenas de propdleo y se colocaron en un congelador
durante una hora, con el propdésito de volver fragil y quebradizo al
propdleo, asi posteriormente se procedié a recoger el propoleo mas
facilmente. %22
El transporte se hizo por medio de frascos de vidrio color ambar estériles, para
llevarlo a su posterior procesamiento. EI material se almacend bajo refrigeracion
y en ausencia de luz, en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo.

De la preparacion de los extractos:

Antes de la preparacion de los extractos, se procedié a eliminar las impurezas
visibles que se encontraron en el propdleo, tales como virutas de madera, parte de
abejas, restos vegetales. Luego fueron cortados en trozos pequefios y se pesaron
con exactitud 50 g de cada una de las muestras de propdleo. Luego se vertieron
por separado en cartuchos de papel de filtro Whatman N° 4 y se colocaron en el
extractor del equipo de Soxhlet y se extrajeron con 200 mL de etanol de 70% a
una temperatura de 60°C a 80°C durante 4 horas. Transcurrido el tiempo se
procedio a filtrar al vacio con papel de filtro Whatman N° 2 y se concentraron cada
uno de los extractos etandlicos en un rotavapor a presion reducida a una
temperatura de 40°C. Los extractos etandlicos de propoleo se sometieron a secado
en estufa a 40°C durante 2 horas, para obtener el denominado extracto blando

total.b
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44.3.

- De la determinacién de la concentracion del propoleo:

A partir de este extracto se prepararon las concentraciones de 5 %, 10 % y 30%
disueltos en etanol de 70 %. Cada una de las concentraciones fueron colocadas en
frascos estériles de vidrio de color &mbar y se llevaron a refrigerar a 4°C hasta su

posterior evaluacion microbioldgica. ®!

De la preparacion del inoculo:

- Reactivacion de la cepa
Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

La reactivacion se realizd sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon Infusion, luego se incub6 a

37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incub6 en 37°C por 24
— 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se escogidé una

colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracién gram.

La cepa se mantuvo en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), hasta su

posterior utilizacion. ©

- Método de difusion en agar:
La evaluacion del efecto de los extractos de propéleo se realizd mediante el
método de difusion en agar Kirby Bauer.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
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o Estandarizacion del inoculo de S. mutans ATCC 25175:

4.4.4.

Las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenidos en Caldo BHI se
sembraron en Agar TSA, se incubaron bajo condiciones de microanaerobiosis a
37°C durante 24 horas, con el fin de obtener colonias jovenes.

Luego de 24 horas cada colonia de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
diluyeron en caldo BHI hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero 0.5

del Nefelometro de Mac Farland (1.5x 102 bact./mL).®

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo
(1x108ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocaron en cada una de las
placas con Agar Mieller Hinton, se sumergié un hisopo estéril en la suspension,
se rotd el hisopo varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del

tubo por encima del nivel de liquido para remover el exceso de indculo. ®

Se inocul6 la superficie seca de 20 placas de Mueller Hinton, el hisopo se
desplazd en una sola direccion asegurandose una distribucion uniforme del
indculo. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para

que cualquier exceso de humedad superficial fuera absorbido.®

De la prueba del efecto antibacteriano
- Aplicacion del EEP:
Inoculadas las placas de Mueller Hinton con la cepa de Streptococcus

mutans ATCC 25175. Se prepararon discos de papel filtro Whatman nimero 3
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estériles, los cuales fueron embebidos con 60 ul de EEP al 5%, 10% y 30%.
Contabamos con tres EEP a los cuales se clasificaron como tipo A (Raspado
Metal), tipo B (Raspado Plastico) y tipo C (Malla Plastica). Y de cada uno

concentraciones al 5%, 10% y 30%

Con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas de
Mieller Hinton con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175. Se colocaron
3 discos de papel filtro en cada caja Petri, conteniendo cada uno las
concentraciones de 5%, 10% y 30% por cada método de recoleccion. Se
inocularon 5 placas por tipo de propdleo. Ademas, se evaluaron control positivo
(Gluconato de Clorhexidina al 0.12%) y control negativo (agua destilada estéril).
Estas fueron colocadas en una misma caja Petri con dos discos de papel filtro, uno
con 60 ul de Gluconato de Clorhexidina al 0.12% y el Gltimo impregnado en agua

destilada estéril. Se realizaron 5 repeticiones de los controles.®

- Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de las sustancias a evaluar. Las placas se incubaron a
37°C durante 24 y 48 horas en microanaerofilia utilizando jarra Gaspak y con el

método de la vela.

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examinaron cada placa

y se midieron los diametros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco. ©
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- Medicidn del efecto antibacteriano:

La lectura e interpretacion de los resultados del efecto antibacteriano del
extracto etanolico de propdleo ante el Streptococcus mutans, se determinaron a
través de la técnica de medicion de los halos de inhibicion que se formaran
alrededor de cada uno de los discos colocados en las placas, previamente
impregnados con las sustancias antimicrobianas seleccionadas para
posteriormente medirlos, esta lectura se la realizé a las 48 horas; con la ayuda de

un calibrador, el cual determin6 las medidas de los halos en cm.
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45, Plan de Analisis:

Los datos experimentales fueron ingresados en una base de datos en IBM
SPSS Statistics 23, reportandose tablas de medidas de los halos de inhibicion en

cm.

Para analizar la informacién se construyd tabla de frecuencia de una

entrada con sus valores absolutos, se calculara la media y desviacién estandar.

Para determinar si hay diferencia del efecto antibacteriano del propdleo al
30% Yy el Gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre la cepa de Streptococcus
mutans ATTCC 25175, se empled la prueba de comparacion de medias utilizando
la distribucion t de Student con un nivel de significancia del 5% (p<0.05), previa

verificacion de la normalidad de los datos.
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4.6.Matriz de consistencia

in vitro, de tres
métodos de
recoleccion de
extractos
etandlicos de
propéleo sobre
cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175?

Determinar el efecto
antibacteriano, in vitro, de tres
métodos de recoleccidn de
extractos etanélicos de propoleo
sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175

Objetivos Especificos:

Evaluar el efecto antibacteriano,
in vitro, de la recoleccion de
raspado con espatula metalica del
extracto etandélico de propéleo
sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Evaluar el efecto antibacteriano,
in vitro, de la recoleccion de
raspado con espéatula plastica del

extracto etanélico de propdleo

propéleo obtenido
por el método de
recoleccion de
malla plastica
presenta mejor
efecto
antibacteriano que
el obtenido por
raspado frente a
cepas de
Streptococcus

mutans.

Efecto

Antibacteriano

Tipo: cuantitativa
Nivel: aplicativo
Disefio de la

Investigacion:
Transversal

Comparativo

Experimental in vitro

Problema Objetivos Hipotesis Variables Tipo de Poblacion y
Investigacion Muestra
¢Cual es efecto | Objetivo General: El extracto Métodos de Método de la Poblacion:
antibacteriano, etandlico de recoleccion investigacion: Una cepa de

Streptococcus mutans
ATCC 25175
Muestra:

Se realizaron un total
de 15 placas de EEP y
5 placas de control.
De cada método de
recoleccion Tipo A, B
y C, se realizaron 5
placas, en donde,
dentro de ellas se
colocaron las 3
concentraciones 5%,
10% y 30%. También
se realizaron 5 placas

de control, donde se
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sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Evaluar el efecto antibacteriano,
in vitro, de la recoleccion de
malla plastica del extracto
etanolico de prop6leo sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Comparar el efecto
antibacteriano, in vitro, de los tres
métodos de recoleccion de
extractos etanolicos de propoleo
sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

colocaron el control
positivo (Gluconato de
Clorhexidina al
0.12%) y control
negativo (agua

destilada estéril).
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4.7 Principios Eticos:

Para la investigacion se consideraron los siguientes principios éticos:®

Integridad cientifica:

- Esta investigacion se realizd con la ayuda de asesores quienes estan totalmente
identificados y competentes.

- Se garantiz6 la bioseguridad de los laboratorios, asi como los conocimientos para
la utilizacion de los equipos y el correcto manejo de los desechos.

- No existieron conflictos de intereses que influyan en los resultados del estudio.
Justicia:

- Se inform6 al apicultor y a los asesores de todos los resultados obtenidos en este

proyecto.
Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad:

- Se inform¢ al apicultor que la cosecha del propoleo puede ser perjudicial para las
abejas.
- Se procedié a la correcta eliminacion de los microorganismos siguiendo los

protocolos de desinfeccion del laboratorio.
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Resultados.

5.1. Resultados:

TABLA1

Efecto antibacteriano, in vitro, de los tres tipos de recoleccion de extractos

etanolicos de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Raspado Raspado Malla Pléstica
Concentraciones  n Metalico Pléstico
de EEP X S X S X S
5% 5 0 0 0 0 0 0
10% 5 0 0 0 0 0 0
30% 5 1.12 0.045 1.28 0.110 0 0

Fuente: Base de datos

Interpretacion: Al determinar el efecto antibacteriano, in vitro, de los tres tipos
de recoleccidn de extractos etandlicos de propoleo sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 a las concentraciones de 5% y 10% no presentaron efecto
antibacteriano. Al 30% se obtuvieron resultados de una media de 1.12 cm para

Raspado Métalico y 1.28 cm en Raspado Plastico.
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TABLA?2

Efecto Antibacteriano, in vitro, de la recoleccidn de raspado con espatula metalica

del extracto etanolico de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.

Raspado

Concentraciones n Metalico

de propodleo X S

5% 5 0 0

10% 5 0 0
30% 5 1.12 0.045

Fuente: Base de datos

Interpretacion: Al evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccién de
raspado con espatula metalica del extracto etanolico de propoleo sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, presento efecto solo en la concentracion de

30% con una media de 1.12 cm.
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TABLA3

Efecto Antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de raspado con espatula plastica
del extracto etanolico de propéleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.

Raspado
Concentraciones N Pléastico
X S
5% 5 0 0
10% 5 0 0
30% 5 1.28 0.110

Fuente: Base de datos

Interpretacion: Al evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccién de
raspado con espatula plastica del extracto etandlico de propoleo sobre cepas de
Streptoccocus mutans ATCC 25175, presento efecto solo en la concentracion de

30% con una media de 1.28 cm.
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TABLA 4

Efecto Antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de malla plastica del extracto

etanolico de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Concentraciones

5%

10%

30%

Malla Plastica

n X
5 0
5 0
5 0

S

Fuente: Base de datos

Interpretacion: Al evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de

malla plastica del extracto etandlico de propdleo sobre cepas de Streptoccocus

mutans ATCC 25175, no presento efecto antibacteriano en ninguna concentracion.
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TABLAS

Comparaciéon del efecto antibacteriano, in vitro, de los métodos de recoleccién
Raspado Metélico, Raspado Plastico de extractos etandlicos de propoleo al 30% y

Gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.
Comparaciones de los Halos de inhibicion (cm)
extractos segin método X S X2 S T p
R. Metalicog) vs R. 112  0.045 128 0.110 3.0103 <0.01
Plastico()

R. Metalicoq) vs G. de 1.12 0.045 3.5 0  118.2631 <0.001
Clorhexidina 0.12%(2)
R. Plastico) vs G. de 1.28 0.110 3.5 0 45.1279 <0.001

Clorhexidina 0.12%(2)

Fuente: Base de datos

Prueba estadistica: t de Student

Interpretacion: Al comparar el efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccién
de raspado metalico con el de raspado plastico de los extractos etandlicos de
propdleo, se encontrd diferencia estadistica. La clorhexidina tiene un mejor efecto

antibacteriano, in vitro, que los extractos etanélicos de propdleo.
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GRAFICO 1

Comparacion del efecto antibacteriano, in vitro, de los tipos de recoleccion
Raspado Metélico, Raspado Plastico de extractos etandlicos de propéleo al 30% y
Gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.
3,5
1,28
1,12
0 0 0 0 0 0 O 0 0 O
Método de raspado  Método de raspado  Método de malla Gluconato de
metalico plastico plastica Clorhexidina 0,12%
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0

Agua destilada

Interpretacion: La gréfica de barras nos muestra que solo se obtuvo efecto

antibacteriano, in vitro, del método de recoleccion de raspado metélico y raspado

plastico de los extractos etandlicos de propodleo, ambos Unicamente en la

concentracion de 30%. También se obtuvo un amplio halo de inhibicion con el

Gluconato de Clorhexidina 0.12% (control positivo).
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5.2. Analisis de resultados.

Los resultados de este estudio muestran que el método de recoleccion influye en
la actividad biologica y por ende en su composicion. Es importante sefialar que las
abejas de este estudio se ubicaron en el mismo lugar y recolectaron resinas en la
misma area; por lo tanto, estuvieron expuestos a las mismas condiciones climaticas

y de suelo.

Se compard el efecto antibacteriano, in vitro, de los tres métodos de recoleccion
(método de Raspado Metélico, método de Raspado Plastico y método de Malla
Plastica) de los extractos etandlicos de propoleo sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 (Tabla 1). Solamente present6 efecto antibacteriano el tipo
de recoleccion de raspado metalico y raspado pléstico de los extractos etandlicos
de propodleo, y a la concentracion de 30%. Probablemente, no se encontrd
resultados en el método de malla pléstica porque las abejas al encontrar un medio
hecho de plastico, depositen mas cera. Las colmenas usadas en este estudio nunca
habian tenido contacto con un medio de plastico. Cuando un prop6leo crudo tiene
mucho contenido de cera es desfavorable, ya que ahi no se encuentran compuestos
fendlicos ni flavonoides, los cuales son los principales compuestos biactivos y por
los que se le atribuye el poder antibacteriano."?’. Los flavonoides, varian segin
la zona de recoleccidn por parte de las abejas, tienen un mecanismo de accion que
esta dado por la inhibicion de la division celular, disrupcion del ADN,
desorganizacion de la membrana citoplasmatica e inhibicion de la sintesis de la
pared celular, causando bacteridlisis parcial e inhibiendo la sintesis proteica.'® Es
posible también, que en los dos métodos de raspado las virutas de madera
constituyan un elemento tdxico que incremente el efecto antibacteriano del

propoleo. Estos resultados difieren a los estudios en donde se obtuvieron mejores
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resultados en malla plastica, debido a que ciertas muestras obtenidas por el método

de raspado presentan cantidades de cera algo superiores. %’

A diferencia de Cayo C. ' quien encontr6 efecto antibacteriano, in vitro, del
propoleo sobre cultivos de Streptococcus mutans en tres concentraciones 10%,
20% y 30%, y como resultado se obtuvo efecto inhibitorio positivo en las tres
concentraciones. Seguramente, se deba porque el propoleo utilizado para ese
estudio tenga mas presencia de flavonoides y compuestos fendlicos en su
composicion, eso hace que presente un mayor efecto antibacteriano.”?’ Puede
también que el propdleo utilizado en esta investigacion debido a la flora y la
ubicacion geografica que existe en el distrito de Huacho (Perd) tenga mejores
componentes antibacterianos. Sabemos que la composicion quimica del propoleo
es sumamente compleja, puesto que cada region presenta condiciones de flora
diversa, dependiendo de los fendmenos locales, influenciados por la temperatura,
las precipitaciones, el tipo de suelo, la humedad relativa del ambiente y el brillo

solar.?’

Por otro lado, Martinez J. %, evaluo las propiedades fisico-quimicas del propoleo
obtenido por dos métodos diferentes, raspado metélico y método de trampa
plastica, sus resultados fueron que la muestra que mas se ajustd a los parametros
de calidad internacional fue la recolectada por el método de malla plastica.
Contrariamente, encontré efecto antibacteriano del extracto etanolico de propdleo
obtenido mediante trampa plastica, pero la bacteria enfrentada no fue

Streptococcus mutans.

Comparando el efecto antibacteriano, in vitro, entre los dos tipos de raspado; el
método con espatula metalica tuvo menor efecto (Tabla 1). Posiblemente, la

presencia del metal al momento de la recoleccion disminuy6 el efecto
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antibacteriano.?? También puede ser debido a la composicion del propéleo que ha
sido raspado ya que en distintas partes de la colmena tendran diferente
composicién, se encuentra mayor porcentaje de compuesto fendlicos en el
propbleo que recubre los panales, por lo que serd& muy dificil encontrar dos
colmenas que produzcan propdéleos idénticos aun cuando estén ubicadas en la
misma zona geogréafica, puesto que lo elaboran de acuerdo con sus necesidades y

fuentes de materia prima disponibles.t

Los métodos de recoleccion que tuvieron efecto, solamente lo hicieron en
concentraciones del 30%. Por el contrario, Mayta-Tovalino F.2, encontré efecto
antibacteriano de extractos etandlicos de propoleo a concentraciones de 10% y
30%, sin mostrar una diferencia significativa entre estas dos concentraciones.
Posiblemente se deba a la procedencia del propoleo, dado que lo obtuvo de la zona
de Oxapampa, departamento de Pasco-Peru, mientras en el presente estudio se
recolectd de la provincia de Otuzco, departamento La Libertad-Perd. También
afecta la estacion en la que es cosechado. La composicion del prop6leo varia segun
la region, el clima y las especies florales prevalentes,* teniendo mejores
componentes antimicrobianos en la estacion de invierno, cuando estan presentes
las lluvias y las abejas permanecen en las colmenas.!® Este estudio se realizo entre
los meses de Octubre 2016 y Enero 2017, fue en primavera-verano y no se

presentaron lluvias.

Se encontrd una diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el efecto
antibacteriano, in vitro, del extracto etanolico de propdleo al 30% con el Gluconato
de Clorhexidina al 0.12%; superando este Gltimo ampliamente al propoleo. Al
igual que, Checalla C. %, encontr¢ diferencia significativa entre el control positivo,

la Clorhexidinaal 0.12%, y el EEP al 25%, 50% y 75%. Probablemente sea porque
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la Clorhexidina al 0.12% es altamente especifica para la cepa utilizada en este
estudio. Su mecanismo de accion es unirse a la membrana celular de las bacterias

y producir un aumento de la permeabilidad.t’
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VI.

Conclusiones y recomendaciones.

6.1. Conclusiones:

- Se observo efecto antibacteriano, in vitro, de tres métodos de recoleccion de
extractos etanolicos de propoleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175

- Se observo efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de Raspado
Metalico del extracto etandlico de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans

solamente con la concentracién de 30%.

- Se observo efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de Raspado Plastico
del extracto etandlico de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans

solamente con la concentracion de 30%.

- No se observo efecto antibacteriano, in vitro, de la recoleccion de Malla
Plastica del extracto etandlico de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans

a ninguna concentracion.

- Se encontr6 diferencia muy significativa (p<0.01) del efecto antibacteriano, in
vitro, entre los métodos de recoleccion de Raspado Metalico y Raspado Plastico
del extracto etanolico de propdleo sobre la cepa de Streptococcus mutans a la
concentracion de 30%, siendo mayor el efecto antibacteriano en el Raspado
Plastico. La clorhexidina tiene un mejor efecto antibacteriano, in vitro, que los

extractos etanolicos de propdleo.

58



6.2. Recomendaciones.

Se recomienda realizar mas estudios sobre si los métodos de recoleccion influyen
en el efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de propoleo, para que puedan
comparar con el presente estudio que obtuvo mejores resultados con el método de

raspado plastico.

Para los interesados en trabajos de investigacion de calidad de propdleos, se debe
tener en cuenta que la zona y el tiempo en que es recolectado siempre variara, por

ende es necesario hacer un analisis de cada muestra.

Para los apicultores, se recomienda realizar estudios de los propéleos producidos

en las colmenas, para que puedan vender un producto de mejor calidad.

Realizar estudios con propdleo procedente de territorio nacional.

Fomentar el uso de productos naturales en cuidado de nuestra salud bucal.
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Anexos

Anexo 01: Instrumento de recoleccion de datos

TABLA DE RESULTADOS

N° Metodos de recoleccion CONTROL

de A B C + -

placa Gluconato Agua
de destilada

5% | 10% | 30% | 5% | 10% | 30% | 5% | 10% | 30% | Clorhexidina

0.12%

1

2

3

4

5
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N° Métodos de recoleccion CONTROL
de A B C + -
placa | 5% | 10% | 30% | 5% | 10% | 30% | 5% | 10% | 30% | Gluconato de Agua
Clorhexidina | destilada
0.12%

1 - - 1.1 - - 1.4 - - - 3.5cm -
cm cm

2 - - 1.2 - - 1.1 - - - 3.5cm -
cm cm

3 - - 11 - - 1.3 - - - 3.5cm -
cm cm

4 - - 11 - - 1.3 - - - 3.5cm -
cm cm

5 - - 1.1 - - 1.3 - - - 3.5cm -
cm cm
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Anexo 02:

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Método de Raspado . 5 . : 5
Metélico 5%
Método de Raspado . 5 . : 5
Metélico 10%
Método de Raspado 473 5 ,001 ,552 5 ,000
Metalico 30%
Método de Raspado . 5 . : 5
Plastico 5%
Método de Raspado . 5 . : 5
Plastico 10%
Método de Raspado 372 5 ,022 ,828 5 ,135
Pléstico 30%
Método de Malla Plastica . 5 . : 5
5%
Método de Malla Plastica . 5 . . 5
10%
Método de Malla Plastica . 5 . . 5
30%
Gluconato de . 5 . . 5
Clorhexidina 0.12%
Agua destilada . 5 . . 5

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Realizado con IBM SPSS Statistics
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Anexo 03:

Fotografias de los distintos procedimientos realizados

Figura N° 01: Las cuatro colmenas utilizadas en el
estudio, ubicadas en el caserio El Porvenir, provincia de

Otuzco, departamento de La Libertad.

WE g
IR

Figura N° 02: En dos colmenas se colocaron mallas plasticas
para la recoleccién de propéleo, durante los meses de
Octubre 2016 — Enero 2017.

70



Figura N° 03: En las otras dos colmenas se utilizaron métodos
de raspado, en una con espatula metélica y en otra con espatula
plastica.
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Figura N° 05: Se realizaron extractos etanolicos de
propoleo a concentraciones de 5%, 10% y 30%.

Figura N°06: Se reactivo la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175, y se inocularon en 20 placas
de Muller Hinton.
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Figura N° 07: Se utilizé la técnica de Kirby-Bauer para
determinar el efecto antibacteriano de los extractos
etanolicos de propoleo.

Figura N° 08: Las placas se incubaron durante 48
horas, posteriormente se midieron los halos de
inhibicion.
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Anexo 03: Constancia de asesoria microbioldgica

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo MANUELA LUJAN VELASQUEZ, docente de la catedra de inmunologia del
Departamento Académico de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de Truijillo, con cédigo UNT
4546.

Dejo constancia de estar asesorando a la alumna MARIA ALEJANDRA
OBANDO PAZ, en la parte microbioldgica, en el laboratorio de Inmunologia de
la Universidad Nacional de Trujillo con la tesis “Comparacion del efecto
antibacteriano del propéleo obtenido mediante tres tipos de recoleccion sobre
cepas de Streptoccocus Mutans (ATCC 25175)".

Atentamente,

D // A
MANUELA LUJAN VELASQUEZ

Docente de Inmunologia

Departamento de Microbiologia

El presente trabajo de investigacion recibid asesoria microbiologica a
cargo de la docente Manuela Lujan Velasquez.
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Anexo 04: Constancia de asesoria farmacéutica

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujilio, 16 de enero del 2017

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de ia Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la
Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacionai de
Truijillo, con cédigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora
por CONCYTEC con niimero de registro REGINA: N°1582.

Dejo constancia de haber asesorado a la alumna MARIA ALEJANDRA
OBANDO PAZ, en las actividades de preparacion de los extractos y sus
concentraciones, en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica de La Universidad Nacional de Trujillo. Asimismo,
las concentraciones de ensayo preparadas, seran utilizadas para el

desarrollo de la tesis titulada:
“Comparacion del efecto antibacteriano del propdleo obtenido
mediante tres tipos de recoleccién sobre cepas de Strepfoccocus

mutans (ATCC 25178)".

Atentamente,

FT ROXANA SOTO VASQUEZ
#t :Dacente Investigadofa de la Facultad de Farmacia y Bioguimica
S - Laboratorio de Farrnacognosia

Universidad Nacional de Trujillo

£ D

Asimismo, se recibid asesoria farmacéutica en la preparacion de
los extractos a cargo de la docente investigadora Marili Roxana
Soto Véasquez.
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Anexo 05: Declaracion jurada de conflicto de intereses

DECLARACION JURADA

Yo, Maria Alejandra Obando Paz identificada con DNI N° 70758151,
autora de la investigacion “Efecto antibacteriano, in vitro, de tres métodos
de recoleccion de extractos etandlicos de propdleo sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 251757, declaro que el material presentado es
producto original e inédito y que no existe ningin conflicto de intereses
con ninguna institucién o persona sobre la investigacion presentada.

Obouudo}

Maria Alejandra Obando Paz
DNI 70758151
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