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5. Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175. La poblacion estuvo conformada por placas Petri con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. El disefio metodoldgico fue experimental,
prospectivo, transversal y analitico de tipo cuantitativo y nivel explicativo. Para este
estudio se obtuvo el veneno de Apis mellifera en concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2
mg/ml, 1 mg/ml. Luego fueron enfrentadas a las cepas de Streptococcus mutans en el
laboratorio de Microbiologia. El efecto antibacteriano se evalu6 mediante el método
de Kirby Bauer. La concentracion de 0.1 mg/ml obtuvo una media de 0 mm, la de 0.2
mg/ml obtuvo una media de 0 mm y la de 1 mg/ml una media 11.9 mm. Se aplico la
prueba ANOVA, encontrando que existe diferencia estadistica significativa entre los
tres tipos de concentraciones (P= 0.00). Los resultados mostraron que a mayor
concentracion mayor halo de inhibicion, es decir, aumenta la efectividad
antibacteriana; siendo la concentracion de Apis mellifera de 1 mg/ml la que presenta

efectividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras claves: Antibacteriano, Clorhexidina, efectividad, Streptococcus mutans,

venenos de abeja
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Abstract

This research aimed to determine the in vitro antibacterial effect of Apis mellifera
venom on Streptococcus mutans ATCC 25175. The population consisted of Petri
dishes with strains of Streptococcus mutans ATCC 25175. The methodological
design was experimental, prospective, transversal and analytical of quantitative type
and explanatory level. For this study, Apis mellifera venom was collected in
concentrations of 0.1 mg / ml, 0.2 mg / ml, 1 mg / ml. Then he was faced with the
strains of Streptococcus mutans in the Microbiology laboratory. The antibacterial
effect was evaluated using the kirby bauer method. The concentration of 0.1 mg / ml
obtained an average of 0 mm, at 0.2 mg / ml it obtained an average of 0 mm and at 1
mg / ml an average of 11.9 mm. The ANOVA test was applied, finding (P = 0.00)
that there is a significant statistical difference between the three types of
concentrations. The results showed that the higher the concentration, the more the
inhibitory halo of the concentrations increases, that is, the antibacterial effectiveness
increases; being the concentration of Apis mellifera of 1 mg / ml the one that
presents antibacterial effectiveness against strains of Streptococcus mutans ATCC

25175.

Keywords: Antibacterial, Chlorhexidine, effectiveness, Streptococcus mutans, bee

poisons.

viii



6. Contenido

1. TItUlO de JateSIS ..ot il
2. EQUIPO detrabajo ... ..c.ovieii iii
3. Hojade firmadel jurado y @sesor ..........ccovvviiiiiiiiiiiiieieeeee, v
4. Hoja de agradecimiento y/o Dedicatoria.............oevviiiiiiniiiiiininnn, v
5. ReSUMEN Y abSIIaCt .......ovitit i vii
B. CONENITO .ottt ix
7. indice de graficos, tablas y cUadros................cocueiuueeieiiiieiiie e, X
L INtroducCioNn. ... 1
I1. Revision de literatura............ccooeviiiiiiieie e, 3
T HIPOtESIS. ..o 18
IV. Metodologia. ........oooviniiii 19
4.1. Disefio de la investigacion....................cocoiiiiiinl. 19
4.2. Poblacion y muestra...........coovvvriiiiiiiiie e 19

4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores..21

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos......... 22

45 Plande andlisis .........cooooiiiiiiiiiiiiiie 25

4.6. Matriz de consiStenCia............oovvviiiiiiniiinieie, 26

4.7. PrinCipios BHICOS. ......voviiiie e 28

V. RESUIAUOS. ... 29
5.1Resultados. .........oiiiiii 29
5.2. Analisis de Resultados.............cooovvviriiiiiiiiiienne, 32
VI CoNCIUSIONES. ...t 35
Aspectos complementarios............cooviiiiiiiiiiie 35
Referencias Bibliograficas.....................ocooii, 36
ANBXOS. ..t 43



7. indice de tablas

TABLA 1: Efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre

Streptococcus MULANS ATCC 25175, i 29

TABLA 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis

mellifera sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 ...ooviiiiiiiiiiiiiiiee 30



indice de graficos

GRAFICO 1: Efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Xi



. Introduccion

La caries dental es un proceso localizado de origen multifactorial que se inicia
después de la erupcién dentaria, determinando el reblandecimiento del tejido duro
del diente y que evoluciona hasta la formacién de una cavidad. EI 60% a 90% de

las personas entre nifios, jovenes y adultos tienen caries dental en todo el mundo.?

Esta enfermedad ha sido asociada a través del tiempo con muchos factores, uno de
los principales y uno de los méas estudiados son los microorganismos en especial el
Streptococcus mutans que es un microorganismo patégeno muy importante en
desarrollo de caries y se caracteriza por la facilidad en que desmineraliza el esmalte

dentario.?

El veneno de Apis mellifera es un antibiotico activo, tiene propiedades hemoliticas,
bactericidas, tonicas y anticoagulantes y se constituye por tres sustancias:
convulsionante, paralizadora y convulsionante. También, tiene propiedades
profilacticas y curativas, que alivian diferentes enfermedades, interactdan sobre el
organismo y aumentan la inmunidad, se utiliza con finalidad terapéutica, siendo

eficaz en proteccion para los pacientes.®

Esta investigacion tuvo por objetivo determinar, si el veneno de Apis mellifera
tiene efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans. La poblacion estuvo
conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, ademas, se utilizd
diferentes concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 1mg/ml. Luego fueron
enfrentadas a las cepas de Streptococcus mutans en el laboratorio de

Microbiologia, midiendose el halo de inhibicion.

El disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo, transversal y analitico. De



nivel explicativo.

Los resultados mostraron que a mayor concentracién, mas se incrementa el halo
de inhibicion de las concentraciones, es decir, aumenta la efectividad
antibacteriana; siendo la concentracion de veneno de Apis mellifera de 1 mg/ml la
que presento efectividad antibacteriana frente a la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.



Revision de la literatura
2.1 Antecedentes:

Memariane H, et al.* (Alemania - 2019) “Melitina: de las abejas melliferas a
las superbacterias”. Esta revision resume evidencias empiricas sobre el
efecto antibacteriano y propiedades de anti-biofilm de melitina, un
componente principal del veneno de abejas, en el que se basé de estudios
realizados y publicados en la pagina de PubMed, también se describieron
varias investigaciones sobre los efectos sinérgicos entre melitina y
antibidticos. En conclusion los estudios que se revisaron demuestran que la
melitina componente del veneno de Apis mellifera, tiene un gran potencial
antibacteriano y propiedades anti-biofilm y también tiene uso en diferentes
aplicaciones médicas.

Picoli T, et al® (Brasil - 2017) “Melitina y su potencial en
la destruccion e inhibicion de  la  formacion de  biopeliculas  por
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
aisladas de la leche bovina.” Este estudio tuvo como objetivo evaluar las
actividades antibacterianas y antibiofilms in vitro del péptido melitina en
aislamientos de S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Se utilizaron doce cepas
de estos microorganismos aislados de la leche bovina, asi como las cepas S.
aureus ATCC 12600, E. coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. Se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas y la
concentracion bactericida minima por técnica de microdilucion en
caldo. Las biopeliculas se formaron en placas de 96 pocillos y se afiadio

Melitina en estas colonias a diferentes concentraciones y tiempos. La



concentraciones inhibitorias minimas y concentracion bactericida minima
estaban respectivamente en pug / ml: S. aureus (6-7 y 32-64), E. coli (40-42.5
y 64-128) y P. aeruginosa (65-70 y 64-128). En conclusion la Melitina tiene
efecto antibacteriano contra S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. También
tiene la capacidad de destruir las biopeliculas formadas por estas bacterias.
Yang J, et al® (China - 2017) “Actividades antifibrinoliticas y
antimicrobianas de un inhibidor de la serina proteasa del veneno de la abeja
(Apis cerana)” Este estudio tuvo como objetivo identificar un inhibidor
asidtico de la serina proteasa de veneno de abeja como un inhibidor
microbiano de serina proteasa y un inhibidor de plasmina. Se incub6 con
AcVSPI recombinante péptidos (0-1000 nM) a 37° C durante 30 minutos en
50 mM Tris-HCI buffer (pH 7,4), en conclusion, nuestros resultados
mostraron que Apis cerana tiene efectos inhibitorios contra tripsina,
plasmina y serina proteasas microbianas y demostraron que Apis cerana
exhibe actividades antifibrinoliticas y antimicrobianas.

Sethi G, et al.” (Singapur - 2017) “Venenos de animales como agentes
antimicrobianos”. Tuvo como objetivo demostrar actividad antimicrobiana
de venenos de animales contra bacterias, virus, hongos y parasitos. Se uso el
veneno de abejas, arafias, escorpiones, serpientes terrestres y serpientes
marinas, se uso el veneno completo sin diluciones, para extraer el veneno se
utilizo inyeccion de presas y maquina eléctrica. En conclusion, el veneno de
abejas, arafias, escorpiones, serpientes terrestres y las serpientes marinas
tienen moléculas Utiles para diversas dolencias médicas, en particular, las

moléculas derivadas del veneno, como las toxinas / enzimas (proteinas /



péptidos) se dirigen a moléculas especificas que son esenciales para
controlar la enfermedad.

Zolfagharian H, et al.8 (Iran - 2016) “El veneno de abeja (Apis Mellifera) es
una alternativa potencial efectiva a la gentamicina para cepas de bacterias
especificas: el veneno de abeja es un potencial efectivo para las bacterias”.
Esta investigacidn tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana de
veneno de abeja contra seis gramos de bacterias positivas y gram negativas,
incluyendo Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli 0O157: H7, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia mallei vy
Burkholderia pseudomallei. Se ensayaron tres concentraciones de veneno de
abeja crudo y discos estandar de antibi6tico (gentamicina) como controles
positivos usando el método de difusion en disco. En conclusion, se encontrd
que el veneno de abeja tenia un efecto antibacteriano significativo contra E.
coli, S. aureus y Salmonella typhyimurium en las tres concentraciones
ensayadas. Sin embargo, el veneno de abeja no tuvo un efecto notable en
otras bacterias ensayadas para ninguna de las tres dosis ensayadas. Por lo
tanto, se puede concluir que el veneno de Apis mellifera puede tener un
mecanismo especifico que le permite tener un efecto antibacteriano sobre
ciertas bacterias susceptibles.

Uddin M, et al.® (Corea - 2016) “Efectos inhibitorios del veneno de abeja y
sus componentes contra virus in vitro e in vivo.” Tuvo como objetivo
determinar la actividad antiviral del veneno de abeja y sus componentes
contra virus con y sin envoltura, incluidos los virus de ARN y ADN in vitro.

El veneno de abeja y melitina fueron suministrados por Chung-Jin Biotech



en Corea y los compuestos se disolvieron en fosfato tamponado solucion
salina (PBS). Las soluciones de stock se dividieron en alicuotas y se
almacenaron en -20 ° C. En conclusion demostré que el veneno de abeja y
melitina (que es un derivado del veneno de abeja) exhibid potente actividad
antiviral contra varios virus con y sin envoltura in vitro y virus de la gripe en
el modelo de raton in vivo. Por otra parte, se ha confirmado que el
mecanismo antiviral implica directamente interaccion con la superficie viral.
Llee G, et all (Corea - 2016) “Fosfolipasa A2 del veneno
de abeja: el enemigo de ayer se convierte en amigo de hoy”. Tuvo como
objetivo destacar los hallazgos mas recientes sobre los roles beneficiosos del
grupo de veneno de abeja. Se uso ratones para ver la reaccion del veneno de
abeja en diferentes enfermedades estudiadas como antiinflamatorio,
antitumoral, antibacteriana. En conclusion el poder del veneno de abeja
grupo Il sPLA2 como molécula de defensa del huésped se puede observar
mediante el estudio Bacterias y parasitos. Se ha informado que el SPLA2 del
grupo 111 del veneno de abeja tiene una cantidad significativa de tripanocida
y efectos antibacterianos sobre bacterias Gram-negativas.

Leandro F, et al.'! (Brasil - 2015) “Actividad antimicrobiana de la apitoxina,
melitina y fosfolipasa A2 del veneno de la abeja (Apis mellifera) contra los
patdgenos orales” Tuvo como objetivos evaluar el potencial antibacteriano
de la apitoxina de las abejas Apis mellifera, tanto en la natura como en su
forma comercial, contra los patdgenos que causan la caries dental. Tambiéen
evalué la accién antibacteriana de los componentes principales de esta

apitoxina, fosfolipasa A2y melitina, solos y en combinacién. Se recolect6



apitoxina comercial del mercado de la Cooperativa Nacional de Apicultores
en la ciudad de Belo Horizonte y la apitoxina en natura por extraccion
manual se recolect6 en el laboratorio de investigacion del Sector de Abejas
del Departamento de Genética. Las abejas Apis mellifera se recogieron de la
colmena, se colocaron en una pequerfia caja y se almacenaron a -18 ° C en un
congelador, hasta que los insectos quedaron inmdviles. En conclusion, se
demostro que si hay un potencial antibacteriano ya sea en el natural como en
el comercial, en el que la melitina ha demostrado ser altamente efectivos
contra los patdgenos orales.

Dosler S, et al.'? (Estambul - 2015) “Actividades antibacterianas y
antibiopelicula de melitina y colistina, solas y en combinacién con
antibidticos contra bacterias gramnegativas” Este estudio tuvo como
objetivo investigar las actividades antibacterianas y anti-biofilm in vitro de
dos AMP:melitina y colistina: solos y en combinacion con antibioticos de
uso frecuente en clinicas como amikacina, ceftazidima, imipenem o
ciprofloxacina contra aislamientos clinicos de P. aeruginosa, E. coli y Cepas
de K. pneumoniae. La concentracion minima inhibitoria (MIC) y el indice de
concentracion inhibitoria fraccional (FIC) se determinaron mediante la
dilucion de microbroth. EI método de la curva de tiempo muerto (TKC) se
usé para determinar las actividades bactericidas. Las mediciones de las
actividades anti-biofilm se realizaron espectrofotométricamente para la
inhibicién de la union y la formacién de biofilm de 24 horas en MIC o
subMIC. En conclusion todos los agentes antimicrobianos pudieron inhibir

la fijacion y la formacion de biopeliculas en 24 horas entre 0-57% a 1/10 x



MIC y 7-73% a 1 x o 1/10 x MIC, respectivamente. La melitina y
colestinina parecen ser un buen candidato para la quimioterapia
antimicrobiana con sus antibacterianos y anti-biopelicula actividades como

un agente unico o en combinacion con antibiotico.



2.2 Bases Teoricas de la investigacion:

Caries dental

La caries dental es una de las condiciones crénicas mas frecuentes en la
infancia. Se define como una lesiébn localizada con etiologias
multfactoriales, desarrollandose en el transcurso del tiempo si no se cura
consecuentemente se origina una lesion. 1314

La caries dental es una enfermedad infecciosa contagiosa que prolifera en la
cavidad bucal del ser humano. Los factores que favorecen a este desarrollo
viene a ser la acidificacion local del medio produciendo una degradacion de

los hidratos del carbono en la dieta dando como consecuencia a la

. " . : . 13 o
destruccion del tejido mineralizado del diente. La bacteria implicada en

este proceso es Streptococcus mutans siendo el microorganismo responsable

de la formacion de la caries dental.15 Sin embargo existen bacterias que
también participan en este proceso tales como Lactobacillus, Actinomyces y
otros tipos de Streptococcus.

Etiologia

Microflora. - Dentro de ellas estan los microorganismos protectores y otros
que son potencialmente patdgenos. Las lesiones cariosas se desarrollan en
las superficies del esmalte de las piezas dentarias, donde los
microorganismos cariogénicos encuentran un habitad ideal para proliferar y
generar la enfermedad. Dentro de aquellos microorganismos patogenos se
encuentra el Streptococcus mutans. Esta bacteria cariogénica, esta
relacionado con el desarrollo del inicio de la caries, asimismo, los

Lactobacillus acidophylus, son los responsables de metabolizar los azucares



de la cavidad bucal y producir acidos desmineralizantes. %/

La dieta: se refiere a los alimentos con una elevada cantidad de azUcares, el
cual, acelera la actividad bacteriana. La sacarosa conformada por fructuosa y
glucosa, es considerado como el mas cariogénico, no solamente porque al
metabolizarse se producen acidos, sino porque el Streptococcus mutans, lo
usa para generar glucano y polisacaridos extracelulares, los cuales, le
permiten a la bacteria adherirse sobre la superficie del esmalte dental. 6
Tiempo: cuando hay un mayor tiempo de exposicién de la pieza dentaria a
los 4cidos producidos por las bacterias, existe un mayor riesgo de caries.®
Huésped: cuando el huésped es vulnerable debido a diversos factores
heredados, o la edad, también influye los trastornos endocrinos, maloclusion
dentaria y trastornos salivales.

Saliva: es un fluido que contiene fésforo y calcio, ademas de, fluor,
proteinas, enzimas, agentes amortiguadores, inmunoglobulinas, entre otros.
En la saliva, el fldor se muestra en bajas concentraciones, sin embargo,
presenta una gran importancia en el momento de la remineralizacion, ya que,
al combinarse con los cristales del esmalte dental, forma fluoropatita, el cual
es un compuesto mucho mas resistente al ataque de los acidos generado por
las bacterias. Ademas. El pH salival baja de manera rapida dentro de los
primeros minutos luego de ingerir carbohidratos, luego de 30 minutos
regresa a sus niveles normales. 181°

Flora microbiana. - La cavidad bucal, sirve de habitat para un aproximado
de 700 especies que se encuentran colonizando mucosas y superficies

dentarias en donde se forma el biofilm dental, dentro de los cuales, se

10



encuentran los del género Streptococcus.®

Colonizacion bacteriana. - Para que se genere una lesion cariosa, €s
importante que primero se dé la adhesion inicial de bacterias sobre la
superficie del esmalte dental. Para que la colonizacion se dé, antes, debe
formarse una pelicula muy fina de proteinas salivales sobre el esmalte
dental, cominmente llamada, pelicula adquirida. 8

Streptococcus mutans

Los microorganismos mas comunes de género streptococo, especialmente en
especies mutans (con sus serotipos c, e y f, sanguis, sobrinus y cricetus), se
han asociados con la caries, tanto en experimentos con humanos y animales.
Las bacterias de streptococo tienen forma de coco, crecen en parejas 0 en
cadenas, no se mueven, genéricamente reaccionan positivo a la coloracion de
Gram.??

Streptococcus mutans, es una bacteria gram positiva que presenta pared
celular gruesa, se compone de &cidos teicoicos que previenen lisis osmoticas
de protoplastos celulares y peptidoglicano (mureina), confieren rigidez y
forma a la célula. Streptococcus mutans tiene una capsula que esta
compuesta de polisacarido, y su subunidad estructural es glucosa
dextrano.?0:2

Streptococcus mutans, se adhiere a la superficie, se divide y produce
microcolonias dentro de la capa de baba y construye un biofilm.
Especificamente se incorpora a la pelicula del diente por medio de proteina
en superficie de la célula. El metabolismo de Streptococcus mutans, es capaz

de escindir la sacarosa (después de consumir carbohidratos). La fructosa se

11



fermenta como la base de energia para crecimientos bacterianos. La glucosa
se polimeriza en un polimero de dextrano extracelular que cementa el
esmalte dental de Streptococcus mutans y se convierte en matriz de placa
dental. EI Limo de dextrano puede despolimerizarse a glucosa para usarlo
como fuente de carbono, lo que da como resultado la produccién de acido
lactico dentro de la biopelicula que descalcifica el esmalte y conduce a
caries dental o infeccion bacteriana del diente 202,

Los factores de virulencia més involucrados son:

Acidogenicidad: el Streptococcus fermenta azucares de los restos
alimenticios para originar principalmente acido lactico como producto final
del metabolismo, haciendo que el pH de la cavidad bucal baje, provocando
la desmineralizacion sobre el esmalte dental. 22

Aciduridad: Es la capacidad que tiene la bacteria, de producir acidos en la
cavidad bucal, asi se encuentre en un medio con pH bajo. %

Acidofilicidad: la bacteria del Streptococcus mutans resiste la acidez del
medio bombeando protones fuera de la célula. ??

También sintetizan polisacaridos extracelulares como los glucanos solubles
e insolubles, ademas de fructuanos. Sintetizan a los polisacaridos
extracelulares; presentan una capacidad adhesiva, sobre todo en proteinas de
la saliva que facilitan su adhesion a las superficies dentarias o superficies de
materiales de restauracion, en ausencia de glucanos, predominando su
capacidad agregativa y coagregativa a través de los mutanos y
glucosiltransferasas.?*2*

También se encarga de producir bacteriocinas en diferentes bacterias de la

12



cavidad bucal. Por dltimo, sintetizan glucanos insolubles gracias a la
sacarosa de los restos alimenticios, por las glucosiltransferasas, facilitando la
formacion del biofilm dental.?

Adhesidn de Streptococcus mutans

Algunos expertos indican que, dichas bacterias pueden adherirse en la
cavidad bucal de los nifios y producirse la lesion cariosa al erupcionar la
primera pieza dental alrededor de los 6 meses de edad del infante. %2

Sin embargo, la adhesién y colonizacién de Streptococcus mutans puede
aparecer antes de la erupcién de las piezas dentarias, ya que Streptococcus
mutans y S. sobrinus, tienen la capacidad de adherirse en la superficie de la
mucosa oral, por lo cual, hay un aumento de riesgo caries, haciendo que
aparezca en edades tempranas. 2

Clorhexidina

Es un agente bacteriano topico que es usado para enfermedades
periodontales y como colutorio en tratamiento de gingivitis, para profilaxis y
para tratar infeccién de boca, estomatitis ulcerativa y gingivitis aguda
ulcerativa necrotizante. Tambien se utiliza para prevenir y tratar mucositis
en paciente tratado con farmaco anticanceroso.?®

Se usa la clorhexidina en una serie de herramientas médicas, tales como
implantes dentales, vendajes antimicrobianos y catéteres intravenosos.
Presenta espectro antibacteriano frente a Gram negativos como Gram-
positivos, algunos hongos y virus como HIV, pero sélo actua contra las
esporas en temperatura alta. Su accion antiséptica es superior al povidona, el

hexaclorofeno, el burbujeo del alcohol. También se usa como tdpico
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antiseptico, por su duradera funcion en la piel cuando se usa continuamente,
minima absorcion y efecto rapido, aunque hay algunas reacciones de alergia
de clorhexidina en tratamientos topicos.?2®

La clorhexidina va a desestabilizar e ingresar a la membrana de la célula
bacteriana. También acelera al citoplasma e intercepta como funcion de la
membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una
disminucion de los niveles de ATP y la muerte celular. En las bacterias
Gram-negativas, la clorhexidina afecta la membrana exterior permitiendo la
liberacion de las enzimas periplasmaticas. A bajas concentraciones, la
clorhexidina exhibe un efecto bacteriostatico, mientras que a altas
concentraciones es bactericida. Los siguientes microorganismos muestran
una alta susceptibilidad a la clorhexidina: Streptococcus, Stafilococcus,
Candida albicans, Escherichia coli, Salmonellas, y Bacterias anaerobicas.
Las cepas de Proteus, Pseudomonas, Klebsiella y cocos gram-negativos
muestran una baja susceptibilidad a la clorhexidina. Los estudios clinicos
han demostrado que no hay un aumento significativo de la resistencia
bacteriana ni desarrollo de infecciones durante el tratamiento a largo plazo
con clorhexidina.?’

Veneno de Apis mellifera

Es una combinacion engorrosa de proteinas, carbohidratos, aminoacidos,
lipidos, enzimas, y péptidos. 28

Investigaciones del veneno a efectuado diversos equipos y técnicas, como un
cromatografo liquido de alta presion y media presion, la electroforesis en gel

de poliacrilamida, la espectrofotometria®?8. Por lo que han permitido definir
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su estructura, que se presenta continuacion:

COMPOSICION % en veneno seco |% en veneno natural
H20 - Ochenta y ocho
Aminoacido Uno 0.1
Bases libres/histamina Dos 0.2
Azucares (glucosa, fructosa) Dos 0.2
Lipidos Cinco 0.5
Histapéptidos Uno 0.1
Pequefios péptidos Doce 1.2
MCD (Mast Cell Degranulating) Dos 0.2
Minimina Uno 0.1
Apamina Dos 0.2
Meltina Cuarenta a cincuenta 4.5
Hialuronidasa Cinco 0.5
Fosfolipasa A 2 Diez a Doce 1-1.2
Fosfolipasa B Tres 0.3
Otros Diez Uno

En 1972 Haberman, tiene dopamina, aunque proviene de la pared glandular

.3
del Apis.
El veneno de Apis mellifera se uso hace cientos de afios en proceso de

artritis, artrosis, reumatismos y inflamacion de diferente procedencia,
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dolores, induciéndose la picadura de 1 a mas abejas en la zona afectada.?®

El veneno entero de Apis mellifera tiene 4 principales acciones que son
analgesica, antibacteriana, antiinflamatoria, inmunoactivante o vasomotor.
Se relaciona con la accién terapéutica en fracciones que se componen y en
cantidad o proporcion equilibrada en que se encuentra representada.2°=0
Apamina. - Tiene funcion neurotdxica. EI veneno completo, funciona como
vasomotor, incrementando reservadamente su permeabilidad del vaso
sanguineo, tiene propiedad antiinflamatoria, antigenica y euforizante.
Elabora cortisona.®

Melitina. - De funcion hemolitica. EI veneno completo, tiene funcidn
vasomotora, antibacteriano, su accion antitumoral es moderada, antifungico.
Su nivel de cortisol aumenta en el plasma sanguineo. En ciertas bacterias
llega a ser més fuerte que la penicilina.®

Hialuronidasa. - es una endo-B-glicosidasa ampliamente distribuida en la
naturaleza'. En algunos venenos ofidicos esta enzima hidrolitica produce
dafo tisular local con degradacion de la matriz extracelular y del tejido
conectivo que rodea a los vasos sanguineos, ya que cataliza la ruptura de los
enlaces glicosidicos (B-1,4) de los mucopolisacaridos acidos tales como el
acido hialurénico y el condroitin sulfato. 3

Histamina. - Actda en los vasos sanguineos como dilatador.®

Fosfolipasa A2. - Su funcion citolitica en cantidad apropiada, por embate a
fosfolipidos de la membrana celular, con creacion de lisofosfolipidos. Tiene
funcion antibacteriana y antivirdsicas.!

Fosfolipasa B.- Su funcion es semejante a la anterior.3!
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MCD (Degranulacion De Mastocitos). - Lisa de mastocitos,
selectivamente. Incrementa su actividad capilar.®

Minimina. - Accion parecida a la de la Fosfolipasa, su accion es
antiinflamatoria. Dicen que puede llegar a ser 100 veces mas activo que la
hidrocortisona. Incrementa la permeabilidad de los vasos.

Junto con los demas componentes, hace que la apitoxina sea, segun dicen,
un producto muy bueno que tiene los efectos de: dilata los vasos capilares,
hipotensor, mejora el metabolismo del sistema nervioso central y periférico,
bacteriostatico, anestésico local, anticoagulante, aumenta la eliminacion de
toxinas acumuladas, inhibe el edema, estimula el sistema inmunoldgico,
disminuye el ritmo cardiaco y la presién arterial, mejora la conduccién de la
fibra nerviosa y disminuye la demielinizacion, suplanta la carencia de
dopamina.3!

Recientemente se demostr6 que los citratos constituyen otro de los
componentes mayores del veneno de las abejas Apis mellifera (9% del peso
seco — 140mM en el veneno liquido), y se estableci6 su posible accion como
inhibidores endogenos de enzimas divalentes metalo-ion-dependientes
(como las fosfolipasas calcio dependientes). La presencia de citratos en el
veneno tendria que ver con su accion sobre receptores de toxinas, sobre los
canales i6nicos o sobre las toxinas divalentes iondependientes.?® Se plantea
como premisa que las abejas solo responden cuando son provocadas 0 como
respuesta a estimulos fisicos, colores, sonidos o quimicos, olores, feromonas
como se menciond anteriormente. Los accidentes graves por

envenenamiento se deben a las mdltiples picaduras recibidas en un ataque
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masivo, pero se pueden presentar reacciones alérgicas severas, a veces
mortales, a una sola picadura, en personas hipersensibles o alérgicas. Los
efectos clinicos desencadenados por picaduras de abejas varian en relacién
con el lugar anatdbmico en donde ocurrio la picadura, con el numero de
picaduras y con las caracteristicas y antecedentes biogénicos o alérgicos del
individuo involucrado en el accidente.?®

Los efectos toxicos son consecuencia de la accion biogénica de algunos de
los diferentes compuestos del veneno, especialmente de la Fosfolipasa A2, la
Melitina, los Péptidos Degranuladores de Mastocitos (MCD) y la Apamina:
a mayor cantidad de veneno, mayor cantidad de tales compuestos y mayor
posibilidad de un sindrome de envenenamiento sistémico. La destruccién de
células musculares (rabdomiolisis) se instaura precozmente, es intensa y
provoca dolores musculares generalizados; la excrecion renal de pigmentos
de mioglobina, derivados del dafio muscular, le confiere una coloracién
oscura a la orina y puede contribuir al desarrollo de insuficiencia renal
aguda. Ocurre hemolisis, de intensidad variable, acompafiada o no de
ictericia. No se pueden excluir factores como la hipotension y la accién
nefrotoxica directa del veneno, aun cuando el mecanismo de la lesion renal

no se ha establecido con exactitud.?®
I11. Hipotesis:

Si existe efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175.

18



IV. METODOLOGIA
4.1 Disefio de a investigacion:

Experimental, puesto que el investigador ha manipulado la variable
independiente y su efecto sobre la variable dependiente.®? En el estudio

se manipulé las concentraciones del veneno de Apis mellifera.

Prospectivo, se registr0 la informacién segin ocurrieron los
fendmenos.®? Este estudio midi6 cada resultado segin los objetivos

propuestos y se colocé en la ficha de recoleccion de datos.

Transversal, porque la informacién fue tomada en un momento dado del
tiempo. 3 Este estudio midid el efecto antibacteriano a las 48 horas de

ser expuestos a los extractos.

Analitico, porque el estudio se centr6 en una relacion causa-efecto. 32
Este estudio determind la causa que presentaron las diferentes
concentraciones del veneno de Apis mellifera sobre Streptococcus
mutans.
4.2 Poblacion y muestra
4.2.1 Poblacion:
Placa Petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.
4.2.2 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion:
Placa Petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans

ATCC 27175.
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4.2.3

Criterios de exclusion:
Placa Petri con halo de inhibicion no muy claros.

Placa Petri con signos de contaminacion.
Muestra:
Tamario de Muestra

El tamafio de muestra para el presente estudio de
comparacion de grupos se determind utilizando la siguiente
formula:

(Zajz + Z5)" * 20%
n= 52

Donde:
Zq/2 = 1.96; que es un coeficiente de confianza del 95%.

Zp = 0.84; que es un coeficiente de la distribucién normal

para una potencia de prueba del 80%.

6.2 = 1.01 & valor asumido por no haber informacion

previa completa de estudios similares. 3

Luego Reemplazando los valores en la formula anterior se

obtiene: n=15.9 ~ 16 unidades

Es decir, se necesitd 16 placas o discos experimentales

seleccionados aleatoriamente para cada grupo.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables:

Variables

Definicion
conceptual

Definicion
operacional

Indicadores

Valor
final

Tipos

Escala de
medicion

Variable
independiente

Veneno de
Apis mellifera

El veneno de
Apis mellifera
es una
compleja
mezcla de
carbohidratos,
lipidos,
aminoacidos,
péptidos,
proteinas y
enzimas que
se encuentran
en  péptidos
simples como
la apamina,
polipéptidos
como la
melitina y
enzimas como
la fosfolipasa
A2 y la

hialuronidasa.
29,34

Es el veneno
de Apis
mellifera que
sera utilizada
para el
estudio en
forma de
antibacterian
0 para la
efectividad

antibacterian
a in vitro.

Se defini6 por
las
concentracion
es del veneno
de Apis
mellifera.

0.1
mg/ml

0.2
mg/ml

1 mg/ml

Cualit
ativa

Ordinal

Variable
dependiente

Efecto
Antibacteriano

El término se
refiere a

una sustancia
cuyas propied
ades son
capaces de
eliminar
agentes
bacterianos o
la inhibicién
de su
crecimiento

o proliferacio
n sin incurrir
en el dafio del
objeto, ambie
nte u
organismo
que las
porta.*®

Valor
obtenido con
el uso de la
técnica de
difusion
discos de
Kirby y Bauer
(discos de
papel de filtro
estériles) en
las placas
Petri.

Segun halos
de
inhibicion
Segun halos
de
inhibicion

Medida
en mm.
del halo
de
inhibici
on

Cuanti
tativa

De
razon
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http://conceptodefinicion.de/sustancia/
http://conceptodefinicion.de/ambiente/
http://conceptodefinicion.de/ambiente/

4.4 Técnica e instrumentos de recoleccion de datos:
Técnica: Observacion microbioldgica
Instrumento:
Para medir el efecto antibacteriano se utiliz6 un Vernier Digital Marca
Mitutoyo
Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6",
por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025. (Anexo 1)
Ficha de Recoleccion de datos. (Anexo 2)
Procedimientos:
Protocolo para la obtencion del veneno de abeja:
El veneno de Apis mellifera se recolectdé de la ciudad de Lima de
Apicenter Caballero Camarena, durante el mes de mayo del 2019.
Para la recoleccion del veneno de Apis mellifera se conté con el apoyo
de la Bidloga Amelia Caballero Camarena. En primer lugar se desinfecto
la lamina de vidrio, la navaja y el frasco &mbar con hipoclorito de sodio
al 2%, luego se saco las alzas de las camaras de cria verificando que las
abejas ingresen a la caja donde se realizé el procedimiento para obtener
el veneno de abeja se utiliz6 una maquina eléctrica la cual sirve para pasar un
voltaje adecuado en la colmena donde estén las abejas, esto hace que las abejas
al recibir el impulso eléctrico expulsan el veneno.® Lo que siguié fue recoger
el veneno de abeja que estaba en la lamina de vidrio, que con una navaja
se bajo el veneno y se le coloco en un frasco ambar y almacenado en
camara fria. (Anexo 3)

Para la preparacion de diluciones se contd con el apoyo de la quimica
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farmaceutica Amelia Caballero Camarena. En un area adecuada se
procedio con las diluciones del veneno de Apis mellifera a
concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml y 1 mg/ml; se procedié al
envasado en viales de vidrio esterilizados en volumenes de 10 ml.**
(Anexo 4)

Para el Transporte del veneno de abeja.

Se transport6 en una caja de tecnopor con hielo hasta el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo.3

Obtencion de la cepa:

Se trabajé con cepas estandar ATCC, (American Type Culture
Collection) de unas especies bacterianas implicadas en la caries dental:
Streptococcus mutans ATCC 25175, serotipo C. Obtenidas del
laboratorio Genlab (Anexo 5)

Preparacion del in6culo:

Las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, se cultivaron en tubos
de ensayo cerrados herméticamente conteniendo el medio Agar Soya
Tripticasa sangre. Se incubaron bajo condiciones de micro anaerobiosis a
37°C con el fin de obtener colonias jovenes. Luego de 24 horas cada cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175, se paso a diluir en caldo tioglicolato
hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero 05 de la escala de
Mac Farland. Una vez girados los tubos durante 30 segundos se procedio
al sembrado para distribuir los microorganismos adecuadamente.
Enfrentamiento del Streptococcus mutans con el veneno de abeja

Un hisopo estéril se embebio con la cepa preparada a una distancia de 10
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cm de la llama del mechero, se procedio al sembrado en camada en
placas petri conteniendo Agar Mueller Hinton, se estiré el hisopo
uniformemente sobre toda la superficie del agar, girando cada placa 30
grados 10 veces aproximadamente. Las placas sembradas fueron
incubadas en condiciones de micro anaerobiosis a 37°C durante 24
horas. Para el efecto antibacteriano se emple6 la técnica de difusién de
discos de Kirby - Bauer, el cual consistio en preparar discos de papel de
filtro estériles, los que fueron sumergidos dentro de cada concentracion
de veneno de abeja por el periodo no menor de una hora, luego con una
aguja estéril, éstos se colocaron sobre los cultivos de Streptococcus
mutans ATCC 25175 en las placas Petri previamente preparadas; las
placas se mantuvieron en una posicion por un periodo de 5 minutos.
Luego de este tiempo las placas se voltearon de posicion y se incubaron
en micro anaerobiosis utilizando a la jarra de Gas Pack, con el método de
vela, mediante el cual se obtendré en un ambiente aproximadamente de 5
a 10% COg, a 37°C durante 24 horas. Todo el procedimiento se llevé a
cabo dentro de un diametro de 10 cm de la llama de un mechero. %
Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 horas se examin0 cada placa, se
medieron los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
alrededor de cada disco. Para lo cual se utilizd regla milimetrada
Mitutoyo Vierner Digital 1S09000.94, abarcando el diametro del halo.3®
Se utilizé6 como medida los diametros de estas zonas en mm, segun la

escala de Duraffourd, utilizada para determinar el efecto inhibitorio in
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vitro, segun diametro de inhibicion. ¥’

e Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

e Sensibilidad limite (sensible +) para un didmetro comprendido

entre 8 a 14 mm.

e Medio (muy sensible ++) para un didmetro entre 14 y 20 mm.

e Sumamente sensible (+++) para un didmetro superior a 20 mm.
Controles:
Para determinar el efecto antibacteriano: Se utilizé como control positivo
la clorhexidina al 0.12 %, y como control negativo, discos con suero
fisioldgico.
Se solicitd la colaboracion a la microbidloga Manuela Natividad Lujan
Velasquez, Biélogo — Microbidélogo docente de la Escuela de
Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°2132. En la
etapa de preparacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175,
enfrentamiento del Streptococcus mutans con el veneno de abeja y
lectura de resultados (Anexo 6).

4.5 Plan de analisis

Para la presente investigacion se utilizd tablas de resumen de
indicadores, asi como, graficos adecuados para presentar los resultados
de lainvestigacion.
Se utilizo el andlisis de varianza para un disefio completamente al azar y
la prueba de comparaciones multiples de Duncan, ambas pruebas

estadisticas se aplicaron considerando un nivel de significancia de 0.05.
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Para realizar el analisis se contd con el apoyo de una hoja de célculo de

Microsoft Excel y el programa Statgraphics.

4.6 Matriz de consistencia

PROBLEMA | OBJETIVOS | HIPOTESIS METODOLOGIA | POBLACION
¢Existe Objetivo Hipotesis Tipo de | Poblacion:
efecto general: General: investigacion: La poblacion
antibacterian | Determinar el estuvo
0 in vitro del | efecto Si existe efecto |Tipo experimental, | conformada
veneno de | antibacteriano | antibacteriano in | transversal, por el conjunto
Apis in vitro del | vitro del veneno | explicativa y | de placas Petri
mellifera veneno de Apis | de Apis mellifera | analitica. sembrada con
sobre mellifera sobre | sobre 100 ul de
Streptococcu | Streptococcus | Streptococcus Nivel de | suspension
S mutans | mutans ATCC | mutans  ATCC | investigacién  de | bacteriana de
ATCC 25175. 25175. tesis: cepas de
251757 Streptococus

Objetivos Tipo Analitico. mutans ATCC

Especificos: 25175.

-Evaluar el Disefio de la Se necesitd 16

efecto investigacion: placas o discos

antibacteria experimentales

no in vitro El disefio es seleccionados

del veneno experimental aleatoriamente

de Apis para cada

mellifera al grupo.

0.1 mg/ml

sobre

Streptococc

us mutans

ATCC

25175.

-Evaluar el

efecto

antibacteria

no in vitro

del veneno

de Apis

mellifera al
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0.2 mg/ml
sobre
Streptococc
us mutans
ATCC
25175.

-Evaluar el
efecto
antibacteria
no in vitro
del veneno
de Apis
mellifera al
Img/ml
sobre
Streptococc
us mutans
ATCC
25175.
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4.7 Principios Eticos

Este estudio de investigacion se fundamento en el codigo de ética de la
Universidad Catélica Los Angeles De Chimbote. % Se respetd y se
aplico los siguientes principios: cuidado del medio ambiente y la
biodiversidad, beneficencia no maleficencia, justicia, integridad
cientifica.

Ademaés al finalizar el estudio las placas Petri con cultivos utilizados
fueron expuestas a 121°C y 1 Bar de presion fueron inactivadas en
autoclave a fin de desechar el material biolégico contaminado aplicando
las normas de manejo de desechos hospitalarios. °

Los residuos microbioldgicos y patoldgicos fueron eliminados de forma
tal que se asegure su descontaminacion en autoclave (residuos
microbioldgicos) o incineracion (residuos patologicos). Esto significa
una bolsa primaria de color negro, se lleno solo hasta % partes de su
capacidad y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y pre
impreso de residuos especiales, se marcar el tipo de residuos que
contuvo, el laboratorio o area de generacion y la fecha. Estas bolsas
cerradas anudadas, fueron almacenadas temporalmente en las areas
sucias en contenedores de color amarillo con logo de Residuo

Biologico.*°
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V. Resultados:
5.1 Resultados

TABLA 1
Efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

Grupo de Media Desviacién

tratamiento mm. estandar

Veneno de

Apis

mellifera 0.1 16 0 0 9142.1371 0.0000
mg/ml

Veneno de

Apis

mellifera 0.2 16 0 0
mg/ml

Veneno de

Apis

mellifera 1 16 11.9 0.72
mg/ml

Clorhexidina
0.12% 16 24.4 0.72

Suero

S 16 0 0
fisioldgico

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Prueba Anova
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

INTERPRETACION:

Al 0.1 mg/ml y 0.2 mg/ml se obtuvo una media de 0 mm, al 1 mg/ml se obtuvo
una media de 11.9 mm vy en la clorhexidina al 0.12 % se obtuvo una media de
24.4 mm. Se utiliz6 la prueba ANOVA vy se obtuvo p=0.000, lo cual indica que

existe diferencia estadistica significativa entre los grupos de estudio.
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TABLA 2
Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Subconjunto para o= 0.05

Grupo de Tratamiento N
1 2 3
Veneno de Apis mellifera 0.1
mg/ml 16 0
Veneno de Apis mellifera 0.2
mg/mi 16 0
Suero fisioldgico 16 0
Veneno de Apis mellifera 1
mg/ml 16 11.9
Clorhexidina 0.12% 16 24.4

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Prueba de Duncan

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

INTERPRETACION:

Las concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml y control negativo no presentaron
efecto antibacteriano. La concentracion de 1 mg/ml presentd efecto

antibacteriano, el cual es menor que el efecto que present6 la clorhexidina al

0.12 %.
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Grafico 1

Efecto antibacteriano, in vitro, del veneno de Apis mellifera sobre Streptococcus
mutans (ATCC 25175)

207

Media de Halos de Inhibicidn (en mm)

o

T T T T T
Weneno de Apis Weneno de Apis “eneno de Apis  Clorhexidina 0.12%  Suero fisioldgico
melifera 0.1% ma/ml melifera 0.2% mg/ml melifera 1% mag/ml

Grupo de Tratamiento

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Interpretacion: Al 0.1 mg/ml y 0.2 mg/ml se obtuvo una media de 0 mm, al 1
mg/ml se obtuvo una media de 11.9 mm y en la clorhexidina al 0.12 % se obtuvo una

media de 24.4 mm.
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5.2 Analisis de resultados:
En el presente estudio experimental, se comparo el efecto antibacteriano
in vitro del veneno de Apis mellifera a concentraciones de 0.1 mg/ml, 0.2
mg/ml, 1mg/ml frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Los resultados demostraron que el veneno de Apis mellifera al 1 mg/ml
presentd efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans aunque
inferior al efecto de la clorhexidina 0.12%.
Picoli T, et al.® presenta similitud en su estudio en el efecto antibacteriano
al evaluar las actividades antibacterianas y antibiofilms in vitro,
las biopeliculas de S. aureus fueron mas sensibles a la accién de la
melitina, ya que tras la exposicidén a una concentracion 10 veces menor
que la minima inhibitoria durante 4 h, se destruyé por completo.
Yang J, et al.b, Sethi G, et al.”, y Memariane H, et al.*, refieren que el
veneno de Apis mellifera tiene efecto antibacteriano, en el que Sheti
también menciona otros tipos de venenos de otros animales que pueden
servir para estudiar y tener buenos resultados, Dosler S, et al.'?, también
concluye que la melitina tiene actividades antibacterianas.
La actividad antibacteriana mostrada por la concentracion de 1 mg/ml se
deberia por sus componentes de Melitina y fosfolipasa A2 que
constituyen los principales y mas abundantes componentes del veneno de
las abejas; representan cerca del 75% de ellos. La melitina es el
polipéptido mas abundante en el veneno, seguida por la fosfolipasa A2,
en una relacion 3:1.%°

Zolfagharian H, et al.8, en su estudio encontré que el veneno de Apis
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mellifera tenia un efecto antibacteriano significativo contra E. coli, S.
aureus y Salmonella typhyimurium en las tres concentraciones ensayadas.
Por lo tanto, se concluye que el veneno de Apis mellifera puede tener un
mecanismo especifico que le permite tener un efecto antibacteriano sobre
ciertas bacterias gram positivas y gram negativas.

Leandro F, et al.l!, en su estudio también indica una buena actividad
antibacteriana del veneno de Apis mellifera en el que uso veneno de Apis
mellifera comercial y apitoxina natural en las siguientes bacterias:
Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, S. sanguinis,
Lactobacillus casei y Enterococcus faecalis.

En la mayoria de estudios muestran que los mejores componentes del
veneno de Apis mellifera son la melitina y fosfolipasa A2 que presentan
funcidn antibacteriana frente a bacterias Gram positivas como negativas.
El veneno completo, tiene funcién vasomotora, antibacteriana. Su nivel
de cortisol aumenta en el plasma sanguineo. En ciertas bacterias llega a
ser mas fuerte que la penicilina®, la fosfolipasa A2 su funcion citolitica
en cantidad apropiada, por embate a fosfolipidos de la membrana celular,
con creacion de lisofosfolipidos. Tiene funcion antibacteriana vy
antivirésicas.®!

No existe efecto antibacteriano al 0.1 mg/ml y al 0.2 mg/ml por que al
momento de hacer el preparado a dichas concentraciones sus
componentes son reducidos. Al momento de ser enfrentados al veneno de
Apis mellifera con el Streptococcus mutans, el acido formado por el

Streptococcus mutans?®?! es mas fuerte que el veneno de Apis mellifera a
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dichas concentraciones.?®

Estudios han demostrado que la clorhexidina al 0.12% presenta amplio
espectro antibacteriano frente a Gram negativos como Gram-
positivos®?%, en este estudio la clorhexidina presentd mayor efecto
antibacteriano a la concentracion de 1 mg/ml porque la clorhexidina
0.12% estad compuesta por una base fuerte dicationica a pH superior a 3,5
con dos cargas positivas en cada extremo del puente de hexametileno, lo

que la hace extremadamente interactiva con los aniones. 2’

34



VI. Conclusiones:
1. La concentracion de veneno de Apis mellifera al 0.1 mg/ml no
presento efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.
2. La concentracion de veneno de Apis mellifera al 0.2 mg/ml no
presento efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.
3. La concentracion de veneno de Apis mellifera al 1 mg/ml presentd
efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

menor que la clorhexidina al 12%.

Aspectos Complementarios
1. Realizar estudios de toxicidad de veneno de Apis mellifera.
2. Realizar estudios de concentraciones mas altas a base de veneno
de Apis mellifera para poder aumentar el efecto antibacteriano
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
3. Impulsar a realizar estudios a base de veneno de Apis mellifera

con otras bacterias que causan la caries dental.
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ANEXOS



Anexo 1:

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE

Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con 1SO de calidad

17025
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Anexo 2:

Ficha de recoleccion datos.

HALOS DE INHIBICION

N° de CONCENTRACIONES Control Control
positivo negativo

Repeti 0.1 0.2 1 Clorhex Discos con
ciones mg/ mg/ mg/ idina al suero
mi mi mi 0.12 % fisioldgico

1

2

10

11

12

13

14

15

16
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Anexo 3:

Constancia de la obtencion de veneno de Apis mellifera
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Anexo 4:
Constancia de colaboracién de la Quimica Farmaceutica AMELIA
CABALLERO CAMARENA en la ejecucién del proyecto de investigacion
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Anexo 5:

Boleta de compra de cepas de Streptococcus mutans.
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Anexo 6:

Constancia de colaboracion de MANUELA NATIVIDAD LUJAN
VELASQUEZ, Microbidloga en la ejecucion del proyecto de investigacion.
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Anexo 7:

RESULTADOS
Efecto antibacteriano in vitro del veneno de Apis mellifera sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175
oncentracion
0.1 0.2mg/ml | 1 mg/ml C+ C-
Repetic mg/ml

1. 0 0 12 25 0
2. 0 0 12 24 0
3. 0 0 11 25 0
4. 0 0 12 25 0
5. 0 0 13 24 0
6. 0 0 12 25 0
7. 0 0 11 26 0
8. 0 0 10 25 0
9. 0 0 12 24 0
10. 0 0 12 23 0
11. 0 0 12 24 0
12. 0 0 12 24 0
13. 0 0 12 24 0
14. 0 0 13 24 0
15. 0 0 12 24 0
16. 0 0 12 24 0

C+= Clorhexidina al 0.12%
C- = Suero fisioldgico
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Anexo 8:
Prueba de normalidad

Repeticiontersa famerte 0.1% mg/ml | 0.2% mg/mi | 1% mg/ml Clo(r)r.11e 2X;2ma fisiSolljggr;ci)co
1 0 0 12 25 0
2 0 0 12 24 0
3 0 0 11 25 0
4 0 0 12 25 0
5 0 0 13 24 0
6 0 0 12 25 0
7 0 0 11 26 0
8 0 0 10 25 0
9 0 0 12 24 0
10 0 0 12 23 0
11 0 0 12 24 0
12 0 0 12 24 0
13 0 0 12 24 0
14 0 0 13 24 0
15 0 0 12 24 0
16 0 0 12 24 0

Promedio 0 0 11.9 244 0

E“rueba de Normalidad i i 0.0786 0.0968

Se observa una distribucién normal.
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Anexo 9:

Concentraciones del veneno de Apis Mellifera

Concentraciones de Apis Mellifera de 0,1 mg/ml; 0.2 mg/ml; 1 mg/ml.
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Evaluacion del efecto antibacteriano, in vitro, de tres concentraciones de Apis
mellifera frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en

tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la placa.
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Se prepararon discos de papel filtro tipo whatman numero 3 y se esterilizaron.

——
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Luego fueron embebidos con 30 Ul de cada una de las concentraciones de 0.1 mg/ml,
0.2 mg/ml, 1 mg/ml.

Después del tiempo de incubacion de 48 horas se examind cada placa y para la
medida de los halos de inhibicion se utilizd la regla de Vernier digital marca
Mitutoyo, Modelo 500 — 196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150 mm /0-6”,
por estar calibrado con ISO de calidad 17025.
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CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO
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