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RESUMEN

El proposito del estudio fue comparar la efectividad antimicrobiana del extracto de
propoleo comercial (EPC) vs extracto propdleo de la serrania (EPS) sobre cultivos de E.
faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas, determinar la concentracion
minima inhibitoria y las caracteristicas organoléptica y fisicoquimica. El nivel de la
investigacion fue de tipo cuantitativo-in vitro. Utilizdndose dos muestras: serrano y
comercial, del propdleo serrano se prepararon 3 extractos, a los cuales se les denomind
extracto etanolico de propéleo N°1 (EEP N°1) (10%, 20% y 30%), extracto
hidroalcohdlico de propoleo N°2 (EHP N°2) (10%, 20% y 30%), y extracto etanolico de
propéleo N°3 (EEP N°3) (0.4%), Evaluandose el efecto antimicrobiano: Difusion en
disco e interposicion de caldo. Resultados: EI EPC logro efectividad antimicrobiana
frente a E. faecalis, donde los halos inhibitorios se mantuvieron desde las 24 horas hasta
las 72 horas de evaluacion. EEP N°1 y N°3 demostraron efectividad antimicrobiana
generando halos inhibitorios crecientes a medida que la concentracion era mayor. El EHP
N°2 al 10%, 20% y 30% demostro efecto antimicrobiano a través de la formacién de halos
inhibitorios diferentes entre cada concentracion, no halldndose diferencia entre los
tiempos de observacion. La CMI del EEP N°1 para inhibir el crecimiento de E. faecalis,
fue 500mg/ml. Concluyendo: EEP N°1, EHP N°2 y EPP N°3 logran mayores halos

inhibitorios en comparacion con EPC y no hay diferencia entre las mediciones de tiempo.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Propdleo, Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

The purpose of the study was to compare the antimicrobial effectiveness of commercial
propolis extract (EPC) versus propolis extract of the serrania (EPS) on cultures of E.
faecalis, according to the measurement times 24,48 and 72 hours, determine the minimum
inhibitory concentration and organoleptic and physicochemical characteristics. The level
of research was quantitative-in vitro. Using two samples: serrano and commercial, from
Serrano propolis, 3 extracts were prepared, which are called ethanolic extract of propolis
N°1(EEP N°1) (10%, 20% and 30%), hydroalcoholic extract of propolis N°2(EHP N°2)
(10%, 20% and 30%) and ethanolic extract of propolis N°3 (EEP N°3) (0.4%), evaluating
the antimicrobial effect: Disc diffusion and broth interposition. Results: The EPC
achieved antimicrobial effectiveness against E. faecalis, where inhibitory halos were
maintained from 24 hours to 72 hours of evaluation. EEP N°1 and N°3 demonstrated
antimicrobial effectiveness generating increasing inhibitory halos as the concentration
was higher. EHP N°2 to 10%, 20% and 30% demonstrated antimicrobial effect through
the formation of different inhibitory halos between each concentration, not finding any
difference between observation times. The CMI of EEP N°1 to inhibit the growth of E.
faecalis, was 500mg / ml. concluding: EEP N°1, EHP N°2 and EPP N°3 achieve greater
inhibitory halos in comparison with EPC and there is no difference between the

measurements of time.

Key words: Antibacterial effect, Propolis, Enterococcus faecalis.
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1.-INTRODUCCION

La cavidad oral alberga multiples microorganismos donde todos se encuentran en
interaccion, logrando un ambiente homeostatico. El equilibrio del ecosistema de la cavidad
oral se ve alterado cuando hay factores que modifican este medio, provocando que la
microbiota se altere, donde algunas especies predominan sobre otras trayendo consigo
enfermedades.!

Las infecciones post-endoddnticos, se desarrollan producto del ingreso del microorganismo
Enterococcus faecalis en el sistema de conductos a través de una filtracion directa o por la
supervivencia del microorganismo en el conducto luego de haber realizado el tratamiento
endodonticos.?

Las infecciones post-endoddnticas son afectaciones muy comunes, los cuales representan
un problema odontolégico a nivel mundial, donde diversas investigaciones se vienen

desarrollando con el fin de encontrar como prevenir y dar tratamiento.

Los productos naturales se presentan como una alternativa ante este problema, ya que los
farmacos que se encuentran en el mercado no cumplen con el rol de erradicar estas
infecciones, y si cumplen este proposito generan muchos dafios a nivel sistémico del

paciente o los microorganismos patogenos ya han creado resistencia frente a ellos.®

El propoleo se presenta como un producto prometedor para limitar las infecciones, es una
sustancia resinosa que es elaborada por las abejas su proceso inicia en la recoleccion de las
yemas y exudados de diferentes plantas, las abejas lo utilizan para proteger sus colmenas
de diferentes insectos enemigos, cubrir sus apiarios para mantener la temperatura,

mantener aséptica su colmena entre otras funciones mas que se le atribuyen.*



Si consideramos que el uso indiscriminado de antibioticos, ha generado resistencia
bacteriana, el empleo de nuevas alternativas preventivas y terapéuticas, como el propoleo,
se convierten en necesarias y en evidencia aln no se han descrito resistencia alguna.*
Ademas, las investigaciones avalan propiedades bioldgicas: antimicrobiana, antimicdtica,
antioxidante, antiinflamatoria, regeneradora de tejidos, entre otras; que aportarian un plus

si este llegaria a utilizarse en prevenir y tratar enfermedades de la cavidad oral.> 1113-16

La investigacion en el Pert usando a este producto no es significativa, por ello pretendemos
averiguar a través de la realizacion de este estudio si el propoleo que se comercializa en un
estandar considerable vs el propdleo de la serrania posee actividad antimicrobiana similar
o0 alguno de estos supera al otro. El objetivo del presente trabajo es comparar la efectividad
antimicrobiana del extracto de propdleo comercial vs propoleo de la serrania sobre cultivos
de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas y ademas
determinar las caracteristicas organoléptica y fisicoquimica de propoleo serrano y

comercial.



I1.- REVISION DE LA LITERATURA.

2.1.- Antecedentes:

Lugo E, et al'’ (2012) presentaron un estudio con el objetivo de evaluar la actividad
antibacteriana del extracto metanolico del propdleos (EMP), y sus fracciones hexanica,
cloroférmica y metandlica residual, frente a aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis. Encontrando en sus resultados: EI EMP mostrd una concentracion
minima inhibitoria (CMI) entre 200.0 y 400.0mg/L frente a S. aureus y de 400.0mg/L para
E. faecalis. La fraccion cloroférmica (FC) presentd la més alta actividad frente a S. aureus
(MCI 200.0mg/L) y moderada frente a E. faecalis (MCI 400 mg/L). El EMP y su FC de la
region EIl Arenoso y Sonora presentan actividad antibacteriana contra aislados clinicos de S.
aureus y E. faecalis. Concluyendo que, debido a su actividad antibacteriana, el EMP de la
region de EI Arenoso y Sonora, podria ser utilizado en diversos procesos con el fin de

controlar el desarrollo bacteriano.

Aguirre N8 (2015) presenta un estudio con el objetivo de determinar la efectividad
antimicrobiana in vitro del paramonoclorofenol y propéleo sobre Enterococcus faecalis.
Realizo un estudio en vitro en donde se comparé la medicién de los halos de inhibicién del
paramonoclorofenol y el extracto de propoleo de origen comercial(no indican solvente) al
5%, 70%, 90% sobre una cepa pura de Enterococcus faecalis medio liquido. Obteniendo en
sus resultados: las dos sustancias evaluadas tuvieron accion antimicrobiana con una
diferencia no significativa entre los promedios de halos ante el Enterococcus faecalis; para
propodleo al 5% resulto con una media de 9.16 mm, propdleo 70% con un media de 12.58
mm y propéleo al 90% con una media de 12.91 mm; Concluyendo que el
paramonoclorofenol y los extractos del propdéleo al 70% y 90% son efectivos

antimicrobianos, ademas de ser un producto natural y ser de menor costo.



Alvares M*® (2014) presenta un estudio con el objetivo de determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “propéleo” frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212. El estudio lo desarrollaron en Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Trujillo(UNT). La muestra estuvo constituida por 80 placas petri,
teniendo 5 grupos de 16 placas, mas un grupo control, conteniendo el medio Miiller Hinton
respectivamente con el extracto hidroalcoholico (70°) de Propolis de Apis Mellifera
“Propdleo” y Enterococcus faecalis. El propdleo fue obtenido de un centro apicultor de
Huaraz-Ancash y preparado en el laboratorio de farmacia y bioquimica de la UNT. El efecto
antibacteriano se determind a través de la concentracion minima bacteriana (CMB), y la
susceptibilidad bacteriana. El anlisis estadistico se inicié mediante la prueba de SHAPIRO-
WILK para contrastar la normalidad, y KRUSKALL-WALLIS, se procedié a realizar el
analisis de varianza (ANOVA) vy la prueba de comparaciones multiples de Duncan. La
significancia estadistica considerada fue de 5%. Obteniendo en sus resultados, el extracto de
propdleo al 25% obtuvo una media de halos inhibitorios de 8.56 mm, al 50% una media de
11.81 mm, al 75% una media de 11.63 mm y al 100% una media de 12.63 mm. Concluyendo
que el extracto etanodlico de Propolis de Apis Mellifera “Propo6leo” posee efecto
antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, siendo la diferencia
estadisticamente significativa entre la concentracion al 25% con 75% (p=0.024) y 25% con
100% (p=0.025), mas no con la concentracion al 50%. En la susceptibilidad bacteriana se
encontrd diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones al 25% con las
otras tres concentraciones evaluadas, mas no se observaron diferencias entre estas dltimas

concentraciones.

Gonzaldn L% (2015) presenta un estudio con el objetivo de determinar el efecto antibacteriano
del extracto del Propoleo en comparacion con el hidroxido de calcio como medicamento
intraconducto en cultivo in vitro del E. faecalis. La muestra de propdleo fue obtenida de la

sierra(Imbara-Ecuador) de un centro apicultor. Para ello se prepararon extractos de propoleo
4



hidroalcoholico (70°) y se prepararon porcentajes: 10% y 20%, luego se procedio a colocar
discos de papel filtro impregnados de las sustancias en medios de cultivo Mueller Hinton en
los que previamente se inoculo al E. faecalis ATCC 29212; posteriormente los medios de
cultivos fueron incubados por 24 horas a 37°C. Las lecturas de los halos de inhibicion se
recolectaron en tablas pre elaboradas y analizados por programas estadisticos con las pruebas
de ANOVA y TUKEY, obteniendo en sus resultados: el extracto de propoleo al 10% obtuvo
un promedio de 14.8 mm siendo el mas efectivo contra el E. faecalis, extracto de propdleo al
20% una media de 12.4 mm y el hidroxido de calcio con 8,7 mm. Concluyendo que el extracto
etanolico de propdleo fue mejor que el hidroxido de calcio como antimicrobiano contra E.

faecalis.

Carrillo, et al?* (2011) presentaron un estudio con el objetivo de evaluar la actividad
antibacteriana del propdleo de Huasteca Potosina y analizar el efecto que tienen la procedencia
y el tipo de extracto sobre el crecimiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas. Se
prepararon extractos donde se coloc6 20g / 200 ml de propdleo en etanol y agua por el método
de Soxhlet y reflujo. Se realizé la dilucion en caldo para probar la actividad antimicrobiana,
el propdleo lograria efecto inhibiendo crecimiento bacteriano en el medio de cultivo.
Encontrando como resultados: el extracto etandlico fue mas inhibitorio que el acuoso, la
concentracion minima bactericida (CMB) del extracto etandlico fue 0.93mg/ml™ para las
bacterias Gran positivas, en el extracto acuoso CMB fue de 20mg/ml -1 y 30 mg/ml* para
Gram negativas. Concluyendo: Los extractos acuosos y etandlicos del propdleo tienen
actividad antibacteriana, esta depende de la procedencia de los propdleos, del tipo de solvente
empleado en su extraccién y de la especie bacteriana sobre las cual se enfrenta el propdleo.
Los extractos etandlicos tienen una mayor actividad antibacteriana en comparacion con los
extractos acuosos, siendo las bacterias Gram positivas mas susceptibles que las bacterias

Gram negativas, a los extractos etandlicos del propéleo.



Palomino, et al?? (2010) realizé un estudio con el objetivo de evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas, y la actividad antifdngica y antibacteriana del propdleo colectado en el
municipio de La Union (Antioquia, Colombia). Metodologia: para evaluar el efecto
antifangico se prepararon posos en placas Petri y se evaluaron | concentraciones 50, 100,
250, 500, 1000 mg de resina en mL-1 de etanol y se determiné el diametro de crecimiento
micelial; el efecto antimicrobiano fue evaluado por el método de difusion de agar y las
concentraciones de estudio fueron: 0,1; 1,0 y 10 mg de resina en mL-1 de etanol y se
determind el halo de inhibicion de crecimiento. Obteniendo como resultado que el propéleo
presenta un alto contenido de resinas solubles en etanol, este inhibio el crecimiento de los
hongos y bacterias, observandose sobre todo el retraso de crecimiento en concentraciones de
500 y 1000 mg*ml-1 para hongos evaluados, y para bacterias B. subtilis mostré halos
inhibicion 8 mm para las concentraciones de 1,0 y 10,0 mg*mL-1 , E. coli y S. Tiphy
mostraron halos de inhibicion entre 5-6 mm para las concentraciones ensayadas, S. aureus
mostré halos de inhibicion de 2 mm para las concentraciones ensayadas, el analisis de
cromatografia de gases-espectrometria de masas detectaron componentes: acidos grasos,
esteroides, triterpenos y diterpenos. Concluyendo: composicion fisicoquimica es compleja y
depende de la vegetacion circundante del sitio de recoleccion; para evaluar la actividad
antimicrobiana se utilizé resina de propoleo disuelto en etanol , obteniendo como resultado
que en bacterias Gram negativas no presentan halos de reduccion de crecimiento
significantes, mientras que las bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis), si presentaron
halos de inhibicion significante y a mayor concentracion el halo de inhibicion fue mayor

convirtiéndose en bactericida.

Marmanillo G.% (2012) presentd un estudio con el objetivo de comparar de manera invitro
la accién antimicrobiana del propéleo (hidroalcohélico 70°- Chiclayo), hidroxido de calcio
y la combinacion de estos frente al Streptococcus mutans ATCC® 25175™* Metodologia:

de manera in vitro en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis mediante la técnica de
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difusion en placa, se ensayd el extracto de propdleo al 5% (2.5mg/50ul), hidréxido de calcio
(50mg/50ul), y la combinacion del extracto de propéleo al 5% con hidroxido de calcio
(2.5mg/50ul + 50mg/50ul) y se estableci6 como grupo control negativo al etanol
quimicamente puro. Para determinar la accion antimicrobiana se midieron los halos de
inhibicion después de incubacion de 72 horas, para propéleo al 5% halos inhibitorios de
14.3 mm en aerobiosis y 12.2 mm en anaerobiosis, Hidroxido de calcio 23.9 mm en
aerobiosis y 15.0 mm en anaerobiosis, combinacién de propdleo + hidréxido de calcio 26.7
mm en aerobiosis y 16.9 mm en anaerobiosis, control (etanol 96°) 0 mm para aerobiosis y
anaerobiosis. Concluyendo: la combinacién del extracto de propoleo al 5% con hidroxido de
calcio presenta una mayor accion antimicrobiana in vitro y halo inhibicién es mayor en

condiciones aerobiosis y anaerobiosis frente al S. mutans.

Dos Santos, et al?* (2003) realizaron un estudio con el objetivo de optimizar el proceso de
extraccion con el fin de determinar la obtencion de tintes de propoleo con mayor actividad
antimicrobiana usando distintos porcentajes de alcohol. Metodologia: Se prepararon
extractos etanolicos y se evaluo el efecto antimicrobiano con discos de difusion en agar.
Obteniendo en sus resultados, que el propodleo diluido en alcohol 96%, 90%, 80%,
70%,60%,50% mostrando de halos inhibitorios de 9-10 mm y 40% de halos inhibitorios de
9 mm, 30% de halos inhibitorios de 8 mm y 20% y 10% mostro halos inhibitorios de 0 mm.
Alcohol, agua mostro halos inhibitorios de 0 mm y vancomicina mostro halos inhibitorios
de 18 mm. Concluyendo: la mayor actividad antimicrobiana se obtienen con extractos que
contienen etanol al 50 - 96%, sugiriendo que el alcohol de 70 % es el ideal para la obtencion
de tinturas de propdleo, Cabe resaltar que su muestra de microorganismo fue el

Staphylococcus aureus, el cual ha mostrado ser una cepa multirresistente.

Manrique A.2> (2006) realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar la actividad

antimicrobiana de los propdleos colectados y la influencia estacional, en dos zonas



geograficas. Metodologia: se recolectaron muestras de propdleo provenientes de dos apiarios
ubicados en dos zonas totalmente distintas, la primera ubicada en un bosque humedo y la
segunda en un bosque seco tropical durante octubre de 2001 hasta setiembre del 2002. Se
colectaron muestras de propoleos provenientes de dos apiarios del estado Miranda,
Venezuela, ubicados en diferentes zonas de vida. La primera localidad se ubica en un bosque
humedo premontano en el Municipio Guaicaipuro y la segunda en un bosque seco tropical
en Guatire, Municipio Zamora, desde octubre de 2001 hasta septiembre de 2002. Para el
analisis de los datos, se empled un modelo mixto basado en mediciones repetidas en el
tiempo, en cada localidad estudiada y se aplico la prueba de media de Tukey. Obteniendo
resultados: Todos los extractos etandlicos de propdleos (EEP) estudiados mostraron
actividad antimicrobiana, al inhibir el crecimiento del Staphylococcus aureus ATCC 25.923
con halos de inhibicion de hasta 30 mm y del Micrococcus luteus ATCC 9.341. Las muestras
de EEP recolectadas en bosque seco en enero y julio la mostraron mayor actividad
antimicrobiana. Concluyendo que los propoéleos estudiados muestran influencia estacional
en la inhibicion del crecimiento bacteriano y que los EEP pueden ser usados como agentes

antimicrobianos contra S. aureus y M. luteus.

Salaverry, et al?® (2011) realizaron una investigacion con el objetivo de evaluar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de dos extractos etandlicos de propoleos frente a
dos cepas de Enterococcus faecalis y cuatro cepas de bacterias anaerobias: Fusobacterium
nucleatum y tres Prevotella intermedia y Prevotella negrescens, en comparacion con etanol.
En su metodologia describen el uso de soluciones alcoholicas de propoleos de
diferente composicion, nombrandolas como solucién A (99 g/ ml) y solucién B (182 g/ml).
Se realizo la CMI partiendo de una concentracion de 512 g/ ml usando el método de dilucion
en agar. El inoculo que se uso fue de 1, 5108 UFC/ ml. Obtuvieron en sus resultados que la

CMI para las dos cepas de Enterococcus faecalis fue de 256 g/ml con diluyente de alcohol



etilico al 99%; para cuatro las bacterias anaerobias la CMI fue de 1024 g/ml utilizando como

diluyente alcohol al 20 %.

Tolosa-Caiiizares?’ (2002) presentan un estudio el cual tiene como objetivo caracterizar en
forma general los extractos acuosos y alcoholicos de las muestras de propoleos de
Campeche, compararon los rendimientos de sustancias solubles obtenidos con los dos
solventes y comparar la actividad antimicrobiana de los distintos extractos sobre bacterias
Gram positivas (S. pyogenes y S. aureus) y Gram negativos (S. typhi, y P. aeruginosa),
tomando en cuenta la procedencia del propdleo, el tipo de solvente empleado (etanol y agua)
y la especie bacteriana evaluada. En su metodologia establecieron la obtencion de muestras
de propdleo denominandolas del 1-10 segun la procedencia y tipo de vegetacion. La
preparacion de los extractos fue por el método de reflujo en un equipo soxhlet afiadiéndole
20 g de propdleo y 200 ml de etanol al 80 % o agua segun el extracto que se pretendia
obtener; la recuperacion de extracto soluble total se realizd con alcohol de 60 % o0 agua
destilada y preparando soluciones cuya concentracion se ajusté a 30 mg/ml. Obteniendo
como resultados, las muestras de propoleo presentaron colores variados (claro - café oscuro);
el rendimiento en sélidos solubles totales superior en los etanolicos que en los acuosos. Se
lograron identificar metabolitos: lactonas, saponinas, fenoles, triterpenos, taninos,
alcaloides, flavonoides, sustancias aminadas y leucoantocianidinas, estas Gltimas sélo en los
extractos acuosos. La efectividad antimicrobiana de los extractos depende del solvente
empleado, la procedencia del propdleo y de la especie bacteriana evaluada, siendo los
extractos etandlicos los mas efectivos y en menor concentracion (3.33 mg/ml) en
comparacion con el extracto acuoso (11.16 mg/ml).Concluyendo que la efectividad
antimicrobiana de los extractos depende del solvente empleado, la procedencia del propéleo
y de la especie bacteriana evaluada, siendo los extractos etandlicos los mas efectivos, en
particular los obtenidos de prop6leos procedentes de Hampolol. La especie bacteriana mas

sensible resulto ser la P. aeruginosa y la S. typhi la méas resistente.
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Suleman y et al?® (2015) presentarén un estudio con el objetivo de probar la eficacia
de propdleos e hidroxido de calcio, asi como en combinacion con los medicamentos de
endodoncia establecidos (moxifloxacino y ciprofloxacino). Las diversas combinaciones eran
Grupo 1: propoleos, Grupo 2: hidréxido de calcio, Grupo3: moxifloxacino, Grupo 4:
ciprofloxacino, Grupo 5: propolis + moxifloxacino, Grupo 6: propolis + ciprofloxacino,
Grupo 7: hidroxido de calcio + ciprofloxacino, Grupo 8: hidroxido de calcio +
moxifloxacina. La eficacia de estos medicamentos se puso a prueba mediante la
comprobacion de la zona de inhibicion para la cepa especifica (ATCC 29212) de

E. faecalis en diferentes intervalos de tiempo, es decir, 24, 48 y 72 horas. Concluyendo
que el propdleos e hidréxido de calcio mostro efecto sinérgico con moxifloxacino y
ciprofloxacino contra E. faecalis, por ello se determind el prop6leo en combinacion con

antibidticos y sola es més eficaz que el hidréxido de calcio.

Jara R % (2014) presentd un estudio con el objetivo de evaluar in vitro el efecto
antibacteriano de cinco propéleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) teniendo un disefio de estudio
experimental in vitro. Para ello se compard el efecto antibacteriano de cuatro marcas
comerciales de propéleo Tintura de propoleo Farmagel, Tintura de propoleo Max, Madre
Natura, Kaita® y un extracto metandlico de propdéleo de Oxapampa (elaborado en
laboratorio), se establecié un control positivo de clorexidina (0.12%). Utilizaron la técnica
del pocillo (10 por cada extracto propoleo y por S. mutans y S. sanguinis individualmente),
la medicidn del halo inhibitorio fue con una regla Vernier después de una incubacion de 72
horas. Obteniendo en sus resultados que el extracto metandlico de prop6leo de Oxapampa
presento halos de inhibicién de mayor tamafio con una media de 33.15 mm frente a las cepas
de S. mutans y para el S. sanguinis su media fue de 23.23 mm. En el caso de los 4 extractos
de propdleo comerciales, solo 3 de ellos (Tintura de propdleo Farmagel, Madre Natura y

Kaita®), tuvieron actividad antibacteriana frente a las cepas estudiadas, en todos los casos
10



la actividad antibacteriana es menor que el control clorexidina 0.12%.Concluyendo que el
extracto metandlico de Oxapampa elaborado en el laboratorio tiene mayor actividad
antibacteriana que los extractos comerciales frente a las cepas estudiadas y de los 4 prop6leos
comerciales evaluados en el estudio, solo tres de ellos tiene actividad antibacteriana frente a

las cepas de estudio.

2.2.- Bases tedricas de la investigacion:

2.2.1 ANTIMICROBIANO CONTEMPLADO PARA EL ESTUDIO:

El uso de plantas y productos naturales se ha convertido en un punto importante de
investigacion en la medicina tradicional, el conocimiento cientifico de ciertas especies y sus
propiedades terapéuticas es desconocido y por ello es necesario investigar en recursos
naturales, pero haciendo uso de métodos y técnicas que exige la investigacién cientifica
actual; asi se podran determinar principios activos y su aplicacion en diversas partes del

organismo.®

PROPOLEO:

Es una resina de procedencia natural producida por las abejas, a partir de la mezcla de
sustancia recogidas a partir de brotes, botones florales y exudados resinosos de plantas,
logran formar un material pastoso que usan para cerrar huecos, embalsamar insectos muertos
que se quedan atrapados en el interior de la colmena y ademaés para protegerse de la invasion

de insectos y microorganismos de diversa indole.*’

Desde tiempos remotos hay reportes de culturas que hacian uso de propdleo para curar
infecciones febriles; mientras que en Europa fue utilizado por franceses durante los siglos

X1y X1V para tratamiento de llagas. Sus propiedades terapéuticas se atribuyen a diversos
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compuestos fenolicos, dentro de ellos, siendo los flavonoides los principales y algunos

acidos fendlicos, esteres, aldehidos, alcoholes y cetonas que logran el efecto.®

El origen botéanico define el color de la resina, se encuentran reportes de color verde pardo,
castafio, rojizo o incluso casi negro.” Los estudios mencionan efectos como: actividad
antiinflamatoria, bacteriostatica, bactericida, cicatrizante, analgésica, anestésica y
medicamento intracanal endodontico.581152 Es de resaltar que la presencia de estos
compuestos con estas actividades en el propoleo, pueden variar de una region a otra, ya que
Su presencia se asocia en parte a las resinas que las abejas recogen de las plantas presentes

en el entorno.%’

2.2.2PRUEBAS DE SENSIBILIDAD BACTERIANA:

Se usan para el descubrimiento de nuevos farmacos, sustancias a base de extractos naturales
como alternativa de nuevos antimicrobianos, permitiendo medir la epidemiologia y resultado
terapéutico. El estudio de la sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos para la
eficacia in vivo de un tratamiento antibiético. También es importante para realizar estudios
sobre la evolucion de las resistencias bacterianas. Los productos naturales son todavia una

de las principales fuentes de nuevas moléculas de farmacos actuales.t’-2°

-METODO DE DISCO EN AGAR:

Es el método oficial usado en laboratorios de microbiologia para las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de rutina, pero se deben seguir las normas aceptadas y
aprobadas por el instituto de normas clinicas y de laboratorio (CLSI) para bacterias y
levaduras en prueba, haciendo uso de medios de cultivo especificos, condiciones de
incubacion adecuadas para cada microorganismo y criterios validos para las zonas de

inhibicion.?
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“En este procedimiento las placas se inoculan con un inoculo estandarizado del
microorganismo de ensayo. Entonces los discos de papel filtro (6 mm de diametro) con el
compuesto de ensayo a una concentracion deseada, se colocan en la superficie de agar. Las
placas de Petri se incuban en condiciones adecuadas. Generalmente, el agente
antimicrobiano se difunde en el agar e inhibe la germinacion y el crecimiento del
microorganismo de prueba y luego los didmetros de las zonas de crecimiento de inhibicion
se miden”.?°

Para los estudios experimentales de bacterias se pueden usar medios de cultivo estandares
como MHA, con un tamafio del inoculo (0,5 McFarland) (1-2) x 10® UFC / mL, a
temperatura de 35 + 2, por un tiempo de incubacion de 16-18 horas.?°

Antibiograma proporciona resultados cualitativos mediante la categorizacion de bacterias
como susceptible, intermedia o resistente. Pero la inhibicién del crecimiento bacteriano no
significa la muerte bacteriana, este método no puede distinguir los efectos bactericidas y
bacteriostaticos.?

“Ademas, el método de disco de agar no es apropiado para determinar la concentracion
minima inhibitoria (MIC), ya que es imposible para cuantificar la cantidad del agente
antimicrobiano difundido en el medio de agar. Sin embargo, un MIC aproximada se puede
calcular para algunos microorganismos y los antibioticos mediante la comparacion de las
zonas de inhibicion con algoritmos almacenado”.?° Este método ofrece ventajas sobre otros
métodos: simplicidad, bajo costo cuando se quieren probar varios antimicrobianos o
diferentes concentraciones, capacidad de ensayar en un gran nimero de microorganismos, y
la factibilidad de interpretacion de resultados, por ello es de uso comun para probar efectos

antimicrobianos de plantas, aceites esenciales y farmacos.'%%

-CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI):

“Se definen como la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano (en pg/mL) que

inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de la incubacién durante 24
13



horas. La CMI es importante en diagnosticos de laboratorio para confirmar la resistencia de
microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad de los

nuevos agentes antimicrobianos”.30-3

“La CMI se ha establecido como "Gold Standard" frente a otros métodos que evaluan
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas

definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado”.3% 33

-CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB):

Se define como la minima concentracién de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de
los microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacién
(generalmente 24 horas). En ocasiones se hace necesario determinar la actividad bactericida

de un agente antimicrobiano.3-33

Métodos para cuantificar la sensibilidad de un microorganismo ante una sustancia

antimicrobiana:

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalta habitualmente
mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. Existen otro método basado
en la difusion en agar: las tiras de E-test, consiste en unas tiras de plastico inerte que
incorporan un gradiente de concentracion de antimicrobiano. Cuando se depositan sobre las
placas de agar inoculadas, el antimicrobiano difunde en el medio, y tras la incubacion, se
determina la CMI en el punto de interseccion de la elipse de inhibicion del crecimiento. Y a

través de métodos automatizados.3%3!
2.2.3 BACTERIA INCLUIDA EN EL ESTUDIO:

El fracaso de tratamientos endodonticos se asocian a la persistencia de la infeccién
microbiana en el sistema de conductos radiculares, los microorganismos pueden haber

sobrevivido después de la preparacion biomecanica del conducto o pueden haber hecho la
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invasion por filtraciones a través de la corona dentaria. Las piezas dentarias con tratamientos
endoddnticos fallidos difieren de una microbiota Gram positiva y Gram negativa, siendo E.

faecalis la especie que se aisla con mayor frecuencia.?®*2
Enterococcus Faecalis:

Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmovil y no esporulado. El tamafio de
cada célula oscila entre 0,5 y 0,8 micrometros y es habitante normal del tracto
gastrointestinal humano. Esta bacteria ha atraido recientemente la atencion de diversos
investigadores porque ha sido identificada como una causa frecuente de infecciones

periapicales persistentes.?8

La temperatura Optima de crecimiento in vitro de este microorganismo es de 35°C, no
obstante, se ha observado crecimiento entre 10°C y 45°C. Todas las cepas pueden crecer en
medios que contengan esculina, la cual hidrolizan en presencia de sales biliares al 40%
(medio agar bilis-esculina). Casi todas las cepas son homofermentativas, siendo el &cido
lactico el producto final principal de la fermentacion de la glucosa, no producen gas y no
contienen enzimas citocromicas. Una caracteristica notable de E. faecalis la constituye su
capacidad para sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser toxicos para muchas
bacterias, en particular zonas con altas concentraciones de sales (6,5% de Cloruro de Sodio),
temperaturas extremas (15-60°C) y puede resistir ademas a la accion de colorantes como
Azul de Metileno al 0,1%. Esta capacidad de resistencia por parte de E. faecalis en
microambientes toxicos esta relacionada con su capacidad de supervivencia en los conductos
radiculares de dientes que han sido sometidos a tratamiento endodontico y en los cuales los
nutrientes son limitados, afiadiéndose a esta situacion el hecho de que algunos agentes
antimicrobianos pudieran influir en que esta especie permanezca en los conductos de los

dientes afectados.?®
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I11.- HIPOTESIS

« H: Existe diferencia entre la efectividad antimicrobiana del extracto de propéleo

comercial y propéleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis.

IV.-METODOLOGIA

4.1.- Tipo de investigacion:

- Tipo cuantitativo

4.2.- Nivel de investigacion:

- Nivel aplicativo

4.3.- Disefio de investigacion:

- Segln su observacién a un mismo grupo de estudio y segin un tiempo, es Longitudinal.
- Segun lo establecido de relacion de variables es Analitico.
- Segun la observacién a un tiempo futuro es Prospectivo.

- Segun la intervencion del investigador es Experimental.
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4.4.- Poblacion y muestra:

A.- Poblacion:

-Constituida por cepas de Enterococcus faecalis que fueron adquiridas por donacion en el

laboratorio de microbiologia, Facultad de Medicina — Universidad Nacional de Trujillo.

B.- Muestra:

-La unidad de anélisis estuvo constituida por cultivos de las cepas de Enterococcus faecalis
que fueron donados del Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina - Universidad
Nacional de Trujillo.

-El tamafio muestra fue determinado mediante la formula estadistica de comparacion de

medias en base a los datos de una muestra piloto seleccionada. (Anexo n° 3).

(Do+-0)? * 2

(3 7[—? =240000000000000000000 00000000000 0D00DI0000

0., = 2.576; asumiendo un nivel de confianza del 99%
- = 1.645; asumiendo una potencia del 95% S=
0.85; tomado de muestra piloto aplicada

4= 11.63; tomado de muestra piloto aplicada

3= 10.88; tomado de muestra piloto aplicada

El nimero minimo de repeticiones obtenido fue de 24, sin embargo, para efectos de la
presente investigacion se consideraron 30 repeticiones por cada tipo de tratamiento a

aplicar.
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4.5. Definicién y operacionalizacion de variables.

Variables Dimensiones Indicadores Valores Finales Tipo Escala de
Medicién
Efecto | Halos de mm Cuantitativo De razon
antimicrobiano inhibicion
Tipos Propdleo etanolico
0 serrano N° 1.
de 10%,
) 20%y Propéleo
propéleo 30 % Hidroalcohélico
0
serrano N° 2. Cualitativo Nominal
Propoleo etanélico
0.4% serrano N° 3.
Propéleo comercial
Concentracion
minima Método .
Unidades
inhibitoria | ---eeememe- interposicion de formadoras del Cuantitativo De razon
caldo. colonias.
Caracteristicas Método de Olor
organolépticas |  -----m----m-mm- observacion y Color y sabor. Cualitativo Nominal
prueba
Compuestos
Determinacion fendlicos Método de Ausencia: Cualitativo Ordinal
fisicoquimica Flavonoides marcha Poca: +-
Saponinas fotoquimica Moderada: ++
Quinonas Alta; +++
Aceites
esenciales
Tiempo de 24 horas
evaluacion Método de 48 horas . Ordinal
Cualitativa
observacion 72 horas
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Definicion Operacional de las Variables:

1.- Efecto Antimicrobiano: Capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano de
Enterococcus faecalis debido a la presencia del de los extractos usados en el estudio.

2.- Tipos de Propdleos:

Propoleo Serrano: Resina que es obtenida a partir de la serrania mas cercana a Truijillo,
de la provincia de Sanchez Carridn y sus Zonas aledafias. Se colecciono a partir las colmenas
de Apis melliferas por apicultores a través del método por raspado y cufias. Este es de color
oscuro, de consistencia poco blanda, aspecto irregular, sabor amargo y picante, olor resinoso
aromatico.” Luego fue transportada para la preparacion de la sustancia y distribuida de
acuerdo a la metodologia del estudio.

-Propoleo etandlico serrano N° 1. Sera el propoleo en maceracion de 50g/200ml
(propoleo/alcohol 96°), a concentraciones de: 10%, 20%, 30%.

- Propdleo hidroalcoholico serrano N° 2: Sera el propo6leo en maceracion de 50g/200ml
(propoleo/alcohol 50°), a concentraciones de: 10%, 20%, 30%.

- Propdleo etanolico serrano N° 3: Sera el propoleo en maceracion de 20g/25 ml, a
concentracion de 0.4% (propoleo/alcohol 96°).

Extracto de propdleo comercial: Sustancia a base del licor de cafia y propoleo obtenida a
partir de la casa comercial naturista Santa Natura. En de proveniencia de la amazonia
peruana. Con la presentacion de propiedades antimicrobianas, antivirales y antifingico.

3.- Concentracion Minima Inhibitoria: Minima concentracion que inhibe el crecimiento
visible de Enterococcus faecalis debido a la presencia del extracto de propéleo usado en el
estudio después de una incubacién de 24 y 48 horas.

4.- Caracterizacion organoléptica: Determinacion de las caracteristicas fisicas del propdleo
segun la percepcién de los sentidos: sabor, olor, color.

5.-Caracterizacion fitoquimica: Determinacion de los compuestos quimicos y metabolitos

activos que se encuentra en el propéleo.
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4.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

6.6.1 De la obtencidn de los extractos de Propdleos:

En el estudio se utilizd 2 tipos de propdleos: uno de proveniencia comercial y otro prop6leo
proveniencia natural (extracto etandlico, elaborado en el laboratorio con fines de
investigacion).

e El propdleo comercial corresponden a la siguiente marca: Santa Natura. Se utilizé el
producto a base de propdleo y licor de cafia de baja graduacion. (Ver fig. 1).

e Elextracto de propdleo proveniente de la serrania fue obtenido a partir de los apicultores
de la provincia de Sanchez Carrion y Zonas aledafias (Ver fig. 2). Se procedio a la
elaboracion del extracto etandlico en el laboratorio de farmacia de la Universidad
Nacional de Trujillo.

a).- Preparacion del extracto etandlico de la serrania: EI propoleo en bruto fue extendido
sobre una mesa y se separ6 de las impurezas, luego fue cortado en trozos pequefios.

e Propoleo etandlico serrano N° 1: Se pes6 50 g de propdleo cortado y se afiadio 200
ml de alcohol de 96°, esta maceracion se dejo reposar por 7 dias, en un frasco &mbar
(oculto de la luz y a temperatura ambiente). Luego filtro al vacio con papel Wattman
nimero 40 y se obtuvo la solucion etanolica del propéleo (Ver fig. 2,4,5,6). Después
fue sometido en el rota vapor a 40°C para extraer el etanol y obtener un solido de
propodleo. Luego se prepararon las soluciones al 10%, 20%, 30%.

e Propdleo hidroalcohdlico serrano N° 2: Se pes6 50 g de propdleo cortado y se afiadio
200 ml de alcohol de 50° (este se preparo en el laboratorio con el control de un
alcoholimetro), esta maceracion se dejé reposar por 7 dias, en un frasco ambar (oculto
de la luz y a temperatura ambiente). Luego filtrd al vacio con papel Wattman nimero

40 y se obtuvo la solucion etanolica del propoleo (Ver fig. 2,4,5,6). Después fue
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sometido en la rota vapor a 40°C para extraer el etanol y obtener un sélido de
propdleo. Luego se prepararon las soluciones al 10%, 20%, 30%.

e Propdleo etandlico serrano N° 3: Una cantidad aproximada a 40 g de propdleo se
refrigero a -0 °C por 24 horas. Luego se pulverizd en un mortero de porcelana, se
pesaron 20 g de propdleo y se afiadié 25 ml de alcohol de 96°, esta maceracion se
dejo reposar por 7 dias, en un frasco ambar (oculto de la luz y a temperatura
ambiente). Luego filtrd al vacio con papel Wattman numero 40 y se obtuvo la
solucién etandlica del propdleo (Ver fig. 3,4,5,6). Después fue sometido a un rota
vapor a 40°C para extraer el etanol y obtener un sélido de propdleo. Luego se obtuvo

una preparacion al 0.4% a partir de dicha maceracion.

4.6.2 De la obtencidn y cultivo de las cepas bacterianas:

Enterococcus Faecalis:

-Reactivacion: La cepa fue reactivada incubandola en el caldo tioglicolato de sodio por 24
horas a 37°C estableciéndose su viabilidad por la turbidez del caldo, luego se hicieron
diluciones hasta que se obtenga una turbidez semejante al tubo N° 0.5 del Nefelémetro de
Mc Farland (suspension experimental) que corresponde a 1 x 10 bacterias / ml.

-Siembra de Enterococcus faecalis en placas de agar: Las cepas de Enterococcus faecalis
fueron cultivadas en medio agar Mdller Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas en
microanaerobiosis (5 a 10% de CO2) en jarra Gaspak. Se prepararon 30 placas, a las cuales

se les rotuld segun las concentraciones de propdleo serrano y comercial.
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4.6.3 Procedimiento:
Del efecto antimicrobiano:
A) Prueba de difusion de disco:
e Se colocaron los discos de papel filtro Wattman 17 impregnados en 10 pl con las
soluciones distribuidas en las placas Petri sembradas con cepa de Enterococcus

faecalis. Luego se incub6 nuevamente a 37 grados centigrados.

e Lectura de las placas: La lectura se realizé a las 24 horas, 48 horas, 72 horas. Se
midieron halos de inhibicion bacteriana en mm con un Vernier, donde se medio todo
el radio generado alrededor del disco de papel impregnado con la sustancia evaluada

y se anotaron en el anexo .

B) Concentracién minima inhibitoria:

Se tomaron 10 tubos de ensayo con 2 ml de caldo de BHI en cada uno, al primero se le
afiade 2 ml de concentracion de propdleo, a partir de esta se realizaron diluciones seriadas:
500mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml, 31,25 mg/ml, 15,625 mg/ml, 7,81mg/ml,
3,905mg/ml, 1,953 mg/ml, 0,976mg/ml. Posteriormente se inoculo 0.1 ml de solucion
bacteriana a una escala de turbidez de Mc. Farland N° 3 equivalente a 9 x 10® UFC/ml para
cada uno de los 10 tubos. Luego se incub06 por un lapso de 24 horas. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) es considerada aquella concentracion del extracto en el cual es
inhibido el crecimiento bacteriano (método de interposicion de caldo). Se realizd el
experimento solo en el propdleo etandlico serrano N° 1.

También se prepararon dos tubos de control: Uno contenia medio de cultivo mas la cepa
bacteriana y el otro medio de cultivo mas cepa bacteriana y alcohol de 96°.

Pasado el lapso de incubacion por 24 horas a 37 °C, se observé y se tomd 3 tubos los cuales

no se aprecioé turbidez, a partir de estos de cogié 100 ul y con una asa Driglasky se disperso
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la muestra y las placas a incubacion bajo las mismas condiciones, por 24 horas, luego se
observo el crecimiento del microorganismo mediante el conteo de Unidades Formadoras
de Colonias, considerdndose como concentracion minima inhibitoria en la cual no hubo
crecimiento bacteriano o fue minimo (maximo 5 colonias), lo mismo se repitio para las 48

horas .Se registraron los resultados en el anexo II.

4.7. Plan de Andlisis:

Se determind si la muestra tenia distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
el ANOVA(Analisis de varianza), diferencia de medias para muestras relacionadas(Prueba
t), asumiendo valores significativos para (p<0,05) y altamente significativos para (p<0.01);
por otro lado se determind medidas estadisticas descriptivas como media, desviacién
estandar, minimo y maximo. También se construyeron intervalos de confianza al 95% para

medias y diferencia de medias. Para ello se usé el programa estadistico IBM SPSS Vs 23.
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4.8.-Matriz de consistencia.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA POBLACION

Problema: Obijetivo general: Hipdtesis: Tipo: Constituida por
Comparar la efectividad antimicrobiana del extracto de prop6leo comercial vs propéleo de la Existe UFC de

¢Existe serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis. diferencia El presente trabajo es Enterococcus
diferencia entre la| una investigacion faecalis  que
antimicrobiana . e efectividad cuantitativa y de nivel fueron
entre el -Objetivos Especificos: antimicrobiana aplicativo. adquiridas por
extracto  de del extracto de Método: ElI  método donacion  en
propoleo 1.-Determinar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que propdleo que utilizaremos es el el laboratorio

comercial  vs
propdleo de la
serrania sobre
cultivos de
Enterococcus
faecalis?

genera el extracto de propo6leo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis segin los
tiempos de medicion 24,48 y 72 horas.

2.-Determinar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que
genera el preparado de extracto etandlico al 10 % ,20%, 30% de propoleo de la serrania sobre
cultivos de Enterococcus faecalis, seguin los tiempos de medicion 24,48 y 72 horas.

3.-Determinar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio
que genera el preparado de extracto hidroalcohélico al 10 % ,20%, 30% de propdleo de la
serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24,48 'y 72
horas.

4.-Determinar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio
que genera el preparado de extracto etanolico 0.4% de prop6leo de la serrania sobre cultivos
de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24,48 y 72 horas.

5.- Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de propoleo de la
serrania N° 1 en diferentes concentraciones: 500mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml,
31,25 mg/ml, 15,625 mg/ml, 7,81mg/ml, 3,905mg/ml, 1,953 mg/ml, 0,976mg/ml sobre cepas
Enterococcus faecalis, después de 24 y 48 horas de incubacion.

6.-Determinar caracteristicas organoléptica y fisicoquimica de propéleo serrano y comercial.
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V.-RESULTADOS.

5.1.-Resultados:

TABLA 1 Evaluacion de la efectividad antimicrobiana a través de la formacidn del halo inhibitorio que genera el extracto de propéleo

comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Valor Diferencias relacionadas

95% Intervalo de Sig.

Diferencias relacionadas Desvia Desvia confianza t gl (bilat

Media cion Media cion para |a diferencia eral)

tip. tip. Inferior Superi
or

Halo de Inhibicion a las 24 horas - 10.6 1.66

Halo de Inhibicién a las 48 horas 1107 169 0.67 071 093 04 o3 2 0:000
Halo de Inhibicion a las 24 horas - 10.6 1.66

Halo de Inhibicion a las 72 horas 10.82 1.56 0.22 072 048 005 00 2 0108
Halo de Inhibicion a las 48 horas - 11.27 1.69

Halo de Inhibicién a las 72 horas 10.82 1.56 045 038 031 059 o 29 0.0

a. Tratamiento = Propdleo Comercial
FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

En la tabla 1, que evidencia las concentraciones promedio de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera
el extracto etandlico de propoleo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis a las 24 horas de aplicacion se logré un halo inhibitorio de 10.6
+ 1.66 a las 48 horas un halo promedio de 11.27 + 1.69 y por Gltimo a las 72 horas un halo promedio de 10.82 + 1.56. Al aplicar el extracto etanolico
de propdleo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis se evidencio diferencias altamente significativas (p<0.01) entre las mediciones a las
24 horas con las de 48 horas con un incremento en el halo de inhibicion de 0.67 = 0.71; Asi mismo al comparar entre las 48 y 72 horas la diferencia
también fue altamente significativa (p<0.01), evidenciandose gque entre hubo una reduccién de 0.45 + 0.38; resultados contrarios se evidenciaron al
comparar los halos de inhibicién entre las 24 y 72 horas la diferencia no fue significativa (p>0.05), evidenciandose que dicha reduccién fue de 0.22

+0.72, como lo muestra la tabla 01.
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TABLA 2 Evaluacion de la efectividad antimicrobiana a través de la formacién del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

etanolico serrano N° 1 de propoleo sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Intervalo de confianza para la media

L o
Momento n Media Desyl_acmn al 95% o F Sig.
tipica Lo . Limite
Limite inferior :
superior
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 10% 30 9.92 2.94 8.82 11.01
. - o 0
24 horas Propéleo Natural Etandlico N° 1 al 20% 30 11.4 2.57 10.44 12.36 11.79 0.000
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30% 30 13.18 2.28 12.33 14.04
Total 90 115 291 10.89 12.11
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 10% 30 10.73 2.95 9.63 11.83
Propdleo Natural Etandlico N° 1 al 20% 30 12.08 2.37 11.2 12.97
48 horas rop6leo Natural Etandlico a () 9.7 0.000
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30% 30 13.72 2.53 12.77 14.66
Total 90 12.18 2.87 11.58 12.78
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 10% 30 10.67 2.97 9.56 11.78
. - o 0
72 horas Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 20% 30 11.3 2.33 10.43 12.17 922 0.000
Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30% 30 13.4 2.39 12.51 14.29
Total 90 11.79 2.81 11.2 12.38

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

En la tabla 2 se evidencia que los mayores halos fueron obtenidos al aplicar el Propdleo Natural Etanélico al 30% a las 48 horas de aplicacion con

un promedio de 13.72 + 2.53; seguido por el mismo extracto y bajo la misma concentracion a las 72 horas con un promedio de 13.40 + 2.39. Por el

contrario la menor efectividad la alcanzaron el extracto de Propdleo Natural Etandlico al 10% con un promedio de 9.92 + 2.94 a las 24 horas seguido

del mismo pero a las 72 horas con un promedio de 10.67 + 2.97, segin evidenciamos en la tabla 02. Ademas, se muestra que existe diferencia

altamente significativa (p< 0.01) entre las diferentes concentraciones de extracto etanolico al 10 %, 20%, 30% de propoleo de la serrania sobre

cultivos de Enterococcus faecalis tanto a las 24, 48 y 72 horas de habérseles aplicado las concentraciones.
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TABLA 3 Evaluacion de la efectividad antimicrobiana a través de la formacién del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

hidroalcoholico serrano N° 2 de propoleo sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Intervalo de confianza para la media

al 95%

Momento / Concentracion n Media Desviacion tipica F Sig.
Limite inferior L|m|t_e
superior
Propdéleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 10% 30 15.72 3 14.6 16.84
Prondleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 20% 30 15.3 3.11 14.14 16.46
24 horas ropéleo Natural Hidroalcoholico al 20% 157 0.210
Prop6leo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 30% 30 14.45 2.29 13.6 153
Total £l 15.16 2.84 14.56 15.75
Propdleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 10% 30 16.8 2.95 15.7 17.9
Prondleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 20% 30 16.12 3.37 14.86 17.37
48 horas ropéleo Natural Hidroalcoholico al 20% 19 0.160
Propoleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 30% 30 15.32 2.45 14.4 16.23
Total 9 16.08 2.98 15.45 16.7
Propdleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 10% 30 16.05 2.72 15.04 17.06
s ; Al ° 0 30 15.62 3.15 14.44 16.79
72 horas Propéleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 20% 1.96 0150
Propdleo Natural Hidroalcohélico N° 2 al 30% 30 14.67 2.39 13.77 15.56
90 15.44 2.8 14.86 16.03

Total

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

De la tabla 3 se evidencia que los mayores halos fueron obtenidos al aplicar el Prop6leo Natural Hidroalcohdlico al 10% a las 24 horas de aplicacion

con un promedio de 16.80 £ 2.95; seguido por el mismo extracto y con una concentracion de 20% en el mismo momento con un promedio de 16.12

+ 3.37. Por el contrario la menor efectividad la alcanzaron el extracto de Propoleo Natural Hidroalcoholico al 30% con un promedio de 14.45 + 2.29

a las 24 horas seguido de la misma concentracién pero a las 72 horas con un promedio de 14.67 + 2.39, segun evidenciamos en la presente tabla.

Ademas, se muestra que no existe diferencia significativa (p > 0.05) entre las diferentes concentraciones de extracto de Propoleo Natural

Hidroalcohdlico al 10 %, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis tanto a las 24, 48 y 72 horas de habérseles

aplicado las diferentes concentraciones.
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TABLA 4 Evaluacion de la efectividad antimicrobiana a través de la formacidn del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

etanolico serrano N° 3 de propoleo sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Valoi Diferencias relacionadas
o o 95% Intervalo de confianza t gl Sig.
Media DeS\t/ilgmon Media DeS\t/ilsmon para la diferencia (bilateral)
Inferior Superior
Halo de Inhibicién a las 24 horas 14.4 1.
L 8 % -0.98 0.81 -1.29 -0.68 -6.61 29 0.000
- Halo de Inhibicion a las 48 horas 15.47 218
Halo de Inhibicién a las 24 horas 14.48 1.95
L -0.55 0.95 -0.9 -0.2 -3.17 29 0.004
- Halo de Inhibicion a las 72 horas 15.03 2.19
Halo de Inhibicién a las 48 horas 15.47 21
o de Inhibicién a | h 5 8 0.43 0.63 0.2 0.67 3.79 29 0.001
- Halo de Inhibicion a las 72 horas 15.03 2.19

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

En la tabla 4 se evidencia las concentraciones promedio de la efectividad antimicrobiana a través de la formacién del halo inhibitorio que genera el

extracto etandlico serrano N° 3 de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis a las 24 horas de aplicacién se logré un halo

inhibitorio de 14.48 + 1.95 a las 48 horas un halo promedio de 15.47 + 2.18 y por ultimo a las 72 horas un halo promedio de 15.03 + 2.19.

Al aplicar el extracto etandlico serrano N° 3 de propodleo sobre cultivos de Enterococcus faecalis se evidencid diferencias altamente significativas

(p<0.01) entre las mediciones a las 24 horas con las de 48 horas con un incremento en el halo de inhibicion de 0.98 + 0.81; Asi mismo al comparar

entre las 24 y 72 horas la diferencia también fue altamente significativa (p<0.01), evidenciandose que entre hubo un incremento de 0.55 + 0.95;

finalmente al comparar los halos de inhibicion entre las 48 y 72 horas la diferencia tambiéen fueron altamente significativa (p<0.01), evidenciandose

que dicha reduccion fue de 0.43 £ 0.6.
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TABLA 5 Concentracion minima inhibitoria del extracto de propéleo natural etandlico N° 1.

Tubo / Concentracion Placa 1 Placa 2
(24 (48
Horas) Horas)
tubo 8 ; 125 mg/ml 31 10
tubo 9 ; 250 mg/ml 12
tubo 10 ; 500 mg/ml 1

Fuente: Analisis de laboratorio

En la tabla 5 se observa las CMI del propdleo etandlico de la serrania tras la evaluacién de 24 y 48
horas de incubacion. Resultando la concentracion de 500 mg/ml del tubo numero 10 como la CMI
de cepas de Enterococcus faecalis.
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TABLA 6 Determinacion de las caracteristicas organolépticas y fisico quimicas.

Caracteristicas Organolépticas del Propdleos COLOR SABOR OLOR
ensayados
Extracto de propdleo natural etanélico  N° 1: Marrén Amargo Olor propio de propéleo
50g / 200 ml (alcohol de 96°) oscuro
Extracto de prop6leo natural hidroalcohélico Castafio claro Ligeramente Aromético
N° 2: 50g / 200 ml (alcohol de 50°) picante
Extracto de prop6leo natural etandlico  N° 3: Castafio Ligeramente Ligeramente aromatico
20g / 25 ml (alcohol de 96°) oscuro amargo
Extracto prop6leo comercial Castafio Picante Aromatico
oscuro
Extracto de Extracto de Extracto de Extracto de
propoleo natural  propdleo natural propoleo propoleo ENSAYO
etanolico hidroalcohdlico natural comercial
N° 1 N° 2 etandlico
N° 3
COMPUESTOS +++ ++ ++ + Cloruro férrico
FENOLICOS
FLAVONOIDES +++ ++ ++ ++ Shinoda
SAPONINAS - +- - +- Espuma
QUINONAS ++ ++ - - Borntrager
ACEITES ++ - +- - Sudan

ESCENCIALES

* Ausencia: - Poca: +- Moderada: ++ Alta: +++
Fuente: Andlisis de laboratorio

En la tabla 6 se evidencia las caracteristicas organolépticas de cada muestra de extracto
etanolico e hidroalcohdlico provenientes de la sierra después del filtrado al vacio y extracto
de propoleo comercial(EPC). Observandose también que el extracto de propoleo serrano que
presento alta presencia de compuestos fendlicos y flavonoides fue el extracto de propoleo
serrano N° 1, mientras que el N°2, N° 3 y EPC mostraron moderada presencia. Se muestra
poca presencia de saponinas en el extracto de propéleo serrano n° 2 y EPC, mientras que el
extracto de propoleo serrano N° 1 y N° 3 mostraron ausencia. El extracto de propoleo serrano
N° 1y n° 2 mostraron poca presencia de quinonas, mientras que el extracto de propdleo
serrano N° 3 y EPC mostraron ausencia. Extracto de propoleo serrano N° 1 y N° 3 mostraron
presencia de aceites esenciales entre moderada y poca respectivamente, mientras que el

extracto de propdleo serrano N° 2 y EPC mostraron ausencia.

30



5.1.- ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente estudio se ha demostrado que el propoleo tiene capacidad antibacteriana y que
esta se debe a los compuestos fisicoquimicos que este posee, pues el lugar de procedencia
del producto influye sustancialmente en el efecto antimicrobiano, esta sera mas compleja
dependiendo del lugar y la vegetacion circundante al sitio de recoleccion del producto.?#2°
El propdleo de la serrania posee mayor efecto antimicrobiano vs el propdleo comercial frente
a cultivos de Enterococcus faecalis. Estos resultados pueden ser debidos a que en el analisis
fitoquimico realizado a ambos propo6leos, se encontraron altos porcentajes de compuestos
activos como fenoles, flavonoides, saponinas, quinonas y aceites esenciales en el propéleo
de la serrania, mientras que en el propdéleo comercial el porcentaje de estos compuestos
activos fue menor. La composicion quimica de propoleos relatada por varios estudios es a
base: aldehidos, acidos y ésteres alifaticos, amino acidos, acidos y ésteres aromaticos,
chalconas y dihidrochalconas, flavanonas, flavonas, flavonoides, acidos grasos, cetonas,
terpenoides, esteroides y aztcares.**??** De todos los compuestos, se le atribuye que las
actividades antimicrobianas son relacionadas a los compuestos fendlicos y flavonoides ya
que estos compuestos estan en mayor porcentaje en el producto.'®*! Aunque se relata que
la unién de todos estos genera un efecto sinérgico para lograr el efecto antimicrobiano, el
mecanismo de accién es complejo ya que puede desorganizar el citoplasma, pared celular,
membrana plasmatica, inhibicién de la sintesis proteica y a través de la inhibicion de la
division celular por inhibicion de la replicacion de ADN.'8% Estos datos nos permiten avalar
a los resultados encontrados pues a mayor concentracion de compuestos activos, mayor es

el efecto antibacteriano.

El extracto de propdleo de la serrania logré superior efectividad antimicrobiana vs el
propbleo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis, por lo cual se observd que a

mayor concentracion y tiempo de exposicion en casi la mayoria de porcentajes de extractos
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evaluados el efecto antimicrobiano era considerable. El antecedente nacional de Jara R
(2014), avala los resultados obtenidos en este presente estudio, pues también hallo que el
propdleo proveniente de origen natural logra efecto antimicrobiano mayor al que es obtenido
de una casa comercial, aunque en su estudio uso propoleo proveniente de un lugar distinto

al nuestro y lo ensayo en microorganismos Streptococcus sanguinis y Mutans.

Extracto etandlico de propoleo de la serrania n°® 1 y n° 3 demostraron efectividad
antimicrobiana generando halos inhibitorios crecientes a medida que la concentracion era
mayor, se observo también que los halos inhibitorios se mantuvieron e incluso hubo algunos
que incrementaron a medida que las horas de observacion pasaban, es decir de 24, 48y 72
horas. El estudio de Palomino, et al??, respalda los resultados obtenidos en el presente
estudio, pues también indica que a mayor concentracion de prop6leo mayor es el halo de
inhibicion obtenido. El estudio de Aguirre!8, también evalud el efecto antimicrobiano del
propoleo de proveniencia comercial en comparacion con el paramonoclorofenol, los
porcentajes ensayados fueron de 5%. 70% y 90% y se observaron estos halos a las 24, 48 y
72 horas, estableciéndose no variacion de los halos entre los tiempos de observacion, estos
resultados no concuerdan con los obtenidos por el presente estudio, ya que se encontrd
incremento de halos inhibitorios a medida que las horas de observacion pasaban, aunque es
necesario sefialar que los porcentajes ensayados de 70% y 90% son distintos a los ensayados
por este estudio, por ello puede ser que a mayor concentracion no exista variacion en cuanto

a la generacion de halos inhibitorios observados en los distintos tiempos.

Los extractos etandlicos y hidroalcohélico ensayados en el presente estudio lograron halos
inhibitorios que fueron incrementando a medida que la concentracion era mayor, y en cuanto
a la observacion de tiempos (24, 48, 72 h.) los halos inhibitorios de los extractos etandlicos
aumentaron desde la primera observacion hasta la Gltima, mientras que el extracto

hidroalcoholico mantuvo halos inhibitorios similares durante todos tiempos de observacion.
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El estudio de Carrillo, et al ?* evalud extractos de propdleo etandlicos y acuosos, obteniendo
como resultado que los etandlicos son los que tienen efectividad antibacteriana
significativamente mayor; Tolosa y Caiiizares?’, también reporta que la efectividad
antimicrobiana de los extractos depende del solvente empleado, indicando que los extractos
etanolicos son los mas efectivos y ademas actGan en menores concentraciones a diferencia
de los acuosos que necesitan porcentajes mayores para logra su efecto. Estos datos respaldan
a los obtenidos en el presente estudio, ya que los extractos etanélicos lograron mayores halos
inhibitorios para el cultivo de E. faecalis. EEP n° 1 a la concentracion del 30% logro los
mayores halos inhibitorios en las 48 y 72 horas observacion y la concentracion al 10 %

mostro los menores halos inhibitorios en las 24 y 72 horas de observacion.

El extracto hidroalcohodlico de propoleo de la serrania al 10%, 20% y 30% demostro efecto
antimicrobiano sobre cultivos de E. faecalis a través de la formacion de halos inhibitorios
diferentes entre cada concentracion, pero no se hall6 diferencia entre los tiempos de 24, 48
y 72 horas de observacion. Las concentraciones al 10% logro 16.80 mm, al 20% logro 16.12
mm y 30% logro 14.45 mm de halos inhibitorios tras la evaluacion a las 24 y 48 horas,
Alvares M reporta un extracto de propoleo hidroalcohdlico de procedencia
natural(Huaraz), ensayando su efectividad antimicrobiana a porcentajes de 25%,50%,75% y
100% obteniendo halos inhibitorios de 8.56 mm, 11.81 mm, 11.67 mm, 12.63 mm para cada
porcentaje evaluado, estos resultados al evaluarse con los obtenidos por el presente estudio
se evidencia mayores halos inhibitorios a pesar que las concentraciones evaluadas son
menores; otro estudio de Gonzalon L%, también evalud extracto hidroalcohdlico de
procedencia natural(Ecuador), obteniendo halos inhibitorios de 14.8 mm para
concentracion al 10% y 12.4 mm para la concentracion al 20%, comparando estas dos
concentraciones y sus medias de halos inhibitorios obtenidos con los del presente estudio se

puede apreciar que nuestros resultados superan a los resultados obtenidos por Gonzalén L.
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Aguirre'® evalud porcentajes mayores a los evaluados por el presente estudio y se logra
apreciar que los halos obtenidos por el EHP al 10%,20% y 30% generan halos inhibitorios
mas altos a pesar que las concentraciones del presente estudio son menores a las estudiadas
por Aguirre, y esto se pudo haber dado por el origen del propoleo usado por Aguirre fue
comercial y no indican el solvente usado en la extraccion del extracto, pues como ya se ha
establecido en diversos estudios que extractos de propoleo preparados en laboratorio son
mucho mas efectivos y logran efecto antimicrobiano en menores cantidades, por contener
mayores metabolitos activos los cuales son responsables del efecto antimicrobiano. El efecto
antimicrobiano del propoleo depende de su lugar de procedencia, por ello se infiere a partir
de los resultados analizados que el propdleo de proveniencia natural de la sierra Libertefia
posee mas alto contenido de metabolitos activos por ello se puede apreciar halos inhibitorios
mayores a las concentraciones evaluadas.®’ El estudio de Marmanillo G.%* reporta que una
concentracion del 5% de propoleo tras la observacion después de 72 horas dio un halo
préximo al encontrado en el presente estudio, pero la concentracion fue al 30% siendo mayor
a la usada por Marmanillo, pero es necesario recalcar que la bacteria de estudio son distintas,

probablemente el E. faecalis requiera de mayor porcentaje de propéleo para ser erradicada.

La CMI del extracto etandlico de propdleo de la serrania n°® 1 para inhibir el crecimiento de
cepas Enterococcus faecalis, fue la concentracion de 500mg/ml. Salaverry, et al 2 (2011),
obtuvo como resultados que la CMI para la cepa de E. faecalis es de 256 g/ml con diluyente
de alcohol de 99%, contrastando con nuestros resultados podemos evidenciar que se obtuvo
una CMI menor en comparacion por la obtenida por Salaverry, ya que la de nosotros
establecimos CMI a partir de mg, mientras que Salaverry establecié CMI a partir de gramos.
El estudio de Lugo E, et al'’ presenta CMI de 400mg/ml y lo detalla como actividad
moderada frente a E. faecalis, esta resulta ser mucho mas cercana a la establecida en el

presente estudio.
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VI1.- CONCLUSIONES.

El antimicrobiano més efectivo sobre cultivo de Enterococcus faecalis es el extracto de
propoleo de la serrania en comparacion con el extracto de propoleo comercial.

Se determino el efecto antimicrobiano del EPC, a través de la formacion de halos
inhibitorios que se mantuvieron desde las 24 horas hasta las 72 horas, el halo de mayor
inhibicion fue obtenido a las 48 horas de evaluacion, resultando altamente significativo
(p <0.01).

Se determind el efecto antimicrobiano del EEP de la serrania al 10%, 20% y 30, a traves
de la formacion de halos inhibitorios, observandose incrementos de halos inhibitorios a
medida que la concentracion era mayor, los cuales se mantuvieron en los tiempos de
observacion de 24,48 y 72 horas, resultando diferencia altamente significativa (p <0.01).
Se determing el efecto antimicrobiano del EHP de la serrania al 10%, 20% y 30%, a
través de la formacidn de los halos inhibitorios, el efecto fue aumentando a medida que
la concentracion era mayor, pero dio lo mismo entre la medicion de tiempos 24, 48 'y 72
horas, el EHP al 10% resulto el de mejor efecto con medias relativamente altas
comparadas con las demaés, resultando diferencia no significativa entre los tratamientos
aplicados (p>0.05).

Se determino el efecto antimicrobiano del EEP de la serrania al 0.4%, a través de la
formacion de halos inhibitorios que fueron incrementando a medida del pasar de las
horas, dando resultados altamente significativos entre la medicion de 24 — 48, 24 -72'y
48-72 horas, resultando altamente significativo (p<0.01).

Se considerd la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
propdleo de la serrania n° 1 a la concentracion de 500mg/ml por lograr inhibir el
crecimiento de cepas Enterococcus faecalis (menor de 5 colonias bacterianas) tras la

incubacion de 24 y 48 horas.
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e Los compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, quinonas y aceites esenciales se
encontraron en mayor numero es en los extractos de propdleo de la serrania en

comparacion con los encontrados en el prop6leo comercial.

VI1.-RECOMENDACIONES.

Se recomienda establecer protocolos de ejecucién a partir de los resultados obtenidos y
establecer trabajos de investigacion in vitro verificando los resultados y posteriormente

poder aplicarlo en estudios In Vivo.

Se recomienda hacer estudios sobre propoleos provenientes de distintas zonas geogréficas,

para comparar el de mayor accion antimicrobiana.

Se recomienda realizacion de estudios con otros microorganismos especificos que sean

obtenidos de pacientes que presenten infecciones en la cavidad oral de diversa indole.

Se recomienda evaluar cual de los compuestos que se encontraron en el propdleo son

responsables del efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis.
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ANEXOS



N2 Placa Petri

o
N ANEXO 01.
Ficha de recoleccion de datos.
Evaluacion - Halos Inhibicién
Sustancias Propéleo Propéleo Propéleo Propéleo Propdleo Propéleo Propdleo Propéleo
ensayadas Natural Natural Natural Natural Natural Natural Natural
Comercial
etandlico etanolico etandlico hidroalcoholi hidroalcoholi hidroalcohéli etandlico N°
Ne 1 Ne1 Ne1l co co co 3
Al 10% Al 20% Al 30% Ne° 2 al N° 2 al N° 2 al al 0.4%
10% 20% 30%
24 horas
48 horas
72 horas

*Sera medido en mm con valores +/-.

Se llenaréa de acuerdo al propoleo ensayado en cada placa:

e Propoleo natural N° 1: 10%,20%,30%
e Propdleo natural hidroalcohdlico N°2: 10%,20%,30%.

e Propdleo natural N° 3: 0.4%

e Propoleo comercial.

*A cada muestra se le nimero del 1 al 8 para rotulacion de las placas.
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ANEXO 02.

Ficha de recoleccion de datos — Propoleo etandlico natural N° 1.

Tubos Concentraciones Horas de Horas de
medicion 24 h. medicion 48 h.

10 500 mg/ ml
9 250 mg/ml
8 125 mg/ml
7 62,5 mg/ml
6 31,25 mg/ml
5 15,625 mg/ml
4 7,81mg/mi
3 3,905mg/ml
2 1,953 mg/ml
1 0,976mg/ml

Control 1 Alcohol 96%

Control 2 Solo agar

*Se llenara: si hubo turbidez o no se evidencio turbidez.
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BASE DE DATOS DE MUESTRA PILOTO PARA CALCULO DEL TAMARNO DE MUESTRA

ANEXO 03.

A las 24 horas de aplicacion
Propoleo Propoleo Propdleo , , . Propoleo
Natural Natural Natural PEIDEIEE PEIpEEE PEIDEIEE Natural Propdleo
" " " Natural Natural Natural 1
Etandlico Etandlico Etandlico . 1 . 1 . 1 etanolico
o o o Hidroalcohdlico|  Hidroalcohdlico|  Hidroalcohdlico o :
N° 1 N 1 N° 1 N° 2 al 10% N° 2 al 20% N° 2 al 30% N° 3 Sl
Al 10% Al 20% Al 30% 0 0 0 al 0.4%
10.5 145 15 15 17 14 15.5 12
8 9.5 9.5 14 13 18 12 10.5
15 10 14.5 14.5 19 16.5 16 10
13 11 13 16 16 14 16 11

Fuente: Datos de laboratorio
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ANEXO N° 04

Figuras:

Figura 1: Propodleo de la serrania.

Figura 3: Mortero y pilén: propdleo en procesé de pulverizado.
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Figura 6: Extractos etanolicos: Muestra 1: 50g/50ml, muestra 2: 50g/50ml y extracto

Hidroalcoholico de propdleo de la serrania: Muestra 3: 20g/25ml.
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Figura 8: Extracto n° 2 en sus tres porcentajes: 10%,20%,30%.

Figura 9: Extracto n° 3 en su porcentaje preparado: 0.4% a partir de 20mg/25ml (macerado)
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Figura 10: Vaciado de los extractos en sus concentraciones de trabajo.

Figura 11: Muestras que se usaran en el ensayo de efectividad antimicrobiana.
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Figura 12: Caracterizacion fitoquimica de los propdleos ensayados.
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Figura 14: Material para el efecto antimicrobiano- antibiograma.
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Figura 15: Placa mostrando los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas.
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Figura 16: Ensayo de concentracion minima inhibitoria.
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ANEXO N° 05,

ANALISIS DE LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA A TRAVES DE LA FORMACION DEL HALO INHIBITORIO QUE GENERA EL
EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO COMERCIAL SOBRE CULTIVOS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS, SEGUN LOS TIEMPOS DE
MEDICION 24, 48 Y 72 HORAS.

TABLA 1A Prueba para muestras relacionadas para evaluar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el extracto etanélico

de propoleo comercial sobre cultivos de E. faecalis, segin los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para la

Sig.

Diferencias relacionadas Media DeS\;:’acién diferencia t 9l (bilateral)
P Inferior Superior

Halo de Inhibicion a las 24 horas - Halo de Inhibicion a 067 0.71 0.93 0.4 513 29 0.000
las 48 horas

Halo de Inhibicion a las 24 horas - Halo de Inhibicion a 0.22 0.72 -0.48 0.05 -1.66 29 0.108
las 72 horas

Halo de Inhibicion a las 48 horas - Halo de Inhibicion a 045 0.38 0.31 0.59 6.5 29 0.000
las 72 horas

a. Tratamiento = Propéleo Comercial

En la Tabla 01A, que evidencia las concentraciones promedio de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el extracto
etandlico de prop6leo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis a las 24 horas de aplicacion se logré un halo inhibitorio de 10.6 + 1.66 a las 48 horas un
halo promedio de 11.27 £ 1.69 y por ultimo a las 72 horas un halo promedio de 10.82 + 1.56. Al aplicar el extracto etanolico de propdleo comercial sobre cultivos
de Enterococcus faecalis se evidencio diferencias altamente significativas (p<0.01) entre las mediciones a las 24 horas con las de 48 horas con un incremento en el
halo de inhibicién de 0.67 + 0.71; Asi mismo al comparar entre las 48 y 72 horas la diferencia también fue altamente significativa (p<0.01), evidenciandose que
entre hubo una reduccion de 0.45 + 0.38; resultados contrarios se evidenciaron al comparar los halos de inhibicién entre las 24 y 72 horas la diferencia no fue

significativa (p>0.05), evidenciandose que dicha reduccion fue de 0.22 + 0.72, como lo muestra la tabla 01A.
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TABLA 2A Estadisticas descriptivas de la efectividad antimicrobiana a través de la formacidn los halos inhibitorios que genera el extracto etandlico de

propdleo comercial sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segin los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Desviacion
Media n tip.
Halo de Inhibicién a las 24 horas 10.60 30 1.66
Halo de Inhibicion a las 48 horas 11.27 30 1.69
Halo de Inhibicién a las 72 horas 10.82 30 1.56

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

ANALISIS DE LA EFECTIVILDAD ANTIMICROBIANA A TRAVES DE LA FORMACION DEL HALO INHIBITORIO QUE GENERA EL PREPARADO DE
EXTRACTO ETANOLICO AL 10 %, 20%, 30% DE PROPOLEO DE LA SERRANIA SOBRE CULTIVOS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS, SEGUN LOS
TIEMPOS DE MEDICION 24, 48 Y 72 HORAS.

TABLA 3A Efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto etandlico al 10 %, 20%, 30%

de propoéleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, seguin los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: halo de inhibicién
Suma de

. Media .

Origen a;a;jorzitljlos al cuadratica F Sig.
Modelo 38174,600? 9 4241.62 624.79 0.00
Momento 20.82 2 10.41 1.53 0.22
Tratamiento 410.51 2 205.25 30.23 0.00
Tratamiento * 6.74 4 1.68 0.25 0.91
Momento
Error 1771.90 261 6.79
Total 39946.50 270

a. R cuadrado = .956 (R cuadrado corregida = .954)
FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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De la tabla 3A se evidencia que la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto etandlico al 10

%, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis tiene diferencia altamente significativa de concentracion a concentracion (p <
0.01), efecto contrario se tuvo al analizar los efectos antibacterianos de los tiempos de medicidn a las 24, 48 y 72 horas no se evidenciaron diferencias significativas
(p > 0.05). Ademas, al analizar la significancia entre las diferentes interacciones de los tratamientos con los diferentes momentos de aplicacion de los tratamientos
(concentraciones al 10%, 20% y 30%) se evidencia que tampoco hubo diferencias significativas (p > 0.05).

Por otro lado, el modelo propuesto explica un 95.4% de los efectos en la eficacia antimicrobiana medida a través de los halos de inhibicion, lo cual indica que si es

un modelo con buen ajuste.

TABLA 4A Pruebas de falta de ajuste del modelo
Variable dependiente:halo_inhibicion

Suma de Media

Origen ol . F Sig.
cuadrados cuadrética

Falta de ajuste 6,739 4 1,685 ,248 ,911

Error puro 1771,900 261 6,789

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

Ademas, se realizé la prueba de falta de ajuste, evidenciandose que si existe buen ajuste del modelo segiin se muestra en la tabla 04.

Por otro lado, se evidencia que los mayores halos fueron obtenidos al aplicar el Propéleo Natural Etanélico al 30% a las 48 horas de aplicacion con un promedio
de 13.72 £ 2.53; seguido por el mismo extracto y bajo la misma concentracion a las 72 horas con un promedio de 13.40 + 2.39. Por el contrario, la menor efectividad
la alcanzaron el extracto de Propdleo Natural Etandlico al 10% con un promedio de 9.92 + 2.94 a las 24 horas seguido del mismo, pero a las 72 horas con un

promedio de 10.67 £ 2.97, segun evidenciamos en la tabla 05A.

Ademas, en la tabla 6A se muestra que existe diferencia altamente significativa (p< 0.01) entre las diferentes concentraciones de extracto etanélico al 10 %, 20%,

30% de propoleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis tanto a las 24, 48 y 72 horas de habérseles aplicado las concentraciones.
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TABLA 5A Estadisticas descriptivas de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

etandlico al 10 %, 20%, 30% de propoleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.

o Intervalo de confianza para la media al
Desviacion Error

Momento n Media L o 95% Minimo  Maximo
tipica tipico e . .
Limite inferior Limite superior

24 Propdleo Natural Etandlico N° 1 al 30 9.92 2.94 0.54 8.82 11.01 5.00 15.00
horas 10%

Propdleo Natural Etandlico N° 1 al 30 11.40 2.57 0.47 10.44 12.36 6.00 15.00

20%

Propdleo Natural Etandlico N° 1 al 30 13.18 2.28 0.42 12.33 14.04 9.00 16.00

30%

Total 90 1150 291 0.31 10.89 12.11 5.00 16.00
48 Propdleo Natural Etanélico N° 1 al 30 10.73 2.95 0.54 9.63 11.83 7.00 16.00
horas 10%

Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30 12.08 2.37 0.43 11.20 12.97 7.00 16.00

20%

Propdleo Natural Etanélico N° 1 al 30 1372 2.53 0.46 12.77 14.66 8.00 17.50

30%

Total 90 12.18 2.87 0.30 11.58 12.78 7.00 17.50
72 Propoleo Natural Etandlico N° 1 al 30 10.67 2.97 0.54 9.56 11.78 7.00 17.00
horas 10%

Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30  11.30 2.33 0.43 10.43 12.17 7.00 15.00

20%

Propéleo Natural Etanélico N° 1 al 30 13.40 2.39 0.44 12.51 14.29 8.00 17.50

30%

Total 90 11.79 2.81 0.30 11.20 12.38 7.00 17.50

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

57



TABLA 6A Andlisis de varianza de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

etandlico al 10 %, 20%, 30% de propoleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.

ANOVA
halo_inhibicién
Suma de Media .
Momento cuadrados Gl cuadratica F Sig.
24 horas Inter- 160.52 2 80.26 11.79 0.00
grupos
Intra- 592.48 87 6.81
grupos
Total 753.00 89
48 horas Inter- 133.91 2 66.95 9.70 0.00
grupos
Intra- 600.25 87 6.90
grupos
Total 734.16 89
72 horas Inter- 122.82 2 61.41 9.22 0.00
grupos
Intra- 579.17 87 6.66
grupos
Total 701.99 89

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

TABLA 07: Prueba de homogeneidad de varianzas.
Prueba de homogeneidad de varianzas
Halo de inhibicién

Estadistico de

Momento Levene gll gl2 Sig.
24 horas 2.02 2 87 0.14
48 horas 2.01 2 87 0.14
72 horas 1.86 2 87 0.16

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

La tabla 07 evidencia la prueba de homogeneidad de varianzas nos muestra que las varianzas de los tratamientos son homogéneas, por lo cual si aplica en el estudio

realizar las pruebas paramétricas para la comparacién maltiple de los tratamientos segin momentos de aplicacion.
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TABLA 08 Comparaciones multiples de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

etandlico al 10 %, 20%, 30% de propoleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.
Comparaciones multiples

halo_inhibicién DMS

Intervalo de confianza al 95%

. . Diferencia de Error .
Momento (1) Tratamiento (J) Tratamiento medias (1-J) tipico Sig. _Limi'te Limi_te
inferior superior

24 horas Prop6leo Natural Etandlico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -1,4833" 0.67 0.03 -2.82 -0.14
10% 20%
Propoleo Natural Etandlico N° 1 Al Propoleo Natural Etandlico N° 1 Al -3,2667" 0.67 0.00 -4.61 -1.93
10% 30%
Propéleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -1,7833" 0.67 0.01 -3.12 -0.44
20% 30%

48 horas Propoéleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -1,3500" 0.68 0.05 -2.70 0.00
10% 20%
Propdleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -2,9833" 0.68 0.00 -4.33 -1.64
10% 30%
Propéleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -1,6333" 0.68 0.02 -2.98 -0.29
20% 30%

72 horas Propoleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -0.63 0.67 0.34 -1.96 0.69
10% 20%
Propéleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -2,7333" 0.67 0.00 -4.06 -1.41
10% 30%
Propéleo Natural Etanélico N° 1 Al Propéleo Natural Etandlico N° 1 Al -2,1000" 0.67 0.00 -3.42 -0.78

20%

30%

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

Al comparar las concentraciones de Prop6leo Natural Etandlico en sus diferentes concentraciones a las 24 horas, observamos que existe diferencia significativa
entre las concentraciones al 10% y 30% asi como al 20% y 30%, en menor escala se encontrd una diferencia significativa entre las concentraciones al 10% y 20%.
En todas ellas los halos fueron mayores a medida que las concentraciones se incrementaban.

A las 48 horas de haberse aplicado las concentraciones los resultados fueron similares a los hallados a las 24 horas, sin embrago al comparar a las 72 horas de
aplicados los extractos se evidencié que no existe deferencia significativa entre las concentraciones al 10% con las concentraciones 20%.
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ANALISIS DE LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA A TRAVES DE LA FORMACION DEL HALO INHIBITORIO QUE GENERA EL PREPARADO DE
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 10 %, 20%, 30% DE PROPOLEO DE LA SERRANIA SOBRE CULTIVOS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS, SEGUN
LOS TIEMPOS DE MEDICION 24, 48 Y 72 HORAS.

TABLA 09 Efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto hidroalcohdlico al 10 %, 20%,
30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: halo inhibicidn

Origen Suma de cuadrados tipo 11 gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 128,1692 8 16.021 1.977 0.050
Interseccion 65364.448 1 65364.448  8064.789 0.000
Tratamiento 87.319 2 43.659 5.387 0.005
Momento 40.052 2 20.026 2.471 0.086
Tratamiento * Momento .798 4 .200 .025 0.999
Error 2115383 261 8.105

Total 67608.000 270

Total corregida 2243552 269

a. R cuadrado = .057 (R cuadrado corregida = .028)

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

De la tabla 09 se evidencia que la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto hidroalcohdlico al
10 %, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis tiene diferencia altamente significativa de concentracion a concentracion (p <
0.01), efecto contrario se tuvo al analizar los efectos antibacterianos de los tiempos de medicidn a las 24, 48 y 72 horas no se evidenciaron diferencias significativas
(p > 0.05). Ademaés, al analizar la significancia entre las diferentes interacciones de los tratamientos con los diferentes momentos de aplicacion de los tratamientos
(concentraciones al 10%, 20% y 30%) se evidencia que tampoco hubo diferencias significativas (p > 0.05).

Por otro lado, el modelo propuesto explica un 2.8% de los efectos en la eficacia antimicrobiana medida a través de los halos de inhibicién, lo cual indica que no es

un modelo con buen ajuste, lo que también se evidencia en la tabla 10 cuando probamos que si existe un mal ajuste de los datos respecto al modelo propuesto.
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TABLA 10 Pruebas de falta de ajuste del modelo

Variable dependiente:halo_inhibicion

Origen Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Falta de ajuste 0.80 4 0.20 0.02 0.999
Error puro 2115.38 261 8.10

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

Por otro lado, se evidencia que los mayores halos fueron obtenidos al aplicar el Propdleo Natural Hidroalcohodlico al 10% a las 24 horas de aplicacion con un
promedio de 16.80 + 2.95; seguido por el mismo extracto y con una concentracion de 20% en el mismo momento con un promedio de 16.12 + 3.37. Por el contrario,
la menor efectividad la alcanzaron el extracto de Prop6leo Natural Hidroalcohélico al 30% con un promedio de 14.45 + 2.29 a las 24 horas seguido de la misma
concentracion, pero a las 72 horas con un promedio de 14.67 + 2.39, segun evidenciamos en la tabla 11.
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TABLA 11 Estadisticas descriptivas de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

hidroalcohdlico al 10 %, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.

Intervalo de confianza para la media al

Momento n Media De;}gﬁgén 5;8; Minimo  Maximo
Limite inferior Limite superior

Pr(())péleo Natural HidroalcohélicoN°2al 30  15.72 3.00 0.55 14.60 16.84 9.0 21.0

24 %E%Eéleo Natural Hidroalcohélico N°2al 30  15.30 3.11 0.57 14.14 16.46 6.5 19.5

horas  prongleo Natural Hidroalcohdlico N° 2al 30 14.45 2.29 0.42 13.60 15.30 8.5 21.0
0,

'?'?)t/aol 90 15.16 2.84 0.30 14.56 15.75 6.5 21.0

Pr%/p;éleo Natural Hidroalcohdlico N°2al 30  16.80 2.95 0.54 15.70 17.90 10.0 22.0

48 EE(())/Eéleo Natural HidroalcohdélicoN°2al 30  16.12 3.37 0.61 14.86 17.37 6.0 20.5

horas  pronsleo Natural Hidroalcohdlico N° 2al 30 15.32 2.45 0.45 14.40 16.23 9.0 21.0
0,

i(())t/aol 90 16.08 2.98 0.31 15.45 16.70 6.0 22.0

Prc())/p())éleo Natural Hidroalcohélico N°2al 30  16.05 2.72 0.50 15.04 17.06 10.0 21.0

72 %Ec())/p;éleo Natural HidroalcohélicoN°2al 30  15.62 3.15 0.57 14.44 16.79 6.0 20.5

horas  proh6leo Natural Hidroalcohdlico N° 2al 30 14.67 2.39 0.44 13.77 15.56 9.0 21.5
0,

'?’gt/zjl 90 1544 2.80 0.29 14.86 16.03 6.0 215

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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TABLA 12 Analisis de varianza de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

hidroalcohdlico al 10 %, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.

Suma de Media .
Momento cuadrados gl cuadratica F Sig.
24 horas Inter-grupos 25.01 2 12.50 1.57 0.21
Intra-grupos 692.82 87 7.96
Total 717.82 89
48 horas Inter-grupos 33.07 2 16.54 1.90 0.16
Intra-grupos 755.88 87 8.69
Total 788.96 89
72 horas Inter-grupos 30.04 2 15.02 1.96 0.15
Intra-grupos 666.68 87 7.66
Total 696.72 89

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

Ademas, en la tabla 12 se muestra que no existe diferencia significativa (p > 0.05) entre las diferentes concentraciones de extracto de Propoleo Natural
Hidroalcoholico al 10 %, 20%, 30% de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis tanto a las 24, 48 y 72 horas de habérseles aplicado las
diferentes concentraciones.

TABLA 13 Prueba de homogeneidad de varianzas.

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error?
Variable dependiente:halo_inhibicién

F gll gl2 Sig.

1.625 8 261 0.118

Contrasta la hip6tesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.
a. Disefio: Interseccion + Tratamiento + Momento + Tratamiento * Momento

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

La tabla 13 evidencia la prueba de homogeneidad de varianzas nos muestra que las varianzas de los tratamientos son homogéneas, por lo cual si aplica en el estudio

realizar las pruebas paramétricas para la comparacién maltiple de los tratamientos segiin momentos de aplicacion.
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TABLA 14 Comparaciones multiples de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto

hidroalcohdlico al 10 %, 20%, 30% de propodleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicion 24, 48 y 72 horas.

(Prueba DMS)
Diferencia E Intervalo de co
Momento (1) Tratamiento (J) Tratamiento de medias -rror Sig. L .
(1-3) tipico Limite inferior
Propdleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 10% Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 0.42 0.73 0.569 -1.03
20%
24 hor Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 10% Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 1.27 0.73 0.086 -0.18
oras 30%
Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 20% Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 0.85 0.73 0.247 -0.60
30%
Propdleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 10% Propéleo Natural Hidroalcoh6lico N° 2 al 0.68 0.76 0.372 -0.83
20%
48 horas Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 10% Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 1.48 0.76 0.055 -0.03
30%
Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 20% Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 0.80 0.76 0.296 -0.71
30%
Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 10% Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 0.43 0.71 0.546 -0.99
20%
79 horas Propdleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 10% Propéleo Natural Hidroalcoh6lico N° 2 al 1.38 0.71 0.056 -0.04
30%
Prop6leo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 20% Propéleo Natural Hidroalcoh6lico N° 2 al 0.95 0.71 0.187 -0.47

30%

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

Al comparar las concentraciones de Propdleo Natural Hidroalcohdlico en sus diferentes concentraciones a las 24 horas, observamos que no existe diferencia

significativa entre las concentraciones al 10% y 30% asi como al 20% y 30%, ni tampoco entre las concentraciones al 10% y 20%. Los efectos fueron similares en

los 3 momentos de observacion de los halos de inhibicion (24, 48 y 72 horas) como evidencia la tabla 14
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ANALISIS DE LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA A TRAVES DE LA FORMACION DEL HALO INHIBITORIO QUE GENERA EL PREPARADO DE
EXTRACTO ETANOLICO 20MG/2ML DE PROPOLEO DE LA SERRANIA SOBRE CULTIVOS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS, SEGUN LOS TIEMPOS
DE MEDICION 24, 48 Y 72 HORAS.

TABLA 15 Prueba para muestras relacionadas para evaluar la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de
extracto etandlico 20mg/2ml de propoéleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicidn 24, 48 y 72 horas.
Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

Error 95% Intervalo_ de coqfianza ' _Sig.
Media DES\tII,IS-CIén tl'p:éde para la diferencia . t gl (bll?)tera
media Inferior Superior
Par 1 Halo de Inhibicion a las 24 horas - Halo de Inhibicién a las 48 horas -0.98 0.81 0.15 -1.29 -0.68 -6.61 29 0.000
Par 2 Halo de Inhibicion a las 24 horas - Halo de Inhibicién a las 72 horas -0.55 0.95 0.17 -0.90 -0.20 -3.17 29 0.004
Par 3 Halo de Inhibicidn a las 48 horas - Halo de Inhibicion a las 72 horas 0.43 0.63 0.11 0.20 0.67 3.79 29 0.001

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

TABLA 16 Estadisticas descriptivas de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el preparado de extracto etandlico 20mg/2ml
de propoleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis, segun los tiempos de medicién 24, 48 y 72 horas.

. . Error tip. de
Media n Desviacion tip. la mecFi)ia
Halo de Inhibicion a las 24 horas 14.48 30 1.95 0.36
Halo de Inhibicion a las 48 horas 15.47 30 2.18 0.40
Halo de Inhibicion a las 72 horas 15.03 30 2.19 0.40

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.

En latabla 15, evidencia las concentraciones promedio de la efectividad antimicrobiana a través de la formacion del halo inhibitorio que genera el extracto etanélico
20mg/2ml de propdleo de la serrania sobre cultivos de Enterococcus faecalis a las 24 horas de aplicacion se logré un halo inhibitorio de 14.48 + 1.95 a las 48 horas
un halo promedio de 15.47 + 2.18 y por ultimo a las 72 horas un halo promedio de 15.03 + 2.19. Al aplicar el extracto etanélico 20mg/2ml de propdleo sobre
cultivos de Enterococcus faecalis se evidencio diferencias altamente significativas (p<0.01) entre las mediciones a las 24 horas con las de 48 horas con un

incremento en el halo de inhibicion de 0.98 + 0.81. Asi mismo al comparar entre las 24 y 72 horas la diferencia también fue altamente significativa (p<0.01),
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evidenciandose que entre hubo un incremento de 0.55 + 0.95; finalmente al comparar los halos de inhibicidn entre las 48 y 72 horas la diferencia también fueron

altamente significativa (p<0.01), evidencidndose que dicha reduccién fue de 0.43 £ 0.63, como lo muestra la tabla 16.

TABLA 17: PRUEBAS DE NORMALIDAD SEGUN TRATAMIENTO Y MOMENTO

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
I ratamiento : - T 3 !

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Propdleo Natural Etandlico N° 1 Al 10% 021 30 0.002 0.89 30 0.006

Propoleo Natural Etanélico N° 1 Al 20% 0.15 30 0.071 0.93 30 0.043

Propoleo Natural Etanélico N° 1 Al 30% 024 30 0.000 0.83 30 0.000

Haln de Inhihicién a las 94 harae  PTOPOleo Natural Hidroalcoh6lico N° 2 al 10% 023 30 0.000 0.90 30 0.010
Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 20% 0.19 30 0.008 0.92 30 0.020

Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 30% 0.19 30 0.007 0.92 30 0.023

Propdleo Natural etandlico N° 3 al 0.4% 0.20 30 0.004 0.88 30 0.002

Propoleo Comercial 0.19 30 0.006 0.94 30 0.075

Propoleo Natural Etanolico N° 1 Al 10% 0.22 30 0.001 0.86 30 0.001

Propdleo Natural Etandlico N° 1 Al 20% 0.17 30 0.027 0.95 30 0.193

Propdleo Natural Etandlico N° 1 Al 30% 0.25 30 0.000 0.88 30 0.003

Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 10% 0.24 30 0.000 0.87 30 0.002

Halo de Inhibicion a las 48 horas Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 20% 019 30 0.006 0.91 30 0.016
Propdleo Natural Hidroalcoholico N° 2 al 30% 0.25 30 0.000 0.84 30 0.000

Propoleo Natural etandlico N° 3 al 0.4% 0.18 30 0.012 0.90 30 0.010

Propoleo Comercial 0.24 30 0.000 0.90 30 0.007

Propdleo Natural Etandlico N° 1 Al 10% 021 30 0.001 0.85 30 0.001

Propdleo Natural Etandlico N° 1 Al 20% 015 30 0.078 0.94 30 0.097

Propoleo Natural Etanolico N° 1 Al 30% 0.23 30 0.000 0.89 30 0.006

Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 10% 0.27 30 0.000 0.89 30 0.005

Halo de Inhibicion a las 72 horas Propoleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 20% 015 30 0.09 0.93 30 0.062
Propdleo Natural Hidroalcohdlico N° 2 al 30% 0.19 30 0.005 0.88 30 0.003

Propoleo Natural etandlico N° 3 al 0.4% 0.12 30 .200* 0.96 30 0.362

Propoleo Comercial 0.26 30 0.000 0.83 30 0.000

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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TABLA 18: PRUEBAS DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA SEGUN TRATAMIENTO APLICADO.

Prueba de homogeneidad de varianzas
halo_inhibicién

. Estadistico .
Tratamiento de Levene gll gl2 Sig.
- — 5
i(r)%/pooleo Natural Etanolico N° 1 Al 0.01 2 87 0.99
, - o
zgg/goleo Natural Etandlico N° 1 Al 0.16 2 87 0.85
, . o
ggc(;)/goleo Natural Etandlico N° 1 Al 0.04 2 87 0.96
Propoleo Natural Hidroalcoholico N° 2 0.08 2 87 0.93
al 10%
Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2
al 20% 0.22 2 87 0.80
Propéleo Natural Hidroalcoholico N° 2
al 30% 0.01 2 87 0.99
A Al o]
Propoleo Natural Etanélico N° 3 al 0.19 2 87 0.83
0.4%
Propoleo Comercial 0.28 2 87 0.76

FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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: DIAGRAMAS DE CAJAS DE LOS HALOS DE INHIBICION DE TRATAMIENTOS APLICADOS SEGUN MOMENTO A LAS 24,48Y
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FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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FIGURA ii : Gréficos de normalidad de los tratamientos a las 24 horas de aplicacion de los tratamientos:
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FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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FIGURA iii : Gréficos de normalidad de los tratamientos a las 48 horas de aplicacion de los tratamientos:
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FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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FIGURA IV Gréficos de normalidad de los tratamientos a las 72 horas de aplicacion de los tratamientos:
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FUENTE: Base de datos de ensayos de laboratorio.
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TITULO DEL

Etubo 8 ; 125

Etubo 9 ; 250
mg/ml

FEtubo 10 ; 500

Placa 1 (24

Placa 2 (48
Fuente: Tabla 19.

Gréfico 0 1. Concentracion minima inhibitoria del Propdleo etandlico Serrano N° 1

RESULTO: CONCENTRACION DEL TUBO N° 10: 500mg/ ml fue la CMI.

73



