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RESUMEN
El presente estudio de investigacion tuvo como propdsito la comparacion, in vitro, del
efecto antibacteriano entre tres concentraciones de extracto etanolico de propdleo de
Cajabamba y un propdleo comercial, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
Trujillo 2016. La investigacion fue de tipo cuantitativo, disefio transversal, analitico,
prospectivo, experimental. Se prepararon tres concentraciones de extracto etandlico de
prop6leo mediante el método de maceracion. Se sembraron cepas de Streptococcus
Mutans en cultivo Mdller Hilton enriquecido con sangre de conejo. Para evaluar la
sensibilidad bacteriana se emple6 la técnica de disco de difusion de Kirby Bauer. Para la
lectura de los halos de inhibicion se utilizé una regla milimetrada. Se encontré que el
extracto comercial y natural al 5%, no presentan diferencia entre los resultados obtenidos,
ya que presentaron un promedio de halo similar. En relacion al propéleo comercial y
natural al 15% y 30% si presentaron diferencia ya que el halo promedio del propdleo
natural fue mayor y tuvo una significancia de 0.00. Concluyendo que el propéleo tiene un
efecto antibacteriano pudiendo ser debido a la presencia de Flavonoides, que inhibe

muchas especies bacterianas.

Palabras Claves: Antibacteriano, Propdleo, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

The purpose of the present study was to compare, in vitro, the antibacterial effect between
three concentrations of ethanolic extract of propolis of Cajabamba and a commercial
propolis, on strains of Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2016. The
investigation was quantitative, cross-sectional, analytical, prospective, experimental
design. Three concentrations of ethanol extract of propolis were prepared by the
maceration method. Strains of Streptococcus Mutans were seeded in Muller Hilton culture
enriched with rabbit blood. To evaluate the bacterial sensitivity, the Kirby Bauer diffusion
disc technique was used. To read the inhibition halos, a millimeter rule was used. It was
found that the commercial and natural extract at 5% did not present a difference between
the results obtained, since they presented a similar halo average. In relation to commercial
and natural propolis at 15% and 30% if they presented difference since the average halo
of natural propolis was higher and had a significance of 0.00. Concluding that propolis
has an antibacterial effect, which may be due to the presence of flavonoids, which inhibits

many bacterial species.

Key Words: Antibacterial, Propolis, Streptococcus mutans.

Vii



no

w

CONTENIDO

THEUIO A8 12 TESIS. ittt bbb i
Hoja de firma del jurado Y @SESOK ........cccueveeieiierie e iii
Hoja de agradecimiento. .. ......cccccveiveiieiiesiecie e iv
D LTo [ 071 (o] 4 - BRSSP PRPRORPPRPIN %
RESUITIEN. . .1eiiuvi ettt ettt et sb e et e e ebe e st e et e e s abe e sbeesabeesbeesnbeesbeesabeeareeas vi
ADSITACE. .. c.vviiiecitie e ettt ettt s e et e et e e ebe e s abe e be e e be e sheesabe e beeereenreeenns Vil
[070] 01 (=] 01 [0 o FO O SURUSRUTPPURPRR viii
INAICE 08 tADIAS. .. wvveveeceeescee ettt X
Lo INEFOAUCCION .o 11
Il ReViSiON de HTeratura..........ccovivieeieieiescse s 13
T HIPOTESIS ..o 20
IV.  Metodologia.......ccoveiieiiiie it 21
4.1 Disefio de 1a INVEStIGaCION .........ccceeiiiiiicecee e 21
4.2 PODIACION Y MUESTIA. ...ttt 21
4.3 Definicion y Operacionalizacion de variables e indicadores................... 23
4.4 Técnicas e instrumento de recoleccion de datos..........cccocvrererereirreennn 25
4.5 Plan de ANALISIS ....c..covviveiiieieceeeee s 31
4.6 Matriz de CONSISIENCIA ......eovveeieiiieiieie e et 32
4.7 PrINCIPIOS ELCOS .....vocveviceeeeesceeee et ss s es e 33
V. RESUIAAODS ...t 34
5.1  RESUITAAOS. ...t 34

viii



5.2. ANALISIS A8 RESUITAUOS. .....eee oo 36

VI CONCIUSIONES ...t 38
ASPECtoS COMPIEMENTAIIOS. ........veveiieseeie e 39
Referencias BIiDIIOGrafiCas ..........ccccveiiiiiiie i 40
AANEXOS ettt e e e e e e n e nr e e nes 46



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del propoleo de
Cajabamba y un propoéleo comercial, sobre cepas de Streptococcus mutans

AT CC 25175t 34

Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano de tres concentraciones de
EEP de Cajabamba con Gluconato de

@1 01) o 1 1o« (1 111 T: VTP 35



I.  INTRODUCCION

La cavidad oral, cuenta con diversos microorganismos, los cuales van a constituir la floral
oral en los humanos; estos mismos, tienen un papel importante en lo que respecta a la
salud y/o enfermedad bucal; por lo cual es importante buscar sustancias novedosas para
poder controlar su proliferacion. *

En la boca encontramos bacterias que estan adheridas a la placa bacteriana, entre las mas
frecuentes, encontramos al Streptococcus mutans y al Streptococcus sanguinis; las cuales
son anaerobias facultativas, Gram (+) y se les atribuye como las causantes de las
patologias orales. >3

Uzel, describe al propéleo como un producto natural, con un componente esencial como
es el flavonoide, que es un producto resinoso de las abejas, el cual es rico en propiedades

antibacterianas, antisépticas, antiinflamatorias y antimicrobianas.

El propodleo tiene una composicion compleja, que lo elaboran las abejas, cuya produccion
al afio es de 100 — 300g/ colmena, segln la cantidad de abejas, el clima, la flora y el

método de recoleccion. >

La recoleccion del propdleo en las colmenas, se da ya sea por trampas o raspado; siendo
el entrampado, el cual tienen menos contaminacion y da un producto de mayor calidad.
Se da antes de invierno. ’

El propdleo desde tiempos antiguos ha sido utilizado medicinalmente, con el avance de
la ciencia, empez0 a utilizar en el area farmaceutica y en tratamientos fisioterapéuticos,
por sus grandes caracteristicas como ser antiinflamatorio, inmnoestimulante, antiviral,
antifingico, anestésicos y por lograr una regeneracion tisular.

Su composicion quimica:

11



e 50 —55% resinas y balsamos
e 30-40% cera de abeja

e 5-10% volatiles

e 5% polen

« 5% materiales diversos. °

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto antibacteriano in vitro del

propbleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, obtenidas de GENLAB

laboratorio SAC.

12



II. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1.- ANTECEDENTES:

Pires da Silva R. 1% (Brasil, 2006). Realizé un estudio con el fin de evaluar la actividad
antimicrobiana de dos extractos de propdleos brasileros comerciales, sobre 26 especies
de microorganismos obtenidos de ATCC y cepas silvestres como cocos y bacilos Gram+
y Gram-; donde encontr6 que el extracto etandlico de propdleo tiene actividad
antimicrobiana sobre todas las bacterias probadas sobre todo en bacterias Gram+ y con

una notable disminucién en bacterias Gram-.

Equizdbal M et al. ** (Lima, 2007). Realizaron un estudio de investigacion sobre
Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de propoleo peruano sobre
Streptococcus mutans y Lactobacillus casei, de tipo experimental, con el objetivo de
determinar la accion antibacteriana del extracto etandlico del propoleo peruano (EEPP)
proveniente del Valle de Oxapampa; mediante el método de difusion en placa se uso las
cepas Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Lactobacillus casei (ATCC 393). Se
determind que el extracto etanélico de propéleo peruano en solucion al 0,8% tiene una
mejor accién antibacteriana contra Streptococcus mutans y L. casei que la Clorhexidina
al 0,12%; ademas se comprob0d que la accion antibacteriana del extracto etandlico de
propdleo peruano contra S. mutans es mayor que en L. casei; siendo significativas en las
concentraciones de 0,8 y 20%. La accion antibacteriana del extracto etanélico de propoleo
peruano al 0,8% es mayor que la accion de la Clorhexidina, tanto para S. mutans y L.

casei.

Moreno Z, et al 12 (Bogota, 2007). Realizaron un estudio de investigacion, con el objetivo

de evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de propoleos argentinos, colombianos y
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cubano sobre Streptococcus mutans. Encontrando que la totalidad de los propoleos
utilizados presentaron actividad contra Streptococcus mutans a concentraciones de 15 a

3.75 mg/ml. Los propdleos que presentaron mayor efecto bactericida fueron el 2 y el 3
(muestras colombianas) luego de 48 horas de incubacion. EI mejor efecto bacteriostatico
lo present6 la muestra 2 (propoleo colombiano) a un periodo de incubacién de 24 horas.
El 70% de las muestras de propoleo incrementaron su actividad luego de un tiempo de
incubacion de 48 horas, en relacion con el efecto detectado a las 24 horas. A mayor
exposicion de las bacterias al propdleo, las muestras colombianas mostraron un efecto
superior, las argentinas un efecto moderado y las demas muestras (30%), permanecieron

estables.

Mayta Tovalino F, et al ** (Lima, 2009). Realizaron un estudio de investigacion sobre
evaluacion in vitro sobre el efecto antibacteriano de extracto etandlico de propéleo de
Oxapampa — Peru sobre cultivos de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Staphylococcus aureus; de tipo experimental, con el objetivo de demostrar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de propéleo (EEP) de Oxapampa - Per( evaluando
in vitro su accién antibacteriana frente al S. mutans y S. aureus para enfrentarlas a las
soluciones: Propoleo 10% y 30% y compararlas con los testigos clorhexidina 0,12 y
0,05%, listerine® y agua destilada. Encontrando que para el Streptococcus mutans, tanto
el EEP al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron diferencia significativa, el EEP al
30% tuvo mayor efecto antibacteriano que el Listerine® contra el Streptococcus mutans

p<0,001 e igual en efectividad que la clorhexidina 0,12% frente al Streptococcus aureus.

Jara Mufioz R. *(Lima, 2014). Realiz6 un estudio sobre la evaluacion in vitro del efecto
antibacteriano de cinco propoleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175) y Streptococcus sanguis ATCC10556; de tipo experimental, con el objetivo de
14



evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco propdleos peruanos sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguis (ATCC 10556).
Encontrando que el extracto etanolico de propdleo de Oxapampa presentd halos de
inhibicion de mayor tamafio frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
en cuanto a los 4 extractos de propoleo comerciales, solo 3 (Tintura de propdleo
Farmagel, Madre Natura y Kaita®), presentaron actividad antibacteriana. Concluy6 que
el extracto etandlico de propoleo Oxapampa elaborado en el laboratorio tiene mayor
actividad antibacteriana, que los extractos comerciales frente a cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).
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BASES TEORICAS
PROPOLEO:

Es una sustancia, que tiene como componentes: resinas, ceras, aceites esenciales, polen 'y
microelementos. Tiene propiedades farmacoldgicas, donde la principal es ser una

sustancia antimicrobiana e inmunomoduladora. 1°16.17.18

Sus caracteristicas morfologicas pueden variar segin las condiciones ambientales o la
variacion vegetal, por tal motivo su color puede ser entre rojo pardo al amarillo verdoso
y/o oscurecerse hasta ser negro; todo depende de su edad y origen. Encontramos también
que posee un olor aromatico agradable y sabor intenso y picante. %20

Composicion:

Su composicion quimica es compleja, pero depende de factores como la flora de donde
es obtenido, la geografia, el método de recoleccion y el clima. En términos generales el
propdleo en bruto estd compuesto de:

Composicion de Propdleo

ELEMENTOS PORCENTAJES
Resinas 50-55%

Ceras 30-40%

Aceites esenciales o volatiles 5-10%

Polen 5%

Sustancias organicas y minerales 5%

Fuente: Prodigios de las abejas: el propdleo y la jalea real 2
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Propiedades Farmacoldgicas:

Antioxidante: Su compuesto, el flavonoide, es un poderoso antioxidante, el cual
es capaz de eliminar los radicales libres ademas que protege la membrana celular
y evita la peroxidacion lipidica. 22

Antibacteriano: Viene a actuar sobre gérmenes Gram Positivos y algunos Gram
negativos 23

Antiviral: Tiene la caracteristica de ser virucida. En Francia, se establecio que
disminuia la sintesis del ADN viral, teniendo como responsable de ello al
flavonoide.?* -2°

Fungicida: lo ha demostrado al descomponer cepas de hongos, como la Céandida.
Este efecto es asociado a la presencia de flavonoides. Se realizaron pruebas con
40 cepas de levaduras de Céandidas, donde fue capaz de inhibir su crecimiento,
demostrando asi que es un producto con alta actividad fiingica.?®

Cicatrizante y antiinflamatorio: Los preparados con base de prop6leo son capaces
de acelerar positivamente la epitelizacion y division de celular en la curacién de
heridas y en prevenir cuadros inflamatorios; esto se encuentra relacionado a los
flavonoides.'® En el Departamento de Biogquimica de la Universidad de Oxford,
se estudio la actividad antiinflamatoria del propdleo y en el afio 1996 se dio a
conocer el trabajo donde los autores reconocen la actividad antiinflamatoria del
propdleo ante el acido cafeico y a la quercetina.?*

Anestesico: Es otra de sus capacidades y estd demostrado mediante estudios, los
cuales demostraron que el prop6leo en un medio acuoso es un buen anestésico
local, actuando periféricamente en la membrana ocular y tiene una mayor

duracién que la cocina; ademas tiene una accion infiltradora parecida a la de la
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procaina.’® En 1979, Alemanes, realizaron estudios y hallaron en el extracto
alcohdlico del propdleo, principalmente en los flavonoides de este mismo, que
producen efecto de anestésico local demostrado en conejos, asi mismo en la
cornea del raton; pero cuando los flavonoides son colocados solos, hay una

disminucion en la potencia del extracto.?’
Accidn Anticariogénica:

Esta demostrado por varios estudios, donde se ha demostrado que hay una reduccién de
la presencia e incidencia de caries, ademas del depdsito de placa dental in vitro e in vivo;
esto se ve asociado a la actividad antimicrobiana contra las bacterias cariogénicas y la

inhibicion de la enzima glucosiltransferasa.® ~2°

Un estudio realizado por Gisper, con un total de 117 nifios que fueron separados en 3

grupos, se demostrd el efecto antibacteriano sobre Streptococcus Mutans. 2°
STREPTOCOCCUS MUTANS

Esta presente en la microbiota de la cavidad oral y es el causante de la caries dental *°

ademas de infecciones como la bacteriemia y endocarditis. !

Es un coco Gram positivo, no presenta movilidad, se encuentra en cadena y es capaz de
cambiar un medio de pH 7 a pH 4.2, en 24 horas. En la boca, hay presencia de colonias,

las cuales se adhieren cerca a la superficie dental. *?

Se clasifica en 8 serotipos:

-Streptococcus mutans (serotipos c, e, f y k)

-Streptococcus sobrinus (serotipos d y g)

18



-Streptococcus cricetus (serotipo a)

-Streptococcus rattus (serotipo b)

-Streptococcus ferus (serotipo ¢)

-Streptococcus macacae (serotipo c)

-Streptococcus downei (serotipo h)

Siendo el serotipo C de Streptococcus mutans, el caracteristico encontrado en la zona

bucal humana. 32

Factores de Virulencia:

v" Sintesis de polisacaridos intracelulares.

v" Sintesis de polisacaridos extracelulares

v Movilizacién de Polisacaridos intracelulares

v Poder acidégeno, acidofilo y acidurico.

v" Capacidad de adhesion por proteinas parietales, que van a facilitar su adhesion en

zonas duras y en la ausencia de gluconatos.®*

19



1.  HIPOTESIS

Si existe diferencia en el efecto del extracto etanolico de propdleo de Cajabamba y el

propdleo comercial, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

20



IV. METODOLOGIA

4.1.- DISENO DE INVESTIGACION:

Tipo de Investigacion:

Cuantitativo.

Nivel de Investigacion:

Explicativo

Disefio de la Investigacion:

e Experimental
e Transversal
e Prospectivo

e Analitico

El disefio de la presente investigacion fue experimental porque se comparé efecto

antibacteriano in vitro del Propoleo de Cajabamba y un Propdleo comercial.

4.2.- POBLACION Y MUESTRA:

Poblacién:

La poblacion estuvo constituida por las Cepas bacterianas de Streptococcus mutans

ATCC 25175 que fueron usadas para el presente estudio.

Muestra:

Fueron 10 placas por cada estudio, constituidas por las cepas bacterianas a las cuales se

les aplicé el extracto etandlico del propdleo, agua destilada, propdleo comercial de Santa

21



Natura y Clorhexidina al 0.12%.

(Oo2 + Op)? 202
S (11— 2)?

Donde encontramos que:

=1.96 (es el valor de la distribucion normal para [1 = 0.05)

Z [ =0.84 (valor de la distribucion normal para [1=0.20

S=08( 1— 2)

Reemplazando se obtuvo:

n=10 repeticiones

Se distribuyo las placas inoculadas de la siguiente manera:

e 10 placas inoculadas para EEP al 5%.

e 10 placas inoculadas para EEP al 15%.

e 10 placas inoculadas para EEP al 30%.

e 10 placas inoculadas para propéleo comercial de Santa Natura.

e 10 placas inoculadas para control positivo con clorhexidina al 0.12%.

e 10 placas inoculadas para control negativo con agua destilada.

22



4.3.- DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLE
Variable:
Variable Independiente:

Extracto de Propdleo.

Variable Dependiente:

Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans.

Criterios de inclusion:

Replicaciones de cepa pura de la bacteria liofilizada Streptococcus mutans

(ATCC25175).

Criterios de exclusion:

Cepas de una placa con signos de contaminacion.

23



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables | Definicion Definicion Indicado | Valor Tipo de | Escala
conceptual operacional r final variable
S. Mutans Bacteria Las cepas Halo de mm Cuantitativa | De razén

habitante de la| bacterianas Inhibicio
microbiota fueron n
oral y cultivadas en
considerada la| placas TSA
primera causa | (Trypticase

de caries Soy Agar) y
dental, seran

ademas de suplementadas
infecciones con sangre de
graves por conejo al 10%.
Streptococos

del grupo

Viridans; tales

como

bacteremia y

endocarditis.

Propoleo Mezclas Extracto Etiqueta |ePropdleo | Cualitativa | Nominal
resinosas que | Etandlico de de
obtienen las | Propdleo, Cajabamb
abejas de las | agente a5%
yemas de los | antibacteriano e Propdleo
arboles, frente al S.M; de
exudados de | para medir la Cajabamb
savia u otras | capacidad a 15%
fuentes antibacteriana e Propoleo
vegetales; de
que luego Cajabamb
procesa en la a 30%
colmena * Propéleo
como Santa
sellante de Natura
pequefios
huecos (6mm
0 Menos).
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4.4.- TECNICA E INSTRUMENTOS DE LA RECOLECCION DE DATOS

Técnica:

Se utilizo la observacion y descripcion a través de los datos obtenidos de la investigacion.

Instrumento:

En el presente trabajo de investigacion se utilizé un instrumento que fue llenado por el
investigador y tuvo la funcion de recolectar y registrar los datos sobre la medida de los
didmetros de los halos en mm, formados alrededor de los orificios contenidos con EEP y

el grupo control.

Procedimiento de recoleccion de datos:

Se solicitd una autorizacion (Anexo N°1) al Jefe de Ciencias Basicas, de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo, para realizar el presente trabajo de

investigacion, a quien se le explicé el propdsito y las caracteristicas del estudio.

Instrumento de recoleccién de datos:

Se utiliz6 una ficha de registro que fue llenada por el investigador.

Del estudio in vitro:

= Efecto antibacteriano:

Efecto del extracto etandlico del propéleo como agente antibacteriano frente al
Streptococcus mutans. Se utiliz6 para medir la capacidad antibacteriana ante el

Streptococcus mutans, la cual fue analizada mediante la difusion en agar con discos.

25



" Preparacion del agar Trypticase Soy Agar (TSA):

Se procedid a pesar en una balanza analitica dos tubos con 10 gr. del agar TSA, colocando
el contenido de cada tubo en una determinada botella estéril; luego se procedié a agregar
250 ml de agua destilada; finalmente se homogenizo e introdujo al autoclave por 20

minutos

" Preparacion de las placas Petri:

Se procedio a retirar las botellas de la autoclave, esperando que la temperatura descienda
y luego se comenzo a preparar las placas Petri. En cada botella se colocd 50 ml de sangre
de conejo estéril desfibrinada, después se homogenizo y se vacié en las placas Petri de 15
cm de didmetro, evitando burbujas. Se esperd la solidificacién del medio y se rotul6 cada

placa antes de la siembra.

. Difusion en agar con discos:

Se procedi6 a utilizar papel Watman de 6mm de diametro, los cuales fueron esterilizados,
luego fueron colocados dentro de la placa Petri y se llevd dentro de la campana durante

15 minutos.

Las bacterias se inocularon en las placas de Trypticase Soy Agar (TSA), utilizando 200
ul de cada suspension bacteriana 0.5 McFarland y ayudandonos de un hisopo se procedio
a dispersar las bacterias por todo el agar homogéneamente, dejando reposar las placas

antes del proceso.

Luego, 30 ul de EEP y Clorhexidina al 0.12%, fueron colocados en los discos de papel

Watman,; posteriormente, sobrepuestos en las placas de agar TSA inoculadas con las
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bacterias evaluadas; repitiendo el mismo procedimiento para todos los casos, incluido el

control negativo.

Se procedio a sellar las placas e incubarlas en anaerobiosis a 37°C por 48 horas. Una vez
terminado la incubacién, se midid los didmetros de cada uno de los halos de inhibicién,

utilizando una regla milimetrada.

De la recoleccién de datos.

Se realizaron 10 repeticiones con el EEP, para cada estudio. Al finalizar se sellaron las
placas y se procedio a incubar las muestras a 37°C por 48 horas en anaerobiosis. Al
terminar el tiempo de la incubacion, se midieron los didmetros de cada halo utilizando

una regla milimetrada.

De la seleccién de grupos.

Se selecciono tres grupos:

1. Grupo estudio: Extracto etanolico de propdleo.
2. Grupo control positivo: gluconato de clorhexidina 0.12%.
3. Grupo control negativo: agua destilada.

4.4.1.- Protocolo de la obtencién del extracto:

En la investigacion se utilizé el propoleo obtenido de los apicultores del centro poblado
de Cajabamba y Tintura de propoleo de Santa Natura; el proceso se dio en el laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia Médica “Luis Pasteur” de la Universidad Nacional de

Trujillo — UNT.
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4.4.2.- Recoleccidn e identificacion del Propoleo:

Realizado en las colmenas del centro poblado de Cajabamba, cuya foresta esta integrada
por eucalipto, sauce, pinos entre otros; los cuales proporcionan fuente principal de resina,
a partir de la cual las abejas elaboran el propdleo. Se almacené el propdleo en bolsas
atdxicas transparentes (usadas para conservar alimentos); y la compra de Tintura de

propoleo de Santa Natura.

4.4.3.- Preparacion del extracto etandlico de Propdleo:

Se procedi6 a hacer la limpieza respectiva del prop6leo, eliminando impurezas; hasta
conseguir el peso necesario para el proyecto (100gr. de Propdleo). Posterior a este
procedimiento se diluyd alcohol de 96° con agua destilada para obtener mediante la ayuda

del alcoholimetro alcanzar una muestra de alcohol de 70°.

Se macer0 el propoleo con 400 ml. de Etanol al 70° en un frasco &mbar, por 12 dias.
Pasado el tiempo de maceracion, se procedio a filtrar (con papel filtro Whatman N°4),

para eliminar las impurezas.

La muestra filtrada fue llevada al rotavapor, para eliminar el Etanol; luego de obtener la
muestra libre de Etanol, se colocd en una capsula para colocar en la estufa a 40°C; para
obtener el extracto seco. Se obtuvo 25 gr. de extracto seco de propdleo, mezclandolo con

25 ml de Etanol a 70° se obtuvo el extracto etanélico de propdleo.
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4.4.4.- Elaboracion de extracto de propoleo al 5%, 15% y 30%

5g 100ml 0.5 de extracto etandlico de propoleo +
19.5ml de etanol al 70%, nos da 20ml de
0.05gr. Iml > extracto etandlico de propéleo al 5%

3ml de extracto etanolico de propdleo +
15¢ 100ml

17ml de etangl_ al 70%, nqs da 20ml de
0.15gr. 1ml extracto etandlico de propdleo al 15%
30 200ml 6ml de extracto etanolico de propoleo +
g9 LUum 14ml de etanol al 70%, nos da 20ml de
0.30gr. 1ml > extracto etanolico de propdleo al 30%

4.45.- De la Obtencion del cultivo bacteriano:

En el presente estudio se utilizd cepas bacterianas de Streptococcus mutans (ATCC

25175), obtenidas mediante la compra a GENLAB Laboratorio. (Anexo N°2)

= Cultivo de cepas bacterianas:
El cultivo de las cepas se realizo en el laboratorio de la facultad de ciencias biologicas
de la Universidad Nacional de Trujillo, por el autor, bajo la supervision de un

microbidlogo antes de realizar el cultivo de las cepas.

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en placas de TSA (Trypticase Soy Agar), y
seran suplementadas con sangre de conejo al 10%. Las muestras fueron incubadas en

condiciones de anaerobiosis, a 37°C, durante 5 dias.
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4.4 .6.- Enfrentamiento Antibacteriano:

Se prepararon 60 placas con agar TSA, donde se le suplementé sangre de conejo
desfibrinada, luego se homogenizé el contenido y se procedid verter en las placas Petri
de 15 cm de didametro evitando generar burbujas; se esperd que el medio se solidifique
para que finalmente se rotule cada placa, con sus respectivos porcentajes de EEP,

propoleo comercial de Santa Natura, control positivo y negativo.

Las bacterias fueron inoculadas en placas de Trypticase Soy Agar (TSA), para lo cual
se utilizé 200ul de cada suspension bacteriana, 0.5 McFarland y con ayuda de un hisopo
de dacron estéril se dispersé la bacteria por todo el agar, hasta formar una placa
homogénea. Las placas se dejaron reposar unos minutos antes de proceder con el ensayo
microbiano. Luego se utilizd discos de papel Wathman de 6mm de diametro,
previamente esterilizados dentro de una pequefia placa petri. Se embebio los discos de
papel Wathman en los distintos EEP, propdleo comercial de Santa Natura, control
positivo y negativo; se esperd que los discos absorban las sustancias anteriormente
mencionadas. Se sobrepuso en las placas de Agar TSA inoculada con la bacteria
Streptococcus mutans, rotulando cada placa de forma ordenada con su respectiva

sustancia.

Se coloco las placas en jarras de anaerobiosis en la estufa a 37°C, donde se quedaron
por 48 horas; se retiraron transcurridas las horas y se hizo la lectura donde se midi6 con

una regla milimetrada, el didmetro de los halos de inhibicion.
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4.5.- PLAN DE ANALISIS

Los datos obtenidos de la ficha de recoleccion de datos fueron procesados por un
computador Core i5, mediante un programa estadistico SPSS y la base datos Excel.
Los resultados que se obtuvieron fueron representados en cuadros y graficos de
acuerdo con los objetivos sefialados utilizando un anélisis descriptivo mediante
promedios como la media aritmética; y de dispersién como la desviacién estandar.
Para el analisis inferencial comparativo se utilizé la prueba t-student para dos grupos

de comparacion, estableciendo un nivel de significacion al 95% de confiabilidad.
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4.6.- MATRIZ DE CONSISTENCIA
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4.7.- PRINCIPIOS ETICOS

Los materiales utilizados en la investigacion, se desecharon en bolsas y depdsitos
especiales, logrando que se evite la contaminacion del ambiente en donde se ejecutd.
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V. RESULTADOQOS

5.1 Resultados:

Tabla 1

Comparacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto etanolico de propoleo de

Cajabambay un propoleo comercial, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Extracto Promedio Extracto  Promedio P
Comercial Halo Natural Halo
(mm) (mm)
Santa 6.7 EEP* 5% 6.5 0.567
Natura EEP* 15% 12.5 0.00
EEP* 30% 14.4 0.00

*EEP = EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO DE CAJABAMBA
No se encontro diferencia estadistica entre extracto etanolico de propdleo al 5%y
el propoleo Santa Natura (p=0.567). Sin embargo las concentraciones al 15% y

30% presentan diferencia estadistica con Santa Natura (p=0.00)
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Tabla 2

Comparacion in vitro del efecto antibacteriano de tres concentraciones de EEP de
Cajabamba con Gluconato de Clorhexidina

Control Promedio Extracto Promedio P
Positivo Halo Natural Halo
(mm) (mm)
Gluconato
de 20.1 EEP* 5% 6.5 0.00
Clorhexidina EEP* 15% 12.5 0.00
EEP* 30% 14.4 0.00

*EEP = EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO DE CAJABAMBA
Se encontro6 diferencia estadistica entre extracto etanélico de propoéleo al 5%,

15% y 30% Yy el Gluconato de Clorhexidina al 0.12% (p<0.00).
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5.2: Analisis de Resultados:

Los resultados obtenidos en la tabla 1, indican que los Extractos Etanolicos de
Propdleo de Cajabamba de 15% y 30% tienen efecto antibacteriano mayor que el
propoleo comercial de Santa Natura sobre las cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175). Probablemente la efectividad del propoleo natural, se debe a sus
propiedades fungicidas y antisépticas, ya que con esta materia prima las abejas
defienden su colmena frente al ataque de bacterias y virus. Entre su composicion
quimica la que mas destaca son los flavonoides, responsables de su accion
antibidtica. La concentracion de propdleo es infima en la marca comercial; dado
que el halo de inhibicién fue similar al de propdleo al 5%. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Jara, 4 Eguizabal et al., !* Mayta et al., y 3
Moreno et al., 2. Quienes, compararon extractos etandlicos, con propéleos
comerciales. Es posible que en la formulacion comercial algunos excipientes alteren

el efecto antibacteriano del mismo.

Los resultados obtenidos en la tabla N°2, indican que las tres concentraciones de
EEP de Cajabamba en comparacién con el gluconato de clorhexidina al 0.12%
presentan diferencias significativas ya que nos dio una significancia de 0.00.
Probablemente la diferencia que presenta es que la clorhexidina es de amplio
espectro, su accion es mas efectiva en bacterias Gram positivas que Gram negativas,
algunos hongos y algunos virus. También puede haber diferencias ya que posee
carga positiva, y las bacterias carga negativa, de este modo la clorhexidina se une a
ellas en su pared bacteriana, que es una estructura vital para la vida de los
microorganismos. En una primera instancia la clorhexidina es bactericida, en

segunda instancia, a una concentracion mas baja es bacteriostatico, no produce la
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muerte a las bacterias, pero impide que se reproduzcan, las bacterias envejecen y
mueren sin dejar descendencia. Estos resultados no coinciden con los encontrados
por Eguizébal et al., 1! quien encontrd lo contrario; que el propoleo peruano al 0.8%
es mayor que la accion de la clorhexidina. Mayta et al., ** encontré que el EEP al

30% tuvo igual efectividad que la clorhexidina.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de propoleo de Cajabamba al 5%, presentd similar efecto

antibacteriano sobre Streptococcus mutans que el propdleo de Santa Natura

El extracto etandlico de propéleo de Cajabamba al 15% y 30%, si presentd efecto

antibacteriano superior sobre propoleo Santa Natura.

El extracto etanolico de Cajabamba al 5%, 15% y 30% presentd menor efecto que el

gluconato de clorhexidina al 0.12%

Al comparar el efecto antibacteriano in vitro del propoleo de Cajabamba en sus tres
concentraciones 5%, 15% y 30%, frente al gluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre
cepas del Streptococcus mutans (ACTT 25175), llegamos a la conclusién, que el halo
promedio de las tres concentraciones del propdleo natural estan por debajo que el
halo promedio de la clorhexidina al 0.12%, esto se puede dar, ya que la clorhexidina

tiene un amplio espectro y es un antiséptico de amplio espectro.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

RECOMENDACIONES

e Serecomienda seguir investigando sobre los efectos antibacterianos del

propdleo, obtenido de diferentes puntos de la serrania peruana.

e Realizar estudios para encontrar la concentracién minima inhibitoria, de los

diferentes propdleos de la serrania peruana.
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ANEXO N°2

CLIENTE URIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES OE CHIMBOTE

RUC 20319955043

DIRECCION IR. TUMBES NRO. 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANC

ATENCION DR. DARWIN JACINTO PONCE

ENTREGA Jueves, 22 de sepiembre de 2016

MONEDA NUEVOS SOLES TiC VENCIMIENTO  23/09/2016
OBSERV.

| comso o DESCRIPCION

| Ho5666-A | 1 | Individual Microorganism Streptococcus mutans ATCC® 25175™
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ANEXO N°3
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FOTOS

Propodleo de Cajabamba
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Limpieza y pesado del propdleo
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Filtrado del macerado del propoéleo
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EEP de Cajabamba en sus tres concentraciones
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Con la Dra. Elva Mejia, en el area de Microbiologia de la Facultad de Medina de la
UNT
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Cepas de Streptococcus mutans que se adquirié de manera comercial
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Discos de Agar para embeber en las concentraciones de EEP, propoleo comercial de

Santa Natura y los controles

=
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Sembrado de la bacteria en tubos de ensayo, para luego ser sembrada en las placas
de TSA

Los EEP en tubos de ensayo para su respectivo sembrado
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Sembrado de la bacteria Streptococcus mutans en las placas de TSA
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Jarra de anaerobiosis con las placas ya sembradas y discos sobrepuestos con las
diferentes sustancias para dejarlas reposar 48 horas en la estufa y ver el resultado
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Estufa
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Halo de inhibicién de EEP al 5%

Halo de inhibicion de EEP al 15%
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Halo de inhibicién de EEP al 30%
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