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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como propdsito determinar € efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “propoleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC
29212.

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de
Trujillo. La muestra estuvo congtituida por 80 placas petri, teniendo 5 grupos de 16 placas, mas
un grupo control, conteniendo e medio Mller Hinton respectivamente con €l extracto etandlico
de Propolis de apis mellifera “Prop6leo” y Enterococcus faecalis ATCC 29212. El efecto
antibacteriano de determind a través de la concentracién minima bacteriana (CMB), y la

susceptibilidad bacteriana.

El andisis estadistico se inici6 mediante la prueba de SHAPIRO-wILK para contrastar la
normalidad, obteniendo resultado negativo, resolviendo realizar pruebas no paramétricas,
utilizando la prueba de KRUSKALL-WALLIS, se procedi6 aredlizar € andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples de Duncan, para evaluar la comparacion
del crecimiento bacteriano y la susceptibilidad entre las distintas concentraciones del extracto.
La prueba de Dunnett para compararlas con el control. La significancia estadistica considerada
fue de 5%.

Los resultados nos permiten concluir que el extracto etandlico de Propolis de apis mellifera
“Propoleo” posee efecto antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212,
siendo la diferencia estadisticamente significativa entre la concentracién a 25% con 75%
(p=0.024) y 25% con 100% (p=0.025), mas no con la concentracién a 50%. En la
susceptibilidad bacteriana se encontré diferencia estadisticamente significativa entre las
concentraciones a 25% con las otras tres concentraciones evaluadas, mas no se observaron

diferencias entre estas Ultimas.

Se recomienda redizar investigaciones, utilizando concentraciones menores a 25%, para asi

determinar una concentracidn minima bactericida menor.

Palabras Clave: Efecto antibacteriano, Propolis, Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

The present investigation was to determine the antibacterial effects of the ethanol extract
Propolis apis mellifera “propolis” against Enterococcus faecalis ATCC 29212.

The study was conducted at the Laboratory of Microbiology at the National University of
Trujillo. The sample consisted of 80 petri dishes, taking 5 groups of 16 plates, plus a control
group, Miller Hinton medium containing respectively the ethanol extract Propolis of apis
mellifera “propolis” and Enterococcus faecalis ATCC 29212 .The antibacterial effect
determined through alow bacterial concentration (WBC), and bacterial susceptibility.

Statistical analysis began by testing SHAPIRO-WILK for testing normality, obtaining negative
results, resolving conduct nonparametric tests, using Kruskal-Wallis, we proceeded to the
analysis of variance (ANOVA) and multiple comparison test of Duncan, compared to assess
bacterial growth and susceptibility between different concentrations of the extract. Dunnett's test

for comparison with control. Statistical significance was 5% considered.

The results allow us to conclude that the ethanol extract of Apis mellifera propolis “propolis”
possesses antibacterial effect in vitro against Enterococcus faecalis ATCC 29212, being a
statistically significant difference between the concentration of 25% with 75% (p = 0.024) and
25% to 100% (p = 0.025), but not with the 50% concentration. In bacterial susceptibility
statistically significant difference between the concentrations at 25% with the other three

concentrations tested, but not differences were observed among the latter was found.

It is recommended to conduct research using concentrations less than 25%, to determine the

minimum bactericidal concentration.

Keywords: Antibacterial Effect, Propolis, Enterococcus faecalis.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios la medicina natural es una de las aternativas més
utilizadas por la poblacion rural, sobre todo en paises en vias de desarrollo;
aungue paises industrializados también experimentan el renacimiento del interés
por la investigacion de esta aternativa médica. Siendo nuestro Perd un pais
afortunado por poseer una gran biodiversidad de recursos naturales; como €l
propoleo. Se presenta entonces como una interesante alternativa para investigar

la posibilidad del manegjo de algunas patologias orales.

La microbiota oral es extraordinariamente complgia. Se han llegado a
aslar més de 200 especies distintas en una misma cavidad buca en €
transcurso del tiempo; de las cuales la mayoria tendria la caracteristica de ser

transitoria, de forma que sdlo quedarian unas 20 especies aproximadamente.*

El Enterococcus faecalis es una bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa, no esporulada, € tamafio celular oscila entre 0,5 y 0,8 micrémetros,
Se asocian en pares o cadenas cortas. Sus factores de virulencia no son muy bien
conocidos y su hébitat natural es @ tracto gastrointestina humano. Puede ser

aislado de la cavidad oral >

La temperatura éptima de crecimiento in vitro de este microorganismo es
de 35°C; no obstante, se ha observado su crecimiento entre 10°C y 45°C. El E.
faecalis posee una pared celular con antigenos del grupo D, € cual es un &cido

lipoteicoico que se encuentra asociado con la membrana citoplasmética de la



bacteria y que contiene residuos de glicerol. Ademés, posee gran cantidad de

mureinay &cido teicoico.? 34

Una caracteristica notable de E. faecalis la constituye su capacidad para
sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser tOxicos para muchas
bacterias. Esta capacidad de resistencia, esta relacionada con su capacidad de
supervivencia en los conductos radiculares de dientes que han sido sometidos a
tratamiento endoddntico, debido a que son capaces de suprimir la accién de los
linfocitos. De dli que se afirme que € E. faecalis presenta una prevalencia de

24% a77% en dientes mayormente asociados con el fracaso endodéntico.> 7

El E. faecalis influye en la agregacion y produccion extracelular de
superdxido y citolisinas toxicas;, capacidad para €l intercambio de material
genético que le permite penetrar en los conductos dentinarios. Al igua que la
Candida albicans, este microorganismo tiene gran variedad de factores de
virulencia que le confieren la capacidad de sobrevivir incluso en la region
periapical; es una bacteria gue constituye un patdégeno oportunistaimplicado en
la presencia de la infeccién, influyendo en € pronéstico dd tratamiento de

conductos.®91011

La medicina natural y tradicional es un sistema emanado de |os pueblos,
y por lo mismo, bien aceptado como parte de sus culturas, que ha tenido un
marcado auge en € ambito mundia a partir de que la Organizacién Mundial
parala Salud (OMS) [lamé aintroducir recursos medicinales tradicionales en los

sistemas de salud en una convencion celebrada en Ginebra el afio 1977. 12



La utilizacion de medicina natural tiene cada vez acogida, por la forma
natural de curacién y ala carencia de efectos secundarios de estas terapias; por
tal motivo, se estd investigando e uso de aternativas terapéuticas, las que
incluyen sustancias quimicas sintetizadas en laboratorios y productos que vienen
de la naturaleza. Es asi que, etnofarmacdlogos, botanicos, microbiélogos y
bioquimicos estén trabagjando en lainvestigacién de sustancias fotoquimicas para
desarrollar tratamientos contra enfermedades infecciosas, basados en productos

naturales.™®

El advenimiento de la apiterapia, disciplina médica que emplea los
productos de las abgas para € tratamiento y la prevenciéon de enfermedades
tanto organicas, nutricionales e infecciosas, ha planteado la necesidad de
estudiarlas en e marco de rigor cientifico, ocupando € Propdleo un lugar

importante dentro de la Apiterapia.**

El propdleo es un producto natural, materia fuertemente adhesivo, no
tdxico, esun compuesto resinoso, de consistencia viscosa, elaborado a partir de
exudados vegetales y mezclado con sustancias salivales. La palabra propolis
derivadel griego pro: para o en defensa, y polis: la ciudad, es decir, “defensa de

laciudad (o la colmena)

El propdleo es un producto de composicién compleja. Es elaborado por
insectos pertenecientes a la familia Apidae, principalmente la especie Apis

mellifera, 1o obtienen por adicion de cera y secreciones salivales a material



resinoso, gomoso o balsamico que recolectan de yemas, brotes de diversas
plantas. La produccion anual del propdéleo (10-300g/colmena); difiere en

funcién a la variedad de abgjas, € clima, lafloray € dispositivo de recogida.

16,17

En la colmena, las abgjas utilizan a propdleo para diversos fines tales
como; cerrar grietas, reducir a minimo las vias de acceso, recubrir y aislar
restos de animales que se hayan introducido en la colmena evitando su
descomposicion, consolidar componentes estructurales, barnizar € interior de

las celdillas con fines desinfectantes y evitar vibraciones *®

Gracias a su contenido esencial, € propdleo suele ser aromético y en
funcién de su origen botanico y de la época de recoleccidn, difiere en color (de
amarillo claro a castaiio oscuro), sabor (amargo, ligeramente picante o
insipido). El propdleo se recoge de las colmenas por medio de trampas 0
raspado, siendo € entrampado € método que ofrece mejor calidad y menor

contaminacion, la recoleccién se hace antes de la llegada del invierno.™

Al igual que la miel, e propdleo se conoce desde la més remota
antigiiedad y ha sido utilizado por diferentes culturas con diversas finalidades,
entre ellas en medicina. Con € posterior desarrollo de la farmacéutica y
tratamientos fitoterapicos existe un resurgimiento en su uso. El propdleo es un
producto de extraordinario interés para la medicina e industria farmacéutica, a
que se atribuyen efectos antiinflamatorios, inmunoestimulantes, antivirales,

antifingicos, antiprotozoarios, anestésicos y de regeneracion tisular.



La composicion quimica del Propdleo es bastante compleja, compuesta
en un 50 — 55% de resinas y basamos (flavonoides, acidos fendlicos y ésteres),
30 - 40% de cera de abeja, 5 — 10% de aceites esenciales o volatiles, 5% de
polen (Proteinas de Polen, aminoé&cidos libres) y 5% de materiales diversos
(organicos y minerales) y depende basicamente de las fuentes vegetal es donde
se originaron. El grupo més importante de compuestos encontrado en propdleo
son los denominados fenoles, los cuales, constituyen més del 50% del peso total
(propiedades médicas del propdleo son atribuidas principalmente a la presencia

de estas sustancias)®

Mas aun, la literatura apunta a que algunas de las actividades pueden ser
fuertemente relacionadas a los flavonoides (querceting, apigenina, galangina,
etc.), € principa compuesto fendlico del propoleo. Los flavonoides son
pigmentos vegetales, sintetizados a partir del aminoacido fenilaanina. Los
flavonoides son usados por los botanicos para clasificacion taxondémica. Ellos
regulan € crecimiento de las plantas e influyen sobre otras células biol bgicas de

diversa manera. %

Los flavonoides inhiben o destruyen muchas especies bacterianas,
inhiben importantes enzimas virales, tales como la transcriptasa reversa y otras
diversas proteasas, y ademas, destruyen algunos importantes protozoos. Poseen
actividad antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, atrapadora de radicales
libres, antimutagénica y moduladora de actividad enzimatica. En este sentido se

han redlizado estudios, para determinar € efecto antibacteriano, antifingico,

23,24,25,26,27
etc.



Farré™ (2004), determind que e propdleo presenta actividad
antibacteriana frente a numerosos microorganismos tales como la Bacillus
larvae, B. subtilis, Mycobacterium tuberculosis, Saphylococcus aureus,
Sreptomyces sobrinus, Streptococcus mutans,  Streptococcus - cricetus,
Sacharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Bacteroides
nodosos, Klebsiella pneumoniae; e incluso sobre algunos resistentes a los

anti bi 6ti cos.

Soares” (2006), evalud la actividad antimicrobiana in vitro de la tintura
de propdleo, contra las cepas de Saphylococcus aureus (ATCC 25923),
Streptococcus mutans (ATCC 2575), Streptococcus sobrinus (ATCC 27609),
Streptococcus mitis (ATCCO9811), Sreptococcus sanguis (ATCC 10557) y
Lactobacillus casei (ATCC 7469). El propdleo presenté una significativa acti-
vidad contra Sreptococcus mutans, Sreptococcus sobrinus, S mitis,

Sreptococcus sanguis.

Muli®  (2007), investigd la  susceptibilidad de los
microorganismos Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella  typhi, Escherichia
coli, Saphylococcus aureus y Bacillus subtilis frente a los extractos etandlicos
de propdleos; llegando a la conclusion que las bacterias Gram positivas (B.
subtilis y Staphylococcus aureus), son més susceptibles que las bacterias Gram

negativas (Escherichia coli y P. aeruginosa) a propéleos.



Kim? (2011), realiz6 un estudio para determinar la concentracién éptima
de propdleos frente a aislados clinicos de Sreptococcus mutans. La actividad
antimicrobiana se evalué mediante la concentracion minimainhibitoria (CMI) y
las curvas de tiempo-matan contra Streptococcus mutans .El resultado fue que
el propdleo tenia un efecto bacteriostético en Sreptococcus mutans y  efecto
bactericida sobre Sreptococcus sobrinus. Concluyendo que € propdleo se

puede utilizar en el desarrollo de productos de higiene oral.

El estudio de productos antibacterianos asequibles presentes en extractos
de productos naturales como e Propolis de apis mellifera “Propdleo”, a
alcance de la poblacion peruana, puede jugar un papel fundamental en €

tratamiento de infecciones que se producen en la cavidad bucal.

Por este motivo, a observar e efecto antibacteriano de Propolis de apis
mellifera “Propdleo” frente a diversas bacterias y teniendo en cuenta la
necesidad de seguir investigando sobre esta microbiota oral; se decidio realizar
la presente investigacion con € propdsito de determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Prop6leo” frente

a Enterococcus faecalis ATCC 29212.



1.1 PROBLEMA:

¢Posee efecto antibacteriano in vitro el extracto etandlico de Propolis de apis

mellifera ““ Propoleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212?

1.2 HIPOTESIS:

El extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Propdleo” posee efecto

antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212.

1.3 OBJETIVOS:

131

13.2

Objetivo General.
Determinar €l efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Propolis de apis mellifera “Propoleo” frente a Enterococcus faecalis
ATCC 29212.
Obj etivos Especificos.
Determinar la concentracion minima bactericida del extracto
etandlico de Propolis de apis mdlifera “Prop6leo” en diferentes
concentraciones 25%, 50 %, 75% y 100% frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212,
Determinar la susceptibilidad bacteriana del extracto etandlico de
Propolis de apis mellifera “Propdleo” frente a Enterococcus faecalis

ATCC 29212.



II. DISENO METODOLOGICO

2.1 Material de estudio.

211

Tipo deinvestigacion.

Segun € Segun la Segun la Segun la
periodo en que | evolucion del | comparacion de | interferencia del
secaptala fendmeno poblaciones Investigador en
informacion estudiado el fendmeno que
seanaliza
Prospectiva Longitudinal Comparativa Experimental
2.1.2 Area de estudio.

La presente investigacion se realizO en los Laboratorios de

Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana y de

Farmacognosia de |la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Naciona de Trujillo,

Departamento de La Libertad, Peru.

2.1.3 Déefinicion dela poblacion muestral:

2.1.3.1 Caracteristicas Generales

Conjunto de placas petri

distrito de Trujillo,

en medio Mdiller Hinton dd

microorganismo de prueba: Enterococcus faecalis ATCC 29212 y

la concentracion de extracto etandlico de Propolis de apis

mellifera “Prop6leo” correspondiente.




2.1.3.1.1 Criteriosdeinclusion
Placa petri en medio Miller Hinton del microorganismo
de prueba: Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la
concentracion de extracto etandlico de Propolis de apis

mellifera “Propoleo” correspondiente.

21312 Criteriosdeexclusion
Placa Petri con la macrodilucion que presente algun tipo
de dafio o rgjadura en su estructura durante el proceso de
incubacion.
Placa petri con la macrodilucion cuyo resultado en €

proceso de incubacion pueda ser dudoso.

2.1.3.1.3 Criteriosde eliminacion
Placa Petri con la macrodilucion que sufra deterioro, dafio
0 rgjadura durante la conservacion y los procedimientos

gue no permitan su medicion posterior.

10



2.1.4 Disefio estadistico de muestreo
2141 Unidad deandlisis.

2.1.4.1.1 Parala Concentracion Minima Bactericida.
Cada una de las placas petri en medio Mller Hinton de la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy € extracto
etandlico de Propolis de apis mellifera “Propo6leo” a la
concentracion correspondiente.

2.1.4.1.2 Paralasusceptibilidad bacteriana.
Cada una de las placas petri en medio Mller Hinton de la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy € extracto
etandlico de Propolis de apis melifera “Prop6leo” a la
concentracion correspondiente.

21.4.2 Unidad de muestreo

2.1.4.2.1 ParalaConcentracion Minima Bactericida.
Cada una de las placas petri en medio Mller Hinton de la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy el extracto
etandlico de Propolis de apis melifera “Propo6leo” a la
concentracion correspondiente.

2.1.4.2.2 Parala Susceptibilidad bacteriana.
Cada una de las placas petri en medio Mller Hinton de la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy el extracto
etandlico de Propolis de apis mellifera “Prop6leo” a la

concentracion correspondiente.

11



2.1.4.3 Tamaio muestral.
Para determinar e tamafio muestra se empled la formula

gue corresponde a comparaciéon de medias, aplicado a la

susceptibilidad bacteriana.

2:(2’% +ZQ)= =02

(pg —p,)®

Donde:
n = NuUmero de placas Petri para cada concentracion.

Zyo= 1.960 Vaor Za 5% deerror tipo |
Zz = 0.842 Vaor Z a 20% de error tipo I

0 = Desviacion estandar de la susceptibilidad bacteriana.

M1-M2 =Diferencia a detectar en la susceptibilidad bacteriana entre dos
concentraciones de extracto etandlico de propdleo.

Se asume: o/ (U - Hp) = 1%

Reemplazando se tiene:

n=2=(196+0.842)% =17

n= 16 placas/grupo.

Lamuestratotal estuvo constituida por 64 unidades de muestreo

paralos 4 grupos experimentalesy 16 parael grupo control.

2.1.4.4 Mé&odo de saleccion:
La seleccion de la muestra se realizara a través de un método no

probabilistico, a conveniencia de la investigadora hasta completar

el niUmero requerido.

12



2.2 Méodo, técnicas einstrumento de recoleccion de datos.
2.2.1 Método: Observacion.
2.2.2 Descripcién del Procedimiento

2.2.2.1 Dela apraobacién del proyecto:
El primer paso para la redizacion del presente estudio de
investigacion fue la obtencién del permiso para la gecucion,
mediante la aprobacion del proyecto por € Comité Permanente de
Investigacion Cientifica de la Escuela de Estomatologia de la
Universidad Privada Antenor Orrego con la correspondiente
Resolucion Decandl.

2.2.2.2 Delaautorizacion para la gecucion:
Una vez aprobado el proyecto se procedié a solicitar €l permiso
para poder trabgar en e Laboratorio de Microbiologia y
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo.
La presente investigacion fue desarrollada por la investigadora
principal, bajo la supervision de la Coasesora microbiologa.

2.2.2.3 Dela certificacion del examinador.
La investigadora se certifico con un Microbiélogo experto en €
tema, para lo cual se realiz6 la lectura de 10 placas petri para €
conteo de las UFC mediante la inspeccion visual de cada placa 'y
también se repitio 10 veces la medicion con un vernier los halos

de inhibicién en milimetros entre lainvestigadoray el experto.

13



2.2.2.4 Obtencion dela cepa:
Este estudio utiliz6 un cultivo de la cepa Enterococcus faecalis
ATCC 29212, € cua se obtuvo de Laboratorio Genlab de los
Estados Unidos de América con sede en Lima - Per(.

1.2.2.5 Preparacion del inoculo:
Se hicieron diluciones de cada una de las cepas en cado de
tioglicolato estéril, hasta que se obtenga una turbidez semegjante a
tubo N° 0.5 del Nefddometro de Mc Farland (suspension
experimental) que corresponde a 10® bacterias/ mL.

|.2.2.6 Cultivo dela cepa:
Las cepas estandar de Enterococcus faecalis fueron cultivadas en
medio agar Mller Hinton e incubadas a 37 °C por 24 - 72 horas
en microanaerobiosis (5 a10% de COy) en jarra Gaspak.
El cultivo de las cepas se redizd en € laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Naciona de Trujillo, por la
investigadora principal, bajo la supervision de la coasesora

Microbidloga.

2.2.2.7 Obtencién del extracto etandlico:
2.2.2.7.1 Recoleccion:
El Propolis de apis mellifera “Prop6leo” se recolecté de
las colmenas de Industrias Alimentarias del fundo

Ayparumi, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias

14



de la Universidad Nacional Santiago Antinez de Mayolo.
Ubicado en € distrito de Marcara, provincia de Huaraz,
perteneciente ala Region Ancash, Peru.
El propdleo se recolectd de las cantoneras para colmenas
(cgjas donde se haya preparado y acondicionado
adecuadamente para la crianza de abgas); mediante una
espatula, con la ayuda de un especialista con experiencia en
la recoleccion de este recurso natural de un Centro de
Apicultura. Serecolect6 200 gramos.

2.2.2.7.2 Seleccion:
Obtenida |a muestra necesaria de propdleo se procedié a
realizar la separacion de algunos componentes que no
forman parte de ella como polvo, restos de madera, de
hojas, astillas de las colmenas o partes de abgas (trozos de
alas, patas, aguijones, etc.); y otros, que puedan aterar su
composicion.

2.2.2.7.3 ldentificacion:
El propdleo seleccionado se identificd visuamente de
acuerdo a sus caracteres organolépticos y asegurar su
calidad y pureza. Con ayuda del Bidlogo experto en € area.
(Anexo N°1)
El transporte del propdleo desde e lugar de recoleccion
hacia € laboratorio de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo; se realizd en un frasco de

vidrio estéril paraevitar la contaminacién del propdleo.
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2.2.2.7.4 Preparacion ddl extracto etandlico de propdleo

2228 De

Bactericida:

Para e procesamiento del EEP, e propdleo se extendio
sobre una mesa y se selecciond aguellos que no presenten
impurezas, luego fueron cortados en trozos muy pequefios y
posteriormente pulverizados en un mortero de porcelana y
fue extraido con alcohol de 70°csp 100ml. Se prepararon
cuatro extractos alcohdlicos, a 25%, 50%, 75% y a 100%
por maceracion durante 8 dias a 37°C en estufa; luego se
filtré varias veces con papel filtro whatman nimero 40 y se
obtuvo la solucion etandlicadel propdleo.

Después fue sometido a un rotavapor a 40°C para extraer €
etanol. Luego se procedi6 a hacer las diluciones

correspondientes, para obtener |0s extractos necesarios.

la Determinacion de la Concentracion Minima

Se determinGd la concentracion minima bactericida (CMB)

mediante la técnica de macrodilucion en tubos, los cuales se

dividieron en 4 grupos segun la concentracion del extracto

etandlico de Propilos de apis mellifera “propoleo” a 25%, 50%,

75% y 100% y un control (tioglicolato) sin extracto etandlico.

En cada tubo habia 0,9mL de cada concentracion a los cuales se

agregd 0.1mL de la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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posteriormente se incubaron en microanaerobiosis por 24 horas en
jarra Gaspak a 37°C.

Luego de 24 horas de incubacion se determiné las UFC (cuentas
viables), paralo cua, se sembrd 0.1ml. de las soluciones de cada
uno de los tubos procesados en placas petri con agar Miller
Hinton, distribuyéndola en toda la superficie de la placa con
ayuda de una asa de Driglasky, dichas placas fueron colocadas en
la jarra Gaspak y llevados a una estufa por 24 hrs. A 37°C. en
condiciones de microanaerobiosis, todo € procedimiento se llevé
acabo dentro del didmetro de 10 cm de la llama de un mechero.
Finamente se procedié a la observacion del crecimiento
bacteriano mediante e conteo de las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), considerdndose como la CMB a la menor

concentracion en la cua se observan UFC.

2.2.2.9 Dela determinacion dela susceptibilidad antibacteriana.

Se determind mediante € método de Kirby y Bauer através dela
difusion de discos antibacterianos. Se prepararon discos de papel
filtro estériles, los cuades se sumergieron dentro de las
concentraciones experimentales y la solucion control.

Se prepararon las placas petri con medio Agar Miller Hinton,
sobre |as cuales se sembro e Enterococcus faecalis ATCC 29212,
la siembra se realiz6 por la técnica en camada utilizando hisopos
estériles embebidos en los cultivos de la respectiva bacteria; se

procedi6é a sembrado en camada en placas petri conteniendo Agar
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Mdller Hinton, se hisoped uniformemente sobre toda la superficie
del agar, girando cada placa 30 grados 10 veces aproximadamente
Previamente se prepararon discos de papel de filtro estériles de 6
mm de diametro, los cuales fueron sumergidos dentro de las
concentraciones 25%, 50%, 75% Yy 100% de extracto etandlico de
Propolis de apis mellifera “Propéleo” por un periodo de una
hora, luego con una aguja estéril estos se colocaron sobre los
cultivos de Enterococcus faecalis ATCC 29212 en | as placas petri
previamente preparadas; todo € procedimiento se llevé a cabo
dentro del diametro de 10cm de la llama de un mechero ; se
realizaron 16 repeticiones para cada concentracion experimental,
se empled como grupo control discos embebidos en peniciling,
también 16 repeticiones. Las placas se mantuvieron en la misma
posicion por un periodo de 10 minutos.

Posteriormente, |as placas se voltearon de posicion y se incubaron
en microanaerobiosis utilizando la jarra de GasPack, con e
método de la vela, mediante el cua se obtiene un ambiente
aproximadamente de 5 a 10% de CO2, aunatemperaturade 37°C
durante 24 horas.

La lectura se llev6 a cabo a las 24 horas mediante la inspeccion
visual de cada placa. La medicién se efectud tomando € registro
en milimetro de los halos de inhibicion del crecimiento de

Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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2.3 Instrumento derecoleccién de datos:
Para efectos de la investigacion, la autora ha elabor6 dos fichas (Anexo
N©°2) El instrumento contiene:
1 El conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

2. Promedio de hal os de inhibicidn expresada en milimetros (mm).
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2.4 Variables:

Variables Definicion Definicion Tipo devariable Escala
conceptual Dimensiones | operacional e de
Indicadores | Segln su Segln su medicién
naturaleza funcion
Producto
guimico Semedira
biosintetizado segun la
de Propdleo, designacion
gue esuna dela
mezcla concentracion
Extracto complejade utilizada:
etandlico de | resinascreada | ------- Cuadlitativa | Independiente | Ordinal
Propolis de por las abegjas. 25%,
apismellifera | Lo utilizaron 50%
“Propéleo” desde épocas 75%
remotas, con 100%
diferentes Control
fines,'213
Capacidad de
unasustancia Observacion
quimica del
sintetizada Concentracién crecimiento | Cuantitativa
parcia o Minima bacteriano
Efecto totalmente en Bacteriana (UFC) De
antibacteriano | laboratorio que Razén
frentea es capaz de Dependiente
Enterococcus inhibir e
faecalisSATCC | crecimiento Medicion de
29212. y/o destruir e | Susceptibilidad halos de Cuantitativa De
Enterococcus bacteriana. inhibicién Razon
faecalis expresadaen
ATCC29212.* (mm)
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2.5 Andlisisestadistico delainfor macion:
Serealizd larevision de los datos obtenidos, con ellos se elabord una base de
datos EXCEL.
L os resultados se presentan mediante tablas y gréaficos.
Se obtuvieron medidas estadisticas descriptivas: media y desviacion

estandar.

El andlisis estadistico se inici0 mediante la prueba de SHAPIRO-WILK
para contrastar la normalidad, obteniendo resultado negativo, resolviendo
realizar pruebas no paramétricas, utilizando KRUSKALL-WALLIS, se
procedié a redizar € andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparaciones multiples de Duncan, para evauar la comparacion del
crecimiento bacteriano 'y la susceptibilidad entre las distintas
concentraciones del extracto, mas la prueba de Dunnett para compararlas con
el control. Las pruebas fueron complementadas con las pruebas no

paramétricas de Kruskall-Wallis y sus pruebas de comparaciones multiples.

Lasignificancia estadistica sera considerada al 5%.

Los andlisis estadisticos se readlizaron empleando € Software IBM SPSS

Statistics, version 19.
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1. RESULTADOS

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Propéleo” frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y estuvo constituido por una muestra de 80 placas petri para la
determinacién de la concentracion minima bactericida y la susceptibilidad bacteriana.

Se encontraron los siguientes resultados:

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el efecto antibacteriano
de las diversas concentraciones estudiadas en comparacion a control tanto en la
concentracion minima bactericida (p=0.000) como en la susceptibilidad bacteriana

(p=0.000), siendo € control quien presentd mayor efecto antibacteriano (Tabla 1).

Las concentraciones minimas bactericidas medias a 25%, 50%, 75% y 100% fueron
4.88, 2.94, 1.06 y 0.75 UFC respectivamente (Tabla 1). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones a 25% con 75% (p=0.024) y

25% con 100% (p=0.025), més no con la concentracion al 50% (Gréfico 1).

L as susceptibilidades bacterianas medias al 25%, 50%, 75% y 100% fueron 8.56, 11.81,
11.63 y 1263 mm respectivamente (Tabla 1). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones a 25% con las otras tres
concentraciones evaluadas, més no se observaron diferencias entre estas Ultimas

(Gréfico 2).
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Tabla 1. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Propolis de apis

mellifera “Propoleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212

Concentracién minima bactericida Susceptibilidad bacteriana
Concentracion Media .
(UFC) DE vaordep Media(mm) DE vaordep
25% 4.88 a 9.72 8.56 a 2.48
50% 29 a 4.19 11.81a 2.04
75% 1.06 a 2.05 0.000 11.63a 1.96 0.000
100% 0.75a 1.06 12.63a 2.55
Control 2768.75b  1147.59 30.00b 0.73

Prueba genera: Kruskall-Wallis, DE: desviacion estandar; a, b: letras diferentes

indican diferencias con el control (prueba: Duncan).
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Tabla 2: Concentracion minima bactericida del extracto etandlico de
Propolis de apis mellifera “Propdleo” en diferentes concentraciones frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Concentracidn minima bactericida

Concentracion Iz/luegé; a; DE valor dep
25% 4.88 a 9.72
50% 294 a 4.19
75% 1.06 a 2.05 0.000
100% 0.75a 1.06
Control 2768.75b 1147.59

Prueba general: Kruskall-Wallis;, DE: desviacién estandar; a, b: letras

diferentes indican diferencias con el control (prueba: Duncan).
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Tabla 3: Susceptibilidad bacteriana del extracto etandlico de Propolis de apis
mellifera “Propdleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212.

- Susceptibilidad bacteriana
Concentracion

Media (mm) DE valor dep
25% 8.56 a 2.48
50% 1181 a 2.04
75% 11.63 a 1.96 0.000
100% 12.63a 2.55
Control 30.00b 0.73

Prueba general: Kruskall-Wallis; DE: desviacion esténdar; a,b: letras diferentes

indican diferencias con el control (prueba: Duncan).
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Gréficol

Concentracion minima bactericida** del extracto etandlico de
Propolis de apis mellifera “Propoleo” en diferentes
concentraciones 25%, 50 %, 75% Yy 100% frente a Enterococcus

faecalis ATCC 29212

40- %
30
20+

10 ‘

. *
04 Ty =

25% 50% 75% 100%
Concentracion

**Diferencia entre las concentraciones 25% con 75% (p =0.024) y

entre 25% con 100% (p =0.025). Prueba: Suma de rangos de
Wilkoxon.

26



Gréfico 2

Susceptibilidad bacteriana** del extracto etandlico de Propolisde
apis mellifera “Propoleo” en diferentes concentraciones 25%, 50
%, 75% Yy 100% frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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**Diferencias entre las concentraciones 25% con 50% (p =0.000),
25% con 75% (p =0.001) y entre 25% con 100% (p =0.000).
Prueba: Suma de rangos de Wilkoxon.
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V. DISCUSION

El proposito de la presente investigacion fue determinar €l efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “propdleo” en diferentes
concentraciones 25%, 50%, 75% y a 100% frente a Enterococcus faecalis ATCC

29212.

Hoy en dia, los extractos naturales, etandlicos y aceites esenciales de diferentes
sustancias de nuestros recursos naturales, son investigadas como posibles fuentes para

generar nuevos componentes antibacterianos, frente a bacterias patdégenas.

El Propolis de apis mellifera “prop6leo”, es una resina cérea de composicion
complga y consistencia viscosa, producto del trabajo metabdlico de las abgas. La
sustancia inicial proviene de las exudaciones de los vegetales, que involucran resinas;
esta sustancia es recolectada por las abegjas y mezclada con cera, polen y sdliva, para
darle una consistencia mas moldeable y asi, usarlo como implemento estructural, de
mecanismo de defensa y control biolégico contra la proliferacion de microorganismos

en la colmena.®

Reyes * ( 2010), refiere que en nuestro pais podemos encontrar diferentes tipos de
propdleo de acuerdo a la ubicacion geogréfica de su produccion, donde la altura de la
zona de recoleccion y la escasa 0 nula contaminacion de la region son caracteristicas

gue le confieren un valor agregado a mismao.
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Topcuoglu® (2012), reconoce que en la accién antibacteriana del propdleo
intervienen bastante las mezclas de sustancias naturales se atribuyen principalmente a
los flavonoides, los &cidos fendlicos, &cidos arométicos y sus ésteres; con un mecanismo

de accién probablemente se basa en lainhibicién de la ARN-polimerasa bacteriana.

Algunos autores plantean la utilizacién del propdleo en la odontologia como agente
antibacteriano para el control de la placa bacteriana o en e tratamiento de diversas
infecciones que se puedan presentar en la cavidad oral, ya que se ha comprobado su

capacidad bactericida y bacteriostatica frente a bacterias orales.

Reyes® (2010), evalué s existe actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de propdleo peruano ( EEPP) sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes
en pacientes con periodontitis crénica , teniendo como control positivo ala clorhexidina
a 0.12% y como control negativo a alcohol a 96%, concluyendo que e extracto
etandlico de Propdleo peruano presenta actividad antibacteriana in vitro sobre cultivos
de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis cronica, reportd que la
actividad antibacteriana del propdleo peruano es mayor que la actividad antibacteriana

delaclorhexidina 0,12 %.

Mayta® (2009), evalud e efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo
de Oxapampa - Perl, determinaron in vitro su accion antibacteriana frente a
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) frente a
soluciones a 10% y 30% y compararlas con Clorhexidina a 0.12%, 0.05%, Listerine®

y agua destilada. Donde se determiné que parad Staphylococcus aureus, €l propdleo al
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30% presentd mayor eficacia. Asi mismo, se determiné que para € Streptococcus
mutans, tanto el propodleo a 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron diferencia

significativa.

Velazquez y Col *(2007), evaluaron la actividad de eliminacion de antibacterianos
y de radicales libres de propdleos sonorenses. Donde las muestras de propdleo tuvieron
actividad antibacteriana frente a bacterias Gram — positivas Unicamente. Se mostrd una
mayor actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (concentracion inhibitoria
minima CIM- de 100 yg ml-1) de una manera dependiente de la concentracion.
Ademas, propolis exhibié actividad de adto FRS (86% + 3-:0 a 100py g ml -
1) comparables con las de los antioxidantes vitamina C de referencia (87-4% = 1-7 a
70 u mol | -1) y BHT (66-07% £ 0-76 a 140 u mol | -1). Concluyendo que |os propéleos
Sonorenses tuvieron una fuerte actividad antibacteriana contra S. aureus, ademas mostro

actividad FRS potente comparables con los de lavitaminaC y BHT.

Awawdeh® (2009), realizo un trabgjo de investigacion, evaluando la actividad
antimicrobiana del propdleo frente a Enterococcus faecalis, utilizando el propdleo como
un medicamento intracanal en 50 discos de dentina infectada con E. faecalis, de una
longitud de 7mm obtenidos a partir de dientes humanos, comparando su eficacia
antimicrobiana con la pasta de hidroxido de calcio como un medicamento intracana a
corto plazo de 1 a 2 dias, demostrando que & propéleo en comparacién con €
Hidréxido de calcio tiene un efecto antibacteriano significativamente més alto después

de la aplicacion a corto plazo.
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En nuestro estudio, e extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “prop6leo”
presentd efecto antibacteriano frente a la cepa de Enterococcus faecalis, resultado que

concuerda alo encontrado por Awawdeh®.

En este trabgjo de investigacion, se dejo de manifiesto la accién antibacteriana de
este biocida natural, lograndose inhibir € crecimiento de la cepa de Enterococcus
faecalis, permitiendo determinar la CMB y la susceptibilidad bacteriana, siendo €
control quien presentd mayor efecto antibacteriano. Se encontré diferencia significativa
en las susceptibilidad bacteriana entre las concentraciones al 25% con las otras tres
concentraciones evaluadas, més no se observaron diferencias entre estas Ultimas, 1o que

se puede atribuir al método de dilucién.

El prop6leo como caracteristica general, debemos sefidar su solubilidad en €
etanol, debido a su ato contenido resinoso. Como compuestos empleados para la
extraccion del mismo, pueden ser muy polares como € etanol y agua, teniendo en
cuenta gque este Ultimo presenta una desventaja de su alto punto de ebullicion y presion a

vapor que dificultan luego el ser removido répiday completamente del extracto™.

En la presente investigacion, la apiterapia va avanzando en la odontologia, y al
demostrar que € extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “propdleo” presenta
efecto antibacteriano frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212 constituye un peldafio
mas de la investigacion en Odontologia. El haber determinado la CMB podria servir a
futuras investigaciones, para que se tenga en cuenta en la utilizacion de diferentes

agentes de uso frecuente en el area de endodoncia e higiene bucal.
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V.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Propdleo” presenta efecto

antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Las concentracion minima bactericida del extracto etandlico de Propolis de
apis mellifera “Propoleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212 es de

25%, obtenido mediante el sistema de placas petri.

La sensibilidad bacteriana del extracto etandlico de Propolis de apis mellifera

“Propdleo” frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212 es de 25%, obtenido

mediante el sistema de placas petri.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con las investigaciones de productos
antibacterianos presentes en productos de las abgjas, incluyendo una
mayor cantidad de pruebas in vitro, luego estudios con animales y de
este modo promover la blusgueda de productos alternativos para

combatir a diferentes bacterias, en nuestro campo profesional y més.

Se recomienda realizar investigaciones, utilizando concentraciones
menores a 25%, para asi determinar una concentracion minima

bactericidainferior ala que se encontro.

Se recomienda realizar trabajos de investigacién donde se estudie la

posibilidad de extraer €l propdleo sin utilizar alcohol.

Se recomienda continuar con las investigaciones a nivel nacional, para

poder determinar mediante ellas, cudles son las especies propias del

pais que puedan tener mayor propiedad antibacteriana.
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Concentracién Minima Bactericida

Placas petri Propolis de apis mellifera

Control | 25% 50% 75% 100%

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16
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Sensibilidad o resistencia bacteriana

Placas Petri Propolis de apis mellifera (mm)

Control | 25% 50% 75% 100%

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16
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ANEXO 3

FOTOGRAFIAS

Fig 1. Colmenas de fundo Ayparumi — Facultad de Ciencias Agrarias de Universidad
Santiago Antlnez de Mayolo — Huaraz - Per(

Fig 2. Recolectando € Propdleo
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Fig 3 Propdleo recol ectado

Fig4 Cultivo delacepaEnterococcus faecalis ATCC 29212
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Fig. 5 Extractos etandlicos de propol eo.

Fig. 6. Siembra de la cepa de Enterococcus faecalis, mediante hisopado directo.



Fig. 7 Colocacion de disco estéril, sumergido en extracto etandlico de propdleo en
concentracion correspondiente.

Fig 8. Colocacion delas
placas petri volteadas en la
jarrade GasPack,
incorporandole una vela
encendidas (método de la
vela) paradespuésllevarlo a
laincubadora.




Fig 9. A las 24 horas de haber realizado la siembra se procedié a hacer las lecturas y €l
llenado dela ficha de recoleccion, tomando en cuenta: laidentificacion de la muestra,
concentracion ymedida en milimetros del halo de inhibicion formado.

Fig 10 Tubos de ensayo con 0.9M| de cada concentracion , mas 0.1mL de la cepa.
Enterococcus faecalis ATCC29212.
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Fig. 11 Tubos de ensayo luego de incubacion en jarra GasPack , més placas petri con
agar Muller Hinton.

Fig 12. Sembrado de 0.1mL de soluciones de cada uno de | os tubos de ensayo
procesados, en placas petri distribuyendola en toda la superficie de la placa con asa de
Driglasky.
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Fig. 13 A las 24 horas de haber realizado la siembra se procedio a
realizar el conteo de UFC y €l Ilenado dela ficha de recol eccion, tomando
en cuenta: laidentificacion de la muestra, concentracion.
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