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  RESUMEN 

 

Objetivo: Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etanólico de 

propóleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175). Materiales y métodos: Estudio analítico, longitudinal, 

prospectivo, experimental y nivel explicativo. La unidad de análisis fue la cepa 

de Streptococcus mutans (ATCC 25175). El tamaño muestral se determinó 

mediante prueba estadística de estimación de medias  acorde a estudio piloto, 

la muestra fue n = 16 para menor sesgo estadístico. Resultados: Al comparar 

el efecto antibacteriano del EEP al 5%, 10%, 20% y gluconato de CHX al 

0,12% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) mediante la 

Prueba de Kruskall Wallis,  se obtuvo p=0.000, por lo que se acepta la 

hipótesis alterna y existe diferencias estadísticamente significativas del efecto 

antibacteriano in vitro. Conclusión: Existe diferencias estadísticamente 

significativas del efecto antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos 

sobre la cepa en análisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro 

del gluconato de clorhexidina al 0,12%. 

 

Palabras claves: Propóleo, Clorhexidina, Streptococcus mutans, actividad 

antibacteriana.  
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ABSTRACT 

 

Objective: To compare in vitro the antibacterial effect of the ethanolic extract 

of propolis and 0.12% chlorhexidine gluconate on a strain of Streptococcus 

mutans (ATCC 25175). Materials and methods: Analytical, longitudinal, 

prospective, experimental study and explanatory level. The unit of analysis 

was the strain of Streptococcus mutans (ATCC 25175). The sample size was 

determined by statistical test of estimation of means according to the pilot 

study, the sample was n = 16 for less statistical bias. Results: When 

comparing the antibacterial effect of EEP at 5%, 10%, 20% and CHX gluconate 

at 0.12% on the strain of Streptococcus mutans (ATCC 25175) by means of 

the Kruskall Wallis Test, p=0.000 was obtained, therefore that the alternative 

hypothesis is accepted and there are statistically significant differences in the 

antibacterial effect in vitro. Conclusion: There are statistically significant 

differences in the in vitro antibacterial effect of the antiseptic agents on the 

strain under analysis, highlighting the greater in vitro antibacterial effect of 

0.12% chlorhexidine gluconate. 

 

Keywords: Propolis, Chlorhexidine, Streptococcus mutans, antibacterial 

activity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

      1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

Al definir  caries dental, nos referimos a una enfermedad 

infecciosa multifactorial, que altera el eubiosis bucal dañando las 

piezas dentarias.1 Siendo muy importante el factor etiológico 

microbiano, el consumo frecuente y excesivo de carbohidratos 

son aprovechadas por los microrganismos, especialmente por el 

Streptococcus mutans, bacteria que metaboliza la sacarosa 

generando ácido láctico capaz de producir la desmineralización 

de los dientes, favoreciendo la aparición de la caries dental y 

otras patologías asociadas.2 Ante esta situación muchos 

investigadores han buscado y creado soluciones para 

contrarrestar estos microorganismos a través del uso de 

enjuagatorios orales que ayudan a disminuir la carga bacteriana 

de nuestra cavidad bucal.3 

Existe un gran interés en la búsqueda de nuevos productos de 

origen natural y que al mismo tiempo tengan una amplia 

actividad biológica, y que puedan ser usados como terapia 

alternativa o complementaria para la caries dental.4 

Actualmente el uso de antisépticos orales es casi obligatorio en 

la terapia convencional, destacando la clorhexidina (CHX) como 

una sustancia antiséptica con una eficacia de amplio espectro 
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contra las bacterias gram positivas y negativas; de carga 

catiónica provocando lisis celular,5 siendo usada como sales de 

gluconato o di gluconato por su excelente hidrosolubilidad.6  Si 

se utiliza concentraciones bajas se muestra como un agente 

bacteriostático y si se utiliza a altas concentraciones su actividad 

es bactericida. Ahora, a pesar de sus excelentes propiedades 

antibacterianas su uso continuo es dificultado por las reacciones 

adversas en los tejidos orales, como la disgeusia, irritación y 

discromía dental, siendo necesario alternativas terapéuticas 

permanentes y naturales. 7 

Entre estas sustancias naturales, una buena alternativa es el 

propóleo, compuesto de diferentes partículas de resina cérea 

viscosa, utilizado por abejas para sellar, protegerse de la luz, la 

humedad y algunos agentes externos e internos que puedan 

dañarlas de alguna forma.8 Presenta propiedades importantes 

para el campo de salud como antimicrobiano, antimicótico, 

cicatrizante, antioxidante, antiinflamatoria y antiviral, destacando 

su propiedad principal que actúa como antibacteriano debido a 

la presencia de flavonoides.9 Estudios in vitro han demostrado 

que el extracto etanólico del Ápis mellífera (propóleo) reacciona 

eficazmente a las bacterias anaerobias facultativas.  En 

odontología, esta actividad puede ser aprovechada frente al 

Streptococcus mutans.10 Además comparar los efectos del 
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propóleo y la CHX, de uso frecuente contra las bacterias 

cariogénicas, podría brindar una alternativa que supere las 

contraindicaciones de este producto,11 y que, a diferencia de la 

CHX, restringida a una concentración entre 0.12% y 0.2%, 

pueda utilizarse a mayores concentraciones y evitando las 

alteraciones en cavidad bucal.12-14  

En cuanto a la justificación e importancia de esta investigación, 

se habla mucho de promover y prevenir una salud oral en 

nuestro país, debido a elevados datos estadísticos de caries 

dental, y que hace necesario nuevos estudios buscando 

alternativas antibacterianas viables frente al Streptococcus 

mutans. Razón de este estudio para comparar el efecto 

antimicrobiano que posee el extracto de propóleo vs gluconato 

de CHX al 0,12% sobre este microorganismo y permitiendo a los 

profesionales expandir sus conocimientos para la toma de 

decisiones terapéuticas a seguir con el uso de esta sustancia 

antimicrobiana de origen natural llamada propóleo frente al uso 

de la CHX de origen químico.  

Por lo descrito, el propósito de este estudio es comparar in vitro 

el efecto antibacteriano del extracto etanólico de propóleo y 

gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175) 
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1.2 FORMULACIÓN DEL PROBLEMA 

 

¿Cuáles serán los resultados de la comparación in vitro del efecto 

antibacteriano del extracto etanólico de propóleo y gluconato de 

clorhexidina 0,12% sobre cepa de Streptococcus Mutans (ATCC 

25175)? 
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS  

En el 2022, Aziz y col.15 investigaron las propiedades funcionales y la 

composición química del aceite extraído del propóleo recolectado de la 

Región de Baluchistán en Pakistán. Examinaron el aceite de propóleo 

(PO) en cuanto a composición química, contenido fenólico y flavonoide, 

y propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Los contenidos de 

fenólicos y flavonoides fueron 2,388 ± 1,116 mg GAE/g y 0,579 ± 0,140 

mg QE/g. El aceite mostró 64,59 ± 14,59% inhibición del radical DPPH 

y actividades antibacterianas significativas contra las bacterias diana. 

Se encontró que Salmonella typhi es altamente sensible (27,23 ± 4,35 

mm) a PO, en comparación con Escherichia coli (23,40 ± 3,21), 

Staphylococcus aureus (21,43 ± 2,80) y Klebsiella pneumoniae (21,26 

± 3,25). (Los valores e MIC y MBS de PO fueron 0,35 y 0,7 mg/mL para 

S. typhi y E. coli, mientras que fueron 0,7 y 1,4 mg/mL para S. aureus. 

Además, se encontró que el PO era bacteriostático para K. 

pneumoniae. Se encontró que Aspergillus flavus ser altamente sensible 

a PO, con un porcentaje efectivo de inhibición del crecimiento del 73%, 

seguido de Aspergillus niger (70%), mientras que Aspergillus 

parasiticus fue menos sensible con una inhibición del crecimiento del 

25%. Los grupos funcionales en PO se determinaron con un FTIR 

espectrofotómetro, y grupos de alcohol, alcano, aldehídos, alquenos y 

cetonas estaban presentes. El análisis reveló la presencia de 27 

compuestos medicinales diferentes, entre los que se encuentran α-
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copaneno (29,85 %), benzoato de bencilo (26,8 %), 2,4-bis[1-(4-

hidroxifenil)isopropil]fenol, acetofenona (14,92 %), aldehído 

undecilénico (7,46 %), p-linalool (5,9 %) y 3-fenilpropionato de etilo 

(4,47%) se encontraron en abundancia. Se concluyó en este estudio 

que varios compuestos bioactivos están presentes en PO extraído de 

propóleos de Baluchistán, que tiene buenos antioxidantes, 

antibacterianos, antifúngicos, y potencial funcional significativo de los 

soportes de aceite de propóleos para el tratamiento de diversas 

enfermedades infecciosas. Mucho de los compuestos encontrados en 

este estudio, son usados como ingredientes farmacéuticos e 

industriales comunes utilizados en diferentes aplicaciones medicinales 

e industriales. La presencia de estos compuestos hace del propóleo de 

esta región un importante candidato para aplicaciones alimentarias y 

farmacéuticas. 

En el 2022, Kiani y col.16    evaluaron la eficacia clínica de un enjuague 

bucal que contiene propóleos en el tratamiento de la gingivitis. Este 

ensayo clínico evaluó a 32 pacientes con gingivitis en dos grupos 

(n=16). El grupo de intervención recibió un enjuague bucal que 

contenía extracto de propóleo mientras que el grupo control recibió el 

mismo enjuague bucal sin extracto de propóleo. El índice de sangrado 

papilar (PBI), el índice de placa (PI) y la decoloración de los dientes se 

evaluaron en cada paciente al inicio (antes de la intervención) ya los 15 

y 30 días, después del tratamiento. Para facilitar las evaluaciones de 
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seguimiento, las medidas se registraron para el diente con la encía más 

inflamada en cada cuadrante (n = 128). Los dos grupos se compararon 

mediante la prueba de Mann-Whitney. El cambio de PI fue de 85,19 ± 

51,6% en el propóleo y 83,93 ± 36,1% en el grupo placebo sin 

diferencia significativa entre ellos (p = 0,91). La reducción del índice de 

sangrado papilar fue significativamente mayor en el grupo de propóleos 

en comparación con el grupo de placebo (p < 0,001). El cambio en el 

color de los dientes con el tiempo fue significativo en el grupo de 

placebo e insignificante en el grupo de propóleos (p = 0,14). Basados 

en los resultados obtenidos los autores llegaron a la conclusión de que 

el enjuague bucal de propóleo puede disminuir de manera efectiva la 

inflamación y el sangrado gingival, sin causar decoloración o tinción de 

los dientes. Teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio, como 

el pequeño tamaño de la muestra (basado en los participantes y 

también en la cantidad de dientes incluidos en el estudio), se justifican 

estudios futuros sobre este tema. 

En el 2021, Checalla-Collatupa  y col.17 realizaron una investigación 

con el objetivo de caracterizar químicamente un extracto etanólico de 

propóleo peruano y evaluar su actividad antibacteriana frente a 

Streptococcus mutans ATCC 25175. Trabajaron con concentraciones 

de extracto etanólico de propóleo en concentraciones de 25%, 50%, 

75% y 100% que fueron maceradas en alcohol al 70% por 15 días e 

incubadas por 48 horas. Obtuvieron como resultados que todas las 
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concentraciones de propóleo tuvieron un efecto antibacteriano frente al 

Streptococcus mutans mostrándose como sensible (+) y muy sensible 

(++) para todas las concentraciones; mientras que la clorhexidina al 

0,12 % se mostró como sumamente sensible (+++) frente al 

Streptococcus mutans (24,543 ± 2,486 mm).  

Llegando a la conclusión que el extracto de propóleo peruano tiene 

actividad antibacteriana significativa considerada como sensible y muy 

sensible frente al Streptococcus mutans. 

En el 2020, Sadrzadeh  y col.18 realizaron su investigación con el 

objetivo de comparar los efectos antimicrobianos del propóleo y la 

clorhexidina en cepas de Streptococcus mutans, Streptococcus 

pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans por medio de cultivo in 

vitro, en las cuales se pudo observar que la clorhexidina tuvo mayor 

efectividad antibacteriana y antifúngica que el propóleo. Los resultados 

demostraron que la CMI del propóleo frente a S. mutans fue de 1875 

µg/ml, siendo esta misma concentración pala CMB. Mientras que en 

sinergismo con la clorhexidina los valores de la CMI fueron de 234 

µg/ml y 7.81 µg/ml respectivamente.Y al combinar estas dos sustancias 

se observó la inhibición de las cepas bacterianas a excepción de C. 

albicans y S. aureus. Los autores concluyeron que acorde a los 

resultados de este estudio se revela que el propóleo era menos eficaz 

en la inhibición de bacterias que CHX en su estado planctónico y se 
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sugirió que propóleos no podría ser tan eficaz como CHX en 

microorganismos orales en su estado planctónico; por lo que es 

necesario realizar investigaciones sobre especies aisladas de 

biopelículas orales para obtener resultados complementarios. 

En el 2020, Checalla 19 evaluó el efecto antibacteriano del extracto 

etanólico de propóleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. 

Trabajándose con concentraciones al 25%, 50% y 75% de extracto de 

propóleo que fueron maceradas en alcohol al 70% por 19 días e 

incubadas por 48 horas. Pudo obtener como resultados que el extracto 

de propóleo en todas sus concentraciones mostró un efecto 

antimicrobiano con halos de inhibición para el extracto de propóleo al 

25% fue muy sensible (++), para el extracto etanólico de propóleo al 

50% fue muy sensible (++) y para el extracto de propóleo al 75% fue 

muy sensible (++), mientras que para la clorhexidina al 0,12% fue 

sumamente sensible (+++). Llegando a la conclusión que los efectos 

antibacterianos en distintas concentraciones del extracto de propóleo 

peruano presentan valores favorables como muy sensible frente al S. 

mutans ATCC 25175. 

En el 2019, Becerra y col.20 compararon la actividad microbiana de 

diferentes extractos de propóleo recolectados en distintas estaciones 

frente al Streptococcus mutans comparándolo con la clorhexidina al 

0,12% para los controles positivos, observándose que el propóleo 

recolectado en el otoño y el verano los halos de inhibición fueron 26,4 
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± 2,6 y 18,2 ± 1,8 mm respectivamente, y los controles negativos fueron 

0 y positivos 13 mm, muestras que fueron analizadas con la prueba t 

de Student. Concluyendo que los extractos de propóleo que se 

elaboraron en otoño tuvieron un mayor crecimiento del Streptococcus 

mutans a diferencia de la muestra recolectada en verano, indicando 

que las estaciones en la recolecta del propóleo puede influir en la 

actividad microbiana. 

En el 2019, Nazeri y col.21 determinaron el efecto antimicrobiano del 

propóleo versus el enjuague bucal a base de clorhexidina, utilizando 

muestras de saliva de ratas de laboratorio para los cultivos en agar, 

observándose que en las muestras de saliva a las 12 horas,1 semana 

y 2 semanas hubo un efecto mayor del propóleo frente a la clorhexidina. 

En cuanto a S. mutans, el propóleo fue más eficiente que otros 

enjuagues bucales y resultó en una mayor reducción en el número de 

S. mutans que CHX y Listerine (P=0.024 y 0.001, respectivamente). A 

diferencia del grupo Listerine, el número de S.mutans en los grupos 

propóleos y CHX regresaron al nivel de referencia después de dos 

semanas (P = 0,645 y 0,056, respectivamente). Después de una 

semana, el número de colonias de S. mutans no alcanzó el nivel de 

referencia en el propóleo grupo, mientras que en los grupos Listerine y 

CHX, alcanzó el nivel de referencia después de una semana. Se 

conluyó que el enjuague a base de propóleo mostró una diferencia 

significativa a comparación de la clorhexidina. 
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En el 2018, Porwal  y col.22 llevaron a cabo su investigación con el 

objetivo de comparar la efectividad entre la clorhexidina, el propóleo 

crudo y de peróxido de hidrógeno sobre la placa bacteriana y la 

inflamación gingival en una población formada por 30 personas entre 

las edades de 20-40 años y que fueron evaluados a los 7 y 28 días. 

Los resultados mostraron que los tres enjuagues bucales fueron 

efectivos para reducir la placa y la inflamación. Siendo el gluconato de 

clorhexidina al 0,2% el más eficaz para la reducción de la placa dental. 

Se observó que el propóleo crudo es el más efectivo para reducir la 

inflamación gingival durante un período de 7 días y 28 días. Cuando la 

comparación intragrupo se observó que los valores del índice de placa 

y del índice gingival modificado se redujeron de 3,26 ± 0,53 a 1,10 ± 

0,35 a los 7 días a 0,82 ± 0,45 a al final de 28 días y de 3,04 ± 0,23 a 

0,50 ± 0,25 a los 7 días a 0,54 ± 0,35 al final de los 28 días 

respectivamente. Además, los resultados de este estudio sugieren que 

el propóleo crudo tiene un efecto inhibidor de la placa que es 

estadísticamente igual al enjuague bucal con clorhexidina y es más 

potente que el gluconato de clorhexidina y el peróxido de hidrógeno al 

3% para reducir la inflamación gingival. Los autores llegaron a la 

conclusión de que el propóleo puede ser una alternativa a la 

clorhexidina como enjuagatorio oral sin efectos secundarios para 

reducir la inflamación gingival. 
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En el 2018,  Baca 23 comparó la efectividad antibacteriana de los 

extractos etanólicos de propóleo recolectado en Santiago de Chuco en 

las estaciones de verano y otoño sobre el crecimiento de Streptococcus 

mutans ATCC 25175. Muestras que fueron recolectadas en distintas 

estaciones fueron diferencias como A y B, preparándose extractos 

etanólicos de propóleo al 5%. Se obtuvo como resultados que para el 

extracto de propóleo que se recolectó en otoño presentó un halo de 

inhibición de 26.4±2.6 mm y para el extracto recolectado en verano 

presentó un halo de 18.2±1.8, 0 mm para el control negativo y 13 mm 

para el control positivo con clorhexidina al 0.12%, llegando a 

observarse que el extracto recolectado en otoño presentó mayor efecto 

antibacteriano a comparación del recolectado en verano. Llegando a la 

conclusión que la estación que se recolecta el extracto de propóleo 

influye sobre el crecimiento del Streptococcus mutans. 

En el 2017, Rajani y Akash 24 realizaron una investigación con el 

objetivo de medir el efecto antimicrobiano del propóleo y la clorhexidina 

frente al Streptococcus mutans, a través del medio in vitro utilizando la 

prueba de sensibilidad de Muller-Hinton en un lapso de 24 horas para 

observar el crecimiento bacteriano, observando que la inhibición 

máxima del Streptococcus mutans con el uso de propóleo fue de 14,6 

mm y la clorhexidina fue de 14 mm. Concluyendo que el efecto 

antibacteriano del propóleo es tan bueno como la clorhexidina frente al 

Streptococcus mutans. 



26 
 

3. HIPÓTESIS 

3.1. HIPOTESIS GENERAL  

HA:  Existen diferencias significativas entre el efecto 

antibacteriano del extracto etanólico de propóleo y 

gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de 

Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

H0:  Existen diferencias significativas entre el efecto 

antibacteriano del extracto etanólico de propóleo y 

gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de 

Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

3.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS 

 El extracto etanólico de propóleo al 5%, 10%, 20% posee un 

elevado efecto antibacteriano in vitro sobre la cepa de 

Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 horas.   

 El gluconato de clorhexidina al 0,12% posee un elevado efecto 

antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans 

(ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 horas.   

 El extracto etanólico de propóleo posee una baja concentración 

mínima inhibitoria y concentración mínima bactericida sobre la 

cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 

horas.   
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4. VARIABLES 

           4.1 DEFINICIÓN CONCEPTUAL DE LA (S) VARIABLE (S)  

 Agentes antibacterianos (extracto de propóleo y gluconato 

de clorhexidina): El extracto de propóleo es un compuesto 

resinoso natural con propiedades antimicrobianas que elaboran 

las abejas para proteger la colmena de agentes externos,25 y el 

gluconato de clorhexidina es una sustancia química utilizado 

como el antiséptico más recetado en el campo odontológico por 

su buena actividad antibacteriana de larga duración y amplio 

espectro.26  

 Cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175): El Streptococcus 

mutans es una bacteria Gram positiva, considerado como el 

principal patógeno que promueve el desarrollo y aparición de la 

caries dental.27  

 Efecto antibacteriano in vitro: El efecto antimicrobiano es la 

capacidad de inhibición del crecimiento bacteriano que poseen 

algunas sustancias de origen químico o natural para impedir su 

desarrollo o generar su destrucción.28 

 

4.1 DEFINICIÓN CONCEPTUAL DE LA (S) VARIABLE (S) 

La operacionalización de las variables del presente estudio se presentó 

en el ANEXO 1. 
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5. OBJETIVOS  

           5.1 OBJETIVO GENERAL  

Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etanólico de 

propóleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de 

Streptococcus mutans (ATCC 25175).  

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Determinar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etanólico 

de propóleo al 5%, 10%, 20% sobre la cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 horas.  

 Determinar in vitro el efecto antibacteriano del gluconato de 

clorhexidina 0,12% sobre la cepa de Streptococcus mutans 

(ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 horas.  

 Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y 

Concentración Mínima Bactericida (CMB) del extracto etanólico 

de propóleo sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 

25175). 
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6. METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN  

           6.1 DISEÑO METODOLÓGICO 

Experimental in vitro 

                 6.1.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN 

 POR EL NÚMERO DE VARIABLES: Analítico, debido a que se 

evaluó estadísticamente el efecto antibacteriano del extracto 

etanólico de propóleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre la 

cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

● POR EL NÚMERO DE MEDICIONES: Longitudinal, porque se 

realizó varias mediciones de la variable de estudio. 

 SEGÚN LA FUENTE DE RECOLECCIÓN DE DATOS: 

Prospectivo porque los datos fueron registrados según ocurrían 

los hechos.  

 POR LA INTERVENCIÓN: Experimental porque el investigador si 

intervino en la manipulación de las variables. 

           6.1.2 NIVEL DE INVESTIGACIÓN  

Explicativo debido a que se evaluaron las diferencias de causa y 

efecto entre las soluciones antimicrobianas (Extracto de propóleo y 

gluconato de clorhexidina al 0.12%), que se utilizaron para 

controlar el crecimiento del Streptococcus mutans (ATCC 25175).  
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          6.2 POBLACIÓN Y MUESTRA 

La unidad de análisis fue la Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 

25175), y se formaron 5 Grupos de estudio experimentales. Al 

realizarse el estudio piloto, la población ascendió a N = 50, 

divididos en 10 para cada grupo. Tras los resultados y aplicando 

estimación de medias la muestra fue n = 7, pero para obtener 

menor sesgo estadístico se utilizó n = 16. 

      6.3 DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO MUESTRAL Y MUESTREO 

El tamaño muestral se determinó mediante prueba estadística 

de estimación de medias (ANEXO 2), basada en los datos 

recolectados del estudio piloto previo, siendo n = 6,78 <> 7 por 

cada grupo experimental. El presente estudio utilizó una muestra 

de n = 16 para menor sesgo estadístico. La selección de la 

muestra se realizó mediante muestreo aleatorio simple y 

respetando los criterios de selección. Siendo los grupos 

experimentales los siguientes: 

• Grupo 01: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

vs Extracto etanólico de propóleo al 5%.  

• Grupo 02: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

vs Extracto etanólico de propóleo al 10%.  

• Grupo 03: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

vs Extracto etanólico de propóleo al 20%.  
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• Grupo 04: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

vs Extracto etanólico de propóleo vs CHX 0.12%.  

• Grupo 05: Control Negativo Cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175) vs Extracto etanólico de propóleo 

vs Agua destilada. 

6.4 CRITERIOS DE SELECCIÓN 

● CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

- Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

- Extracto de propóleo al 5%, 10% y 20%. 

- Gluconato de Clorhexidina al 0.12%. 

- Cultivos incubados a 24, 48 y 72 horas.  

- Medios de cultivo no contaminados y estériles. 

- Placa Petri y tubos de ensayo en buen estado. 

● CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  

- Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

sembradas en placas petri no estériles o presentaron 

fracturas que ocasionaron la contaminación de los 

medios de cultivo contenidos. 

- Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) 

sembradas en placas petri con medios de cultivo 

expuestos, por manipulación inadecuada, a 

microorganismos ambientales. 
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          6.5 CONSIDERACIONES ÉTICAS 

El presente estudio de investigación fue aprobado por el Comité 

Institucional de Ética en Investigación (CIEI) mediante Constancia 

N° 926 – 2022 – CIEI - UPSJB. Se acogió a las normas éticas 

básicas  de  la  Declaración  de  Helsinki  adoptada  y modificada, 

en el cual el estudio que se realizó no presentó ningún tipo de 

riesgo, ya que fue in vitro, sin colocar alguna sustancia que pueda 

perjudicar, o causar algún tipo de daño en la salud de las personas; 

siguiendo los protocolos de bioseguridad en laboratorio exigidos 

por las Normas Gubernamentales debido a la coyuntura sanitaria 

por la pandemia COVID 19. La manipulación de los deshechos se 

realizó según las especificaciones de la OMS.  

Los datos obtenidos se descargaron en una base de datos Excel 

14.0 para luego ser cargados al SPSS v25 (Statistical Package for 

Social Sciences) y que al finalizar el estudio fueron desechados. 
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6.6 PROCEDIMIENTOS Y MEDIOS DE RECOLECCIÓN DE            

INFORMACIÓN  

Para esta investigación la técnica que se utilizó fue la observación 

para la medición directa de los halos de inhibición del crecimiento 

bacteriano. Y el instrumento que se empleó para la recolectar de 

información fue una ficha de recolección de datos, en la cual se 

registró de forma ordenada los datos que se obtuvieron de las 

medidas en milímetros durante la observación de los halos 

inhibitorios de crecimiento bacteriano en cada placa Petri, que 

fueron embebidos con extracto de propóleo al 5%, 10% y 20%. El 

registro se llevó a cabo a las 24 horas, el segundo a las 48 horas y 

el tercero a las 72 horas de haberse realizado el cultivo de las 

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) (Anexo 3). 

La recolección del propóleo se realizó en el Meliponario Yantaló 

distrito de la provincia de Moyobamba, con la ayuda y supervisión 

de un apicultor con certificación de la Asociación de Apicultores de 

San Martín; a través de la técnica del raspado con ayuda espátulas, 

bajo condiciones de higiene, impidiendo que sean contaminados y 

separando de restos que puedan afectar su composición; luego fue 

colocado en un frasco de coloración ámbar y transportado hasta el 

laboratorio de Microbiología del Hospital II – 1 de Moyobamba para 

realizar el procesado. 
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La obtención del extracto de propóleo se realizó con la ayuda y 

supervisión de un químico farmacéutico, para la obtención de esta 

solución primero se procedió a lavar el propóleo recolectado con 

agua destilada, y se dejó secar a temperatura ambiente, luego se 

cortó en trozos y se trituró con ayuda de un mortero hasta conseguir 

partículas más pequeñas, se pesó 250 gr de propóleo y se colocó 

en un frasco de vidrio estéril de 1000 ml, se añadió 600 ml de 

alcohol de 70° cubriendo todo el propóleo, y se recubrió 

completamente todo el frasco con papel aluminio para aislarlo de 

la luz; dejándolo a macerar por 15 días a temperatura ambiente, y 

se  agitó tres veces al día por un lapso de 10 minutos. 

Completado el tiempo de maceración, se retiró la envoltura de 

papel aluminio y se procedió a realizar la filtración de la solución 

varias veces utilizando un embudo, un matraz Erlenmeyer y doble 

papel filtro Whatman N°42 para obtener el extracto etanólico de 

propóleo; luego se vació la solución a un vaso de precipitado y se 

llevó la solución a una estufa a una temperatura de 50°C para la 

eliminar el etanol y obtener extracto blando de propóleo puro.29  

Después se procedió a realizar una prueba microbiológica para 

verificar si la solución estaba contaminada, con un hisopo estéril se 

extrajo extracto blando de propóleo y se sembró en un cultivo con 

agar TSA, se incubó por 48 horas a 35° +-2°C y se observó el 

resultado. Luego se preparó las concentraciones de propóleo 



35 
 

requeridas en la investigación; para la concentración del 5% de 

propóleo se extrajo y colocó 5 ml de extracto blando de propóleo 

en un frasco color ámbar y se añadió 95 ml de alcohol de 70°. La 

concentración del 10% de propóleo se extrajo y colocó 10 ml de 

extracto blando de propóleo en un frasco color ámbar y se añadió 

90 ml de alcohol de 70°. Y finalmente para la concentración del 

20% de propóleo se extrajo y colocó 20 ml de extracto blando de 

propóleo en un frasco color ámbar y se añadió 80 ml de alcohol de 

70°. 

El gluconato de clorhexidina al 0,12% que se seleccionó para esta 

investigación es la que se encuentra comercialmente como 

ORALGENE y el suero fisiológico que se seleccionó es el NaCl 

0,9%. 

La cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) fue reactivada en 

Agar TSA (Tryticasa Soya Agar) contenido en placas Petri de 94 x 

16 mm, en anaerobiosis controlada, a 37°C y durante 72 horas 

según las especificaciones del fabricante. Posteriormente se 

procedió a aislar una azada de colonias bacterianas, y usadas para 

la estandarización del ensayo mediante la preparación de un 

inóculo a 0,5 en la escala de McFarland. La suspensión bacteriana 

fue sembrada de manera homogénea en todas las placas Petri 

conteniendo Agar Mueller Hinton elaboradas previamente y a las 

cuales con la ayuda de un sacabocados se le realizó 05 
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perforaciones de 6 mm de diámetro para evaluar la sensibilidad 

antibacteriana de los extractos mediante la técnica de los pocillos. 

A cada pocillo se le agregó 100 µl de extracto etanólico a 5%, 10% 

y 20%, Clorhexidina al 0.12% y agua destilada como control 

negativo, acorde a grupos de estudio experimentales establecidos. 

Todo el procedimiento fue realizado bajo una campana de 

bioseguridad tipo II para evitar contaminación ambiental y cruzada. 

Las placas fueron incubadas en anaerobiosis controlada a 37°C 

durante 24 h, 48 h y 72 horas y luego se procedió a realizar las 

lecturas de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano.30  

Para la medición de los halos de inhibición se usó un pie de Rey 

Mitutoyo. Se realizó en tres momentos, la primera medición se 

realizó a las 24 horas, segunda medición a las 48 horas y la tercera 

a las 72 horas. Se midió el diámetro de los halos sobre el 

Streptococcus mutans con los valores de: Sensibilidad nula o 

resistente (-) igual a 0-8 mm; límite Intermedio o sensible (+) entre 

9-14 mm; sensibilidad media o muy sensible (++) de 15-19 mm, y 

sumamente sensible o S.S. (+++) de 20 mm a más.31,32  

Para determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se 

realizó mediante un método de dilución en serie para el extracto 

etanólico de Ápis mellífera (propóleo).33 Se preparó una serie de 10 

tubos de las cuales el primero contenía 1 ml de caldo nutritivo BHI. 

Al primer tubo se le añadió 1ml de extracto etanólico de propóleo 
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homogenizado y de este modo se tomó 1 ml del primer tubo al tubo 

siguiente procediendo así con los tubos restantes. Se añadió 100 

ul del inóculo debajo de la superficie a cada uno de los tubos 

ajustado espectofotométricamente a 5 x 105. Se prepararon dos 

tubos adicionales para controlar el crecimiento bacteriano y su 

esterilidad. La concentración más baja de propóleo que eliminó el 

crecimiento visible de colonias bacterianas sobre la placa se definió 

como la Concentración Mínima Bactericida (CMB).33 

Al momento de finalizar los procedimientos los desechos fueron 

introducidos en una bolsa plástica para materiales 

infectocontagiosos y se introdujeron dentro del contenedor de 

desechos infecciosos del Laboratorio de Microbiología del Hospital 

II – 1 de Moyobamba, respetando los protocolos para el manejo de 

residuos. 
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6.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Las fichas de recolección de datos fueron organizadas e 

ingresadas en el programa Microsoft Excel para  luego elaborar la 

base de datos del presente estudio.  Posteriormente esta fue 

ingresada al programa estadístico informático IBM SPSS Statictis 

versión 25.0 para Windows 10. Luego se procedió a realizar el 

análisis estadístico para lo cual primero se determinó la normalidad 

mediante la prueba de Shapiro Wilk debido al tamaño de la 

muestra, encontrándose que los datos no tenían normalidad. Por lo 

que se procedió a realizar pruebas de estadística descriptiva como 

media y desviación estándar; mientras que para el análisis 

inferencial y contrastación de hipótesis se aplicó la prueba de 

Kruskall Wallis, considerando una significancia estadística de 

p<0,05. 
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7. RESULTADOS 

Tabla 1. Evaluación in vitro el efecto antibacteriano del Extracto Etanólico de 

Propóleo al 5%,10% y 20% sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 

25175). 

 

Streptococcus mutans (ATCC 25175) Media ± DS (mm) 

Extracto 

Etanólico de 

Propóleo [%]   

 24hrs p⁕ 48hrs p⁕ 72hrs p⁕ CP p⁕ 

 

[5%]  

 

 

9,62 ± 

0,80 
0,000 

11,00 ± 

0,89 
0,001 

11,68 

± 1,25 

 

0,005 

32,80 ± 

0,36 

 

 

 

 

0,531  

[10%]  

 

 

21,43 

± 0,51 
0,000 

21,87 ± 

0,71 
0,000 

21,87 

± 0,71 
0,000 

 

[20%]  

 

23,31 

± 1,25 
0,000 

23,31 ± 

1,25 
0,000 

23,31 

± 1,25 
0, 000 

 
CP: control positivo Amoxicilina [500mg/5ml]. Medidas en mm.  

⁕ Test de Shapiro – Wilk  p>0.05 

 
Interpretación: En la tabla 1, se observa que el efecto antibacteriano del 

extracto etanólico de propóleo (EEP) al 5% evidencia mayor efecto a las 72 

horas con una media y DS de 11,68 ± 1,25 indicando la cepa sensibilidad (+) 

o sensibilidad baja según Escala de Duraffourd. Asimismo, el EEP al 10% 

evidenció mayor efecto a las 48 y 72 horas con 21,87 ± 0,71 mm siendo la 

cepa sumamente sensible ( +++); mientras que el EEP al 20% presentó efecto 

contante a las 24, 48 y 72 horas con 23,31 ± 1,25 mm y la cepa cepa 

sumamente sensible ( +++) a esta concentración. 
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Tabla 2. Evaluación in vitro el efecto antibacteriano del Gluconato de 

Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

 

 

Streptococcus mutans (ATCC 25175) Media ± DS (mm) 

Gluconato de 

Clorhexidina 

[%]   

 24hrs p⁕ 48hrs p⁕ 72hrs p⁕ CP p⁕ 

 

[0,12%]  

 

 

24,75 

± 0,68 
0,002 

24,75 ± 

0,68 
0,002 

24,75 

± 0,68 
0,002 

32,80 ± 

0,36 

 

 

0,531 

 

 

 
 
CP: control positivo Amoxicilina [500mg/5ml]. Medidas en mm.  

⁕ Test de Shapiro – Wilk  p>0.05 

 
Interpretación: En la tabla 2, se observa que el efecto antibacteriano del 

Gluconato de Clorhexidina (CHX) 0,12% asciende a 24,75 ± 0,68 mm 

constante a las 24, 48 y 72 horas, evidenciando así que la cepa bacteriana es 

sumamente sensible (+++) a este agente antiséptico. 
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Tabla 3. Evaluación cuantitativa in vitro el efecto antibacteriano  del Extracto 

Etanólico de Propóleo sobre cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida 

(CMB) 

 

 

Crecimiento  

Stock 

50000 

µg /ml 

25000 

µg /ml 

12500 

µg /ml 

6250 

µg /ml 

3125 

µg /ml 

1562,5 

µg /ml 

781,25 

µg /ml 

390,62 

µg /ml 

 

195,31 

µg /ml 

 

CP 

En tubo - - - - - - + + + + 

En placa - - - - - + + + + + 

CP: control positivo (caldo y agar BHI con inoculación de S. mutans sin extracto etanólico de propóleo)  

 

 

Interpretación: En la tabla 3, se observa que el efecto antibacteriano in vitro 

acorde a método cuantitativo del Extracto Etanólico de Propóleo, evidencia 

que el CMI asciende a 1562,5 µg /ml, mientras que el CMB es 3125 µg /ml, 

representando el efecto bacteriostático y bactericida respectivamente frente a 

la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 
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Tabla 4. Comparación in vitro el efecto antibacteriano del  Extracto Etanólico 

de Propóleo al 5%, 10% , 20% y Gluconato de Clorhexidina al 0,12% sobre la 

cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175). 

 

Cepa / Media 

± DS (mm)    
 

Extracto 

Etanólico 

de Propóleo 

5 % 

Extracto 

Etanólico 

de Propóleo 

10 % 

Extracto 

Etanólico 

de Propóleo 

20 % 

 

CHX 0,12% 
p⁕ 

 

S. mutans  

 

 

11,68 ± 1,25 21,87 ± 0,71 23,31 ± 1,25 

 

 

24,75 ± 0,68 

 

 

0,000 

 

 
 Todos los valores de medidas en mm 

⁕ Prueba de Kruskall Wallis p<0.05 

 
Interpretación: En la tabla 4, al comparar el efecto antibacteriano del extracto 

etanólico al 5%, 10%, 20% y el gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre la 

cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) mediante la Prueba de Kruskall 

Wallis,  se obtuvo p=0,000, por lo que se acepta la hipótesis alterna y se llega 

a la conclusión que existe diferencias estadísticamente significativas del 

efecto antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos sobre las cepa en 

análisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro del gluconato de 

clorhexidina al 0,12%. 
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8. DISCUSIÓN 

Definitivamente los colutorios son unos de los recursos más utilizados para el 

control y mantenimiento de la microbiota oral y al actuar como agentes 

antisépticos evitan su multiplicación y diseminación. De fácil uso, refrescantes 

y tienen la capacidad de acceder a los microorganismos inclusive en zonas 

anatómicas orales de mayor dificultad.34 Asimismo, el principal componente 

usado en los colutorios es el gluconato de clorhexidina (CHX) al 0,12%, 

agente que posee una excelente actividad antimicrobiana pero con varias 

reacciones adversas medicamentosas que impiden su uso continuo, lo que 

hace necesario buscar alternativas naturales que posean similar actividad 

antimicrobiana pero con menores reacciones adversas que favorezcan el uso 

permanente. Una buena alternativa es el propóleo, de propiedades 

antibacteriana importante debido a la presencia de flavonoides,9 sobretodo 

frente a cocos Gram positivos como el Streptococcus mutans, bacteria 

anaerobia facultativa perteneciente al biofilm oral.10 Por lo que el propósito de 

este estudio fue comparar los efectos del extracto etanólico de propóleo (EEP) 

a las concentraciones de 5%, 10%, 20% y la CHX al 0,12%.  

Los resultados evidencian que el EEP(extracto etanólico de propóleo) a 

diferentes concentraciones y periodos de tiempo, obtuvieron mejores efectos 

antibacteriano a las 72 horas, con medias de 21,87 ± 0,71 mm y 23,31 ± 1,25 

mm para las concentraciones de 10% y 20% respectivamente, mientras que 
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el CHX AL 0,12% mantuvo un efecto constante a las 24, 48 y 72 horas con 

una media de 24,75 ± 0,68 mm; lo que implica que la cepa Streptococcus 

mutans (ATCC 25175) es sumamente sensible (+++), según escala de 

Duraffourd, a los tres agentes pero con mejor efecto del CHX 0,12%. 

Con respecto al EEP al 20% con media de 23,31 ± 1,25 mm este resultado 

difiere con los resultados obtenidos por Checalla-Collatupa  y Sanchéz-Tito17 

con una media de 17,201 ± 1,305 mm de extracto de propóleo peruano frente 

a Streptococcus mutans, teniendo la cepa  sensibilidad media o muy sensible 

(++) acorde a Duraffourd; así también difiere con el resultado obtenido por 

Checalla 19 quien encontró una media de 17.5831 ± 2.5773 mm de un extracto 

de propóleo a una concentración de 25%. Asimismo; es similar a los 

resultados obtenidos por Becerra y col.20 quienes obtuvieron una media de 

26,4 ± 2,58 mm con la salvedad de que el propóleo usado en este estudio fue 

recolectado en la zona geográfica de Santiago de Chuco durante la estación 

de otoño, situación que implicaría la influencia geográfica y estacional en el 

efecto antibacteriano del propóleo. Situación que estaría siendo confirmada 

por los resultados de Baca 23 y que difieren con los de este estudio con una 

media de 18.2±1.8 mm pero recolectado en el verano. También existe 

diferencia de nuestros resultados con los de Rajani y col. 24 quienes 

expusieron la cepa a extracto de propóleo crudo procedente de Mangalore 

India, con una media de 14,6 mm que reforzaría la influencia geográfica y 

climática en el efecto antimicrobiano del propóleo. Cabe resaltar que esto es 

refrendado por Garcia-Espinoza y col.35 quienes refieren que la composición 
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y concentración  de los componentes del propóleo peruano está ligada al área 

geográfica y clima en el cual se realiza la actividad apícola y que sustenta la 

actividad antimicrobiana sobre microorganismos del biofilm dental, incluyendo 

al Streptococcus mutans, y que además basándose en esto  se sustentaría 

las diferencias con los resultados de otros estudios debido a que el propóleo 

usado en esta investigación es originario de la región de Moyobamba, San 

Martín – Perú. 

Con respecto al método cuantitativo usado para determinar el efecto 

antibacteriano cuantitativo del EEP, se determinó que la CMI y CMB 

ascienden a 1562,5 µg /ml y 3125 µg /ml respectivamente sobre la cepa de 

Streptococcus mutans; y que en cuanto al CMI, esta concentración es 

relativamente similar al resultado encontrando por  Sadrzadeh-Afshar y col.18 

ascendente a 1875 µg /ml usando de igual manera un extracto etanólico de 

propóleo; mientras que difiere con lo obtenido por Nazeri y col.21 que 

obtuvieron un CMI de 300 µg /ml frente al mismo microorganismo. Es 

necesario destacar que las muestras de propóleo de estos estudios de 

referencia fueron obtenidas de dos regiones diferentes de Irán, lo que 

confirmaría la influencia geográfica y climática antes mencionada. 

Al realizar la comparación del efecto antibacteriano se encontró que la cepa 

de Streptococcus mutans (ATCC 25175)  es sumamente sensible (+++) al 

EEP al 10% y 20% similar que la CHX al 0,12% sustentado incluso con el 

método cualitativo; si bien al realizar la pruebas inferenciales existe 

diferencias estadísticamente significativas, el hecho es que el efecto 
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antibacteriano del EEP es menor que el CHX pero por muy poco margen, lo 

que sustentaría la aplicación de EEP como agente antiséptico de colutorios 

experimentales que sustituyan a la CHX y que puedan ser usados de manera 

continua y no periódica como el gold estándar. Por lo que seria necesario que 

se realicen otras investigaciones con nuestra muestra de propóleo en 

colutorios y si es posible en otras presentaciones, con la salvedad de analizar 

el efecto citotóxico tan necesario para la aplicación sobre tejidos  humanos y 

mas aun en la cavidad oral; aunque al ser un agente natural esta citotoxicidad 

seria mínima pero a corroborar necesariamente. 

La presente investigación tuvo justamente la limitación de no realizar métodos 

que determinen el efecto citotóxico del EEP, por lo que se recomendaría que 

se realicen otros estudios confirmatorios y sobre líneas celulares. Asimismo, 

es necesario usar el EEP como agente antiséptico en estudios de colutorios 

experimentales u otras presentaciones puesto ya existe las mismas para el 

tratamiento de procesos respiratorios. Al igual que es necesario que se amplie 

la cantidad de microorganismos debido a la amplitud de los mismos en la 

cavidad oral y sobretodo como biofilm que llevaría la aplicación de métodos 

más cercanos a las condiciones reales de la boca. 

No cabe duda entonces la importancia de esta investigación debido a que 

sustenta el efecto antibacteriano de un agente natural como el propóleo sobre 

el Streptococcus mutans principal agente etiológico de la caries dental y de 

complicaciones derivadas de la misma y sobretodo la posibilidad de aplicación 

clínica en el tratamiento y prevención de procesos infecciosos 
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desencadenados por los estreptocococos viridans que son los 

microorganismo que mayoritariamente se encuentran en cavidad oral. 

9. CONCLUSIONES 

● Existe diferencias estadísticamente significativas del efecto 

antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos sobre la cepa en 

análisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro del 

gluconato de clorhexidina al 0,12%. 

● La cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) sensibilidad límite (+) 

o sensibilidad baja al EEP al 5% a las 72 horas. Además es sumamente 

sensible ( +++) al EEP al 10% y 20% a las 48 y 72 horas según Escala 

de Duraffourd.  

● La cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) es sumamente 

sensible ( +++)  a la CHX al 0.12% siendo constante la misma  a las 

24, 48 y 72 horas. 

● La Concentración Mínima Inhibitoria y Concentración Mínima 

Bactericida del Extracto Etanólico de Propóleo ascienden a 1562,5 µg 

/ml y 3125 µg /ml respectivamente sobre la cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175). 
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10. RECOMENDACIONES 

 
 Se recomienda que se realicen estudios replicativos y confirmatorios 

de los resultados obtenidos en la presente investigación. 

 Se recomienda realizar nuevas investigaciones similares al nuestro 

ampliando la cantidad de cepas y utilizando métodos de formación de 

biofilm para experimentación directa a menores tiempos. 

 Es necesario realizar investigaciones que amplíen métodos de 

medición de efecto citotóxico del Extracto Etanólico de Propóleo que 

sustenten su uso clínico en formulaciones químicas para tratamiento y 

prevención de procesos infecciosos orales. 

 Es recomendable realizar capacitaciones y talleres a nivel nacional y/o 

internacional en técnicas de formación de biofilm dental para futuros 

estudios similares o más amplios a la presente investigación. 

 Es recomendable considerar los resultados del presente estudio como 

antecedentes relacionados para otras investigaciones. 
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ANEXO 1. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES 

VARIABLES  DEFINICIÓN CONCEPTUAL DEFINICIÓN 
OPERACIONAL 

INDICADORES TIPO ESCALA VALORES 

Efecto 

antibacteriano 

Capacidad de inhibición del 

crecimiento bacteriano que 

poseen algunas sustancias de 

origen químico o natural para 

impedir su desarrollo o generar 

su destrucción.28 

Capacidad 

Inhibitoria del 

Crecimiento bacteriano 

 

 

 

 

 

 

Halos de inhibición 

en milímetros. 
Cualitativo Ordinal 

Sensibilidad nula   (-) 

:0-8 mm;  

Sensibilidad límite 

(+) : 9-14 mm; 

Sensibilidad media o 

muy sensible (++) 

:15-19 mm, y 

Sumamente sensible 

o S.S. (+++) :20 mm 

a + 

 

Concentración 

Mínima Inhibitoria 

(CMI) 

Cuantitativo Razón mg/ml 
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Concentración 

Mínima Bactericida 

(CMB) 

Cuantitativo Razón mg/ml 

Cepa 

Streptococcus 

mutans (ATCC 

25175). 

Bacteria Gram positiva, 

considerado como el principal 

patógeno que promueve el 

desarrollo y aparición de la 

caries dental.27 

Unidad de análisis sobre 

la que se determinará el 

efecto antibacteriano 

 

Crecimiento 

Bacteriano Cualitativo Nominal 

Si 

No 

  Extracto 

etanólico de 

propóleo 

Compuesto resinoso natural 

con propiedades 

antimicrobianas que elaboran 

las abejas para proteger la 

colmena de agentes externos.25  

Sustancias con efecto 

antimicrobiano 

 

Grado de 

concentración del 

extracto de propóleo 

Cuantitativo Razón 

5% 

10% 

20% 

Gluconato de 

Clorhexidina 

Sustancia química utilizado 

como el antiséptico más 

recetado en el campo 

odontológico por su buena 

actividad antibacteriana de 

larga duración y amplio 

espectro.26 

Sustancias con efecto 

antimicrobiano 

 

 

Grado de 

concentración del 

gluconato de 

clorhexidina Cuantitativo Razón 0.12% 
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ANEXO 2. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO MUESTRAL 

. 

𝑛 =
N. 𝑍2. 𝑆2

(𝑁 − 1). 𝐸2+. 𝑍2. 𝑆2
 

 
 
Dónde: 
 
n = El tamaño de la muestra a calcular 

N = Tamaño del universo =10 

Z = Nivel de confianza 95% -> Z=1,96 

E = Es el margen de error máximo (0,5) 

S = desviación estándar (1.11) 

 

𝑛 =
10x 1,962𝑥 1,112

(10 − 1)𝑥 0,52 + 1,962𝑥 1,112
 

 
 
 

𝒏 = 𝟔, 𝟕𝟖 
 
La muestra estará conformada por 7 ensayos por cada grupo experimental. 
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ANEXO 3: CONSTANCIA DE APROBACIÓN DEL CIEI 
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ANEXO 4: DOCUMENTO DE EJECUCIÓN 

 
 

 



63 
 

 

ANEXO 5: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS 
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ANEXO 6: AUTORIZACION DE APLICACIÓN DE INSTRUMENTO 
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ANEXO 7: MATRIZ DE CONSISTENCIA 
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TÍTULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPÓTESIS VARIABLE 
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General General General Dimensión Indicador Nivel de Medición 

¿Cuáles serán los 

resultados de la 

comparación in vitro 

del efecto 

antibacteriano del 

extracto etanólico de 

propóleo y gluconato 

de clorhexidina 0,12% 

sobre cepa de 

Streptococcus Mutans 

(ATCC 25175)? 

 

 

 

 

 

 

 

Comparar in vitro 

el efecto 

antibacteriano del 

extracto etanólico 

de propóleo y 

gluconato de 

clorhexidina 0,12% 

sobre cepa de 

Streptococcus 

mutans (ATCC 

25175).  

 

Existen diferencias 

significativas entre el 

efecto antibacteriano 

del extracto etanólico 

de propóleo y 

gluconato de 

clorhexidina 0,12% 

sobre cepa de 

Streptococcus Mutans 

(ATCC 25175).. 

 

Efecto 

Antibacteriano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Halos de 

inhibición en 

milímetros. 

 

Concentración 

Mínima 

Inhibitoria 

(CMI) 

 
Concentración 

Mínima 

Bactericida 

(CMB) 
 

Crecimiento 

Bacteriano 
 

 
Ordinal 

 

 

 

 

Razón 

 

 

 

Razón 

 

 

 

 

Nominal 

Específicos Específicos Específicos 
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 •Determinar in vitro el 

efecto antibacteriano 

del extracto etanólico 

de propóleo al 5%, 

10%, 20% sobre la 

cepa de Streptococcus 

mutans (ATCC 25175) 

a las 24, 48 y 72 horas.  

•Determinar in vitro el 

efecto antibacteriano 

del gluconato de 

clorhexidina 0,12% 

sobre la cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175) a las 

24, 48 y 72 horas.  

•Determinar la CMI y 

CMB del extracto 

etanólico de propóleo 

sobre la cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175). 

•El extracto etanólico 

de propóleo al 5%, 

10%, 20% posee un 

elevado efecto 

antibacteriano in vitro 

sobre la cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175) a las 

24, 48 y 72 horas.   

•El gluconato de 

clorhexidina al 0,12% 

posee un elevado 

efecto antibacteriano 

in vitro sobre la cepa 

de Streptococcus 

mutans (ATCC 

25175) a las 24, 48 y 

72 horas.   

•El extracto etanólico 

de propóleo posee 

una baja 

concentración 

mínima inhibitoria y 

concentración 

mínima bactericida 

sobre la cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175) a las 

24, 48 y 72 horas.   

 

 

Cepa de  

Streptococcus 

Mutans (ATCC 

25175) 
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TIPO Y DISEÑO 
POBLACION Y 

MUESTRA 

TÉCNICAS E 

INSTRUMENTOS 
METODO DE ANALISIS ESTADISTICO 

 

• Por el número de 

variables: Analítico, debido 

a que se evaluará 

estadísticamente a la 

variable independiente 

efecto antibacteriano del 

extracto etanólico de 

propóleo y gluconato de 

clorhexidina 0,12% y un 

grupo control positivo para 

determinar sus efectos 

sobre la variable 

dependiente cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175). 

• Por el número de 

mediciones: Longitudinal 

porque las variables de 

estudio serán medidas en 

tres tiempos. 

• Según la fuente de 

recolección de datos: 

Prospectivo porque los 

datos serán registrados 

según vayan ocurriendo los 

La unidad de análisis 

será la Cepa de 

Streptococcus mutans 

(ATCC 25175), y se 

formarán 5 Grupos de 

estudio experimentales 

siendo un total de 20 

placas Petri. 

Grupo 01: Cepa de 

S.mutans vs Extracto 

etanólico al 5%. 

Grupo 02: Cepa de 

S.mutans vs Extracto 

etanólico al 10%. 

Grupo 03: Cepa de 

S.mutans vs Extracto 

etanólico al 20%. 

Grupo 04: Cepa de 

S.mutans vs CHX 

0.12%. 

Grupo 05: Control 

Negativo Cepa de S. 

mutans vs Agua 

destilada 

Para esta investigación la 

técnica que se utilizará es la 

observación directa de los 

halos de inhibición del 

crecimiento bacteriano. Y el 

instrumento que se empleará 

para la recolectar los datos es 

a través de una ficha de 

recolección de datos que se 

creará, en la cual se 

registrarán de forma ordenada 

los datos que se obtengan de 

las medidas en milímetros 

durante la observación de los 

halos inhibitorios de 

crecimiento bacteriano en 

cada placa Petri, que serán 

embebidos con extracto de 

propóleo al 5%, 10% y 20%. 

El registro se llevará a cabo a 

las 24 horas y segundo a las 

48 horas y el tercero a las 72 

horas de haberse realizado el 

cultivo de las cepas de 

Streptococcus mutans (ATCC 

25175) 

 

Las fichas de recolección de datos serán organizadas e 

ingresadas en el programa Microsoft Excel. Y el programa 

estadístico informático que se empleará para procesar los datos 

será el IBM SPSS Statictis versión 25.0 para Windows 10, 

inicialmente se determinará la normalidad mediante la prueba de 

Shapiro Wilk, y tras su resultado se aplicará la prueba estadística 

para análisis de varianza ANOVA o Kruskall Wallis, 

considerando una significancia estadística de p<0.05. 
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hechos.  

• Por la intervención: 

Experimental porque el 

investigador si intervendrá 

en la manipulación de las 

variables. - 

 

 El diseño metodológico es 

Experimental. 
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ANEXO 8: EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE EJECUCIÓN DE INVESTIGACIÓN 

 

 

FIGURA 1                    FIGURA 2. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 

 
FUENTE: Propia de la investigación.      FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Imagen de propóleo en su forma natural.       INTERPRETACION: Imagen de recolección de propóleo.           
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FIGURA 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FUENTE: Propia de la investigación. 
INTERPRETACION: Recolección de propóleo para su traslado en frasco estéril. 
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FIGURA 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de triturado del propóleo.  

 
 

 

 

 



73 
 

FIGURA 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de lavado y secado del propóleo. 
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FIGURA 6. 
 
 
 
\ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de pesado del propóleo.  
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FIGURA 7. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
FUENTE: Propia de la investigación.  

INTERPRETACION: Proceso de dilución del propóleo. 
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FIGURA 8. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de homogenización. 
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FIGURA 9. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de filtrado del propóleo. 
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FIGURA 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigacion. 

INTERPRETACION: CEPA Iofilizada ATCC 25175 S. Mutans. 
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FIGURA 11: 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Activación de la cepa s. mutans. 
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FIGURA 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Incubación y proceso de crecimiento de la bacteria. 
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FIGURA 13. 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Cámara para crecimiento anaerobio. 
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FIGURA 14. 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Control microbiológico que garantiza la esterilidad del producto. 
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FIGURA 15. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Cepa activada lista para ser sembrado. 
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FIGURA 16. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Dilución del propóleo al 5%, 10%y 20%. 
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FIGURA 17. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Proceso de sembrado. 
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FIGURA 18. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: CEPA lista para ser llevado a anaerobiosis para evaluar su crecimiento. 
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FIGURA 19. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Medición y observación de los halos inhibitorios a las 24 horas. 
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FIGURA 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Medición y observación de los halos inhibitorios a las 42 horas. 
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FIGURA 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Medición y observación de los halos inhibitorios a las 72 horas. 
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FIGURA 22. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la de investigación.  

INTERPRETACION: Caldo BHI IOFILIZADO. 
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FIGURA 23: 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Preparación del caldo BHI para ser utilizado en la concentración mínima inhibitoria. 
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FIGURA 24: 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Autoclavado del caldo BHI que garantiza la esterilidad del producto. 
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FIGURA 25: 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Preparación de diluciones para encontrar la concentración mínima inhibitoria. 
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FIGURA 26: 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Dilución según la escala de Macfarlan. 
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FIGURA 27. 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Concentración Mínima inhibitoria del Propóleo. 
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FIGURA 28. 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Concentración Mínima Inhibitoria de la clorhexidina. 
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FIGURA 29:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUENTE: Propia de la investigación. 

INTERPRETACION: Sembrado para conocer la concentración mínima bactericida. 
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FIGURA 30. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FUENTE: Propia de la investigación. 
INTERPRETACION: Concentración mínima bactericida del propóleo observado en 24 horas. 
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FIGURA 31. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FUENTE: Propia de la investigación. 
INTERPRETACION: Concentración mínima bactericida de la clorhexidina observado en 24 horas. 
 
 

 

 

 


