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RESUMEN

Objetivo: Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
propoleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de Streptococcus
mutans (ATCC 25175). Materiales y métodos: Estudio analitico, longitudinal,
prospectivo, experimental y nivel explicativo. La unidad de analisis fue la cepa
de Streptococcus mutans (ATCC 25175). El tamafo muestral se determiné
mediante prueba estadistica de estimacién de medias acorde a estudio piloto,
la muestra fue n = 16 para menor sesgo estadistico. 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
hipétesis alterna y existe diferencias estadisticamente significativas del efecto
antibacteriano in vitro. Conclusién: Existe diferencias estadisticamente
significativas del efecto antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos
sobre la cepa en analisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro

del gluconato de clorhexidina al 0,12%.

Palabras claves: Propdleo, 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. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al definir caries dental, nos referimos a una enfermedad
infecciosa multifactorial, que altera el eubiosis bucal dafiando las
piezas dentarias.” Siendo muy importante el factor etioldgico
microbiano, el consumo frecuente y excesivo de carbohidratos
son aprovechadas por los microrganismos, especialmente por el
Streptococcus mutans, bacteria que metaboliza la sacarosa
generando acido lactico capaz de producir la desmineralizacion
de los dientes, favoreciendo la aparicion de la caries dental y
otras patologias asociadas.? Ante esta situacion 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 busqueda de nuevos productos de
origen natural y que al mismo tiempo tengan una amplia
actividad biolégica, y que puedan ser usados como terapia
alternativa o complementaria para la caries dental.*
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
catidnica provocando lisis celular,® siendo usada como sales de
gluconato o di gluconato por su excelente hidrosolubilidad.® Si
se utiliza concentraciones bajas se muestra como un agente
bacteriostatico 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, irritacion y
discromia dental, siendo necesario alternativas terapéuticas
permanentes y naturales. ’

Entre estas sustancias naturales, una buena alternativa es el
propoleo, compuesto de diferentes particulas de resina cérea
viscosa, utilizado por abejas para sellar, protegerse de la luz, la
humedad y algunos agentes externos e internos que puedan
dararlas de alguna forma.® Presenta propiedades importantes
para el campo de salud como antimicrobiano, antimicotico,
cicatrizante, antioxidante, antiinflamatoria y antiviral, destacando
su propiedad principal que actua como antibacteriano debido a
la presencia de flavonoides.® Estudios in vitro han demostrado
que el extracto etandlico del Apis mellifera (propdleo) reacciona
eficazmente a las bacterias anaerobias facultativas. En
odontologia, esta actividad puede ser aprovechada frente al

Streptococcus mutans.’® Ademas comparar los efectos del
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propdleo y la CHX, de uso frecuente contra las bacterias
cariogénicas, podria brindar una alternativa que supere las
contraindicaciones de este producto,' y que, a diferencia de la
CHX, restringida a una concentracion entre 0.12% y 0.2%,
pueda utilizarse a mayores concentraciones y evitando las
alteraciones en cavidad bucal.'?4

En cuanto a la justificacion e importancia de esta investigacion,
se habla mucho de promover y prevenir una salud oral en
nuestro pais, debido a elevados datos estadisticos de caries
dental, y que hace necesario nuevos estudios buscando
alternativas antibacterianas viables frente al Streptococcus
mutans. Razén de este estudio para comparar el efecto
antimicrobiano que posee el extracto de propdleo 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 propdleo frente al uso
de la CHX de origen quimico.

Por lo descrito, el propdsito de este estudio es comparar in vitro
el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo y
gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepa de Streptococcus

mutans (ATCC 25175)
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1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cuales seran los resultados de la comparacion in vitro del efecto
antibacteriano del extracto etandlico de propdleo y gluconato de
clorhexidina 0,12% sobre cepa de Streptococcus Mutans (ATCC

25175)?
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En el 2022, Aziz y col.'® investigaron las propiedades funcionales y la
composicion quimica del aceite extraido del propdleo recolectado de la
Regién de Baluchistan en Pakistan. Examinaron el aceite de propoéleo
(PO) en cuanto a composicion quimica, contenido fendlico y flavonoide,
y propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Los contenidos de
fenolicos y flavonoides fueron 2,388 + 1,116 mg GAE/g y 0,579 £ 0,140
mg QE/g. El aceite mostrd 64,59 + 14,59% inhibicion del radical DPPH
y actividades antibacterianas significativas contra las bacterias diana.
Se encontrd que Salmonella typhi es altamente sensible (27,23 + 4,35
mm) a PO, en comparacion 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 0,35y 0,7 mg/mL para
S. typhi y E. coli, mientras que fueron 0,7 y 1,4 mg/mL para S. aureus.
Ademaés, se encontr6 que el PO era bacteriostatico para K.
pneumoniae. Se encontrd que Aspergillus flavus ser altamente sensible
a PO, con un porcentaje efectivo de inhibicion del crecimiento del 73%,
seguido de Aspergillus niger (70%), mientras que Aspergillus
parasiticus fue menos sensible con una inhibicién del crecimiento del
25%. Los grupos funcionales en PO se determinaron con un FTIR
espectrofotometro, y grupos de alcohol, alcano, aldehidos, alquenos y
cetonas estaban presentes. El andlisis revelo la presencia de 27

compuestos medicinales diferentes, entre los que se encuentran a-
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copaneno (29,85 %), benzoato de bencilo (26,8 %), 2,4-bis[1-(4-
hidroxifenil)isopropillfenol, acetofenona (14,92 %), aldehido
undecilénico (7,46 %), p-linalool (5,9 %) y 3-fenilpropionato de etilo
(4,47%) se encontraron en abundancia. Se concluyé en este estudio
que varios compuestos bioactivos estan presentes en PO extraido de
propoleos de Baluchistan, que tiene buenos antioxidantes,
antibacterianos, antifungicos, y potencial funcional significativo de los
soportes de aceite de propoleos 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 propéleo de
esta region un importante candidato para aplicaciones alimentarias y

farmacéuticas.

En el 2022, Kiani y col.1® evaluaron la eficacia clinica de un enjuague
bucal que contiene propdleos en el tratamiento de la gingivitis. Este
ensayo clinico evalu6 a 32 pacientes con gingivitis en dos grupos
(n=16). El grupo de intervencién recibié un enjuague bucal que
contenia extracto de propoleo mientras que el grupo control recibio el
mismo enjuague bucal sin extracto de propoleo. El indice de sangrado
papilar (PBI), el indice de placa (PI) y la decoloracion de los dientes se
evaluaron en cada paciente al inicio (antes de la intervencion) ya los 15

y 30 dias, después del tratamiento. Para facilitar las evaluaciones de
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seguimiento, las medidas se registraron para el diente con la encia mas
inflamada en cada cuadrante (n = 128). Los dos grupos se compararon
mediante la prueba de Mann-Whitney. EI cambio de PI fue de 85,19 +
51,6% en el propdleo y 83,93 + 36,1% en el grupo placebo sin
diferencia significativa entre ellos (p = 0,91). La reduccién del indice de
sangrado papilar fue significativamente mayor en el grupo de propoleos
en comparacion con el grupo de placebo (p < 0,001). EI cambio en el
color de los dientes con el tiempo fue significativo en el grupo de
placebo e insignificante en el grupo de propdleos (p = 0,14). Basados
en los resultados obtenidos los autores llegaron a la conclusion de que
el enjuague bucal de propoleo puede disminuir de manera efectiva la
inflamacion y el sangrado gingival, sin causar decoloracion o tincion de
los dientes. Teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio, como
el pequeio tamafio 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 vy col.l’ realizaron una investigacion
con el objetivo de caracterizar quimicamente un extracto etandlico de
propéleo peruano y evaluar su actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Trabajaron con concentraciones
de extracto etandlico de propdleo en concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100% que fueron maceradas en alcohol al 70% por 15 dias e

incubadas por 48 horas. Obtuvieron como resultados que todas las
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concentraciones de propdleo tuvieron un efecto antibacteriano frente al
Streptococcus mutans mostrandose como sensible (+) y muy sensible
(++) para todas las concentraciones; mientras que la clorhexidina al
0,12 % se mostr6 como sumamente sensible (+++) frente al

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

Llegando a la conclusion que el extracto de propdleo peruano tiene
actividad antibacteriana significativa considerada como sensible y muy

sensible frente al Streptococcus mutans.

En el 2020, Sadrzadeh y col.*® realizaron su investigacion con el
objetivo de comparar los efectos antimicrobianos del propoéleo 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 antifangica que el propéleo. Los resultados
demostraron que la CMI del propéleo frente a S. mutans fue de 1875
pug/ml, siendo esta misma concentracion pala CMB. Mientras que en
sinergismo con la clorhexidina los valores de la CMI fueron de 234
png/mly 7.81 pg/ml respectivamente.Y al combinar estas dos sustancias
se observo la inhibicion de las cepas bacterianas a excepcion de C.
albicans y S. aureus. Los autores concluyeron que acorde a los
resultados de este estudio se revela que el propoleo era menos eficaz

en la inhibicion de bacterias que CHX en su estado planctonico y se
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sugiri6 que propdleos no podria ser tan eficaz como CHX en
microorganismos orales en su estado plancténico; por lo que es
necesario realizar investigaciones sobre especies aisladas de

biopeliculas orales para obtener resultados complementarios.

En el 2020, Checalla 9 evalu6 el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de propodleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Trabajandose con concentraciones al 25%, 50% y 75% de extracto de
propoleo que fueron maceradas en alcohol al 70% por 19 dias e
incubadas por 48 horas. Pudo obtener como resultados que el extracto
de propéleo en todas sus concentraciones mostr6 un efecto
antimicrobiano con halos de inhibicion para el extracto de propodleo al
25% fue muy sensible (++), para el extracto etandlico de propéleo al
50% fue muy sensible (++) y para el extracto de propdleo al 75% fue
muy sensible (++), mientras que para la clorhexidina al 0,12% fue
sumamente sensible (+++). Llegando a la conclusion que los efectos
antibacterianos en distintas concentraciones del extracto de propoleo
peruano presentan valores favorables como muy sensible frente al S.

mutans ATCC 25175.

En el 2019, Becerra y col.?° compararon la actividad microbiana de
diferentes extractos de propoleo recolectados en distintas estaciones
frente al Streptococcus mutans comparandolo con la clorhexidina al
0,12% para los controles positivos, observandose que el propoleo

recolectado en el otofio y el verano los halos de inhibicion fueron 26,4
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+2,6y18,2 +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 propoleo que se
elaboraron en otofio tuvieron un mayor crecimiento del Streptococcus
mutans a diferencia de la muestra recolectada en verano, indicando
que las estaciones en la recolecta del propoleo puede influir en la

actividad microbiana.

En el 2019, Nazeri y col.?* determinaron el efecto antimicrobiano del
propdleo versus el enjuague bucal a base de clorhexidina, utilizando
muestras de saliva de ratas de laboratorio para los cultivos en agar,
observandose que en las muestras de saliva a las 12 horas,1 semana
y 2 semanas hubo un efecto mayor del propéleo frente a la clorhexidina.
En cuanto a S. mutans, el propoleo fue mas eficiente que otros
enjuagues bucales y resulté en una mayor reduccion en el numero de
S. mutans que CHX y Listerine (P=0.024 y 0.001, respectivamente). A
diferencia del grupo Listerine, el nUmero de S.mutans en los grupos
propdleos y CHX regresaron al nivel de referencia después de dos
semanas (P = 0,645 y 0,056, respectivamente). Después de una
semana, el numero de colonias de S. mutans no alcanzo el nivel de
referencia en el propodleo grupo, mientras que en los grupos Listerine y
CHX, alcanzo6 el nivel de referencia después de una semana. Se
conluyé que el enjuague a base de propdleo mostré una diferencia

significativa a comparacion de la clorhexidina.
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En el 2018, Porwal y col.?? llevaron a cabo su investigacion con el
objetivo de comparar la efectividad entre la clorhexidina, el propdleo
crudo y de peroxido de hidrégeno sobre la placa bacteriana y la
inflamacion gingival en una poblacion formada por 30 personas entre
las edades de 20-40 afios y que fueron evaluados a los 7 y 28 dias.
Los resultados mostraron que los tres enjuagues bucales fueron
efectivos para reducir la placa y la inflamacién. Siendo el gluconato de
clorhexidina al 0,2% el mas eficaz para la reduccion de la placa dental.
Se observd que el propdleo crudo es el mas efectivo para reducir la
inflamacion gingival durante un periodo de 7 dias y 28 dias. Cuando la
comparacion intragrupo se observé que los valores del indice de placa
y del indice gingival modificado se redujeron de 3,26 + 0,53 a 1,10 +
0,35 a los 7 dias a 0,82 + 0,45 a al final de 28 dias y de 3,04 + 0,23 a
0,50 + 0,25 a los 7 dias a 0,54 + 0,35 al final de los 28 dias
respectivamente. Ademas, los resultados de este estudio sugieren que
el propdleo crudo tiene un efecto inhibidor de la placa que es
estadisticamente igual al enjuague bucal con clorhexidina y es mas
potente que el gluconato de clorhexidina y el peréxido de hidrogeno al
3% para reducir la inflamacion gingival. Los autores llegaron a la
conclusion de que el propdleo puede ser una alternativa a la
clorhexidina como enjuagatorio oral sin efectos secundarios para

reducir la inflamacion gingival.
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En el 2018, Baca % compard la efectividad antibacteriana de los
extractos etanolicos de propdleo recolectado en Santiago de Chuco en
las estaciones de verano y otofio sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Muestras que fueron recolectadas en distintas
estaciones fueron diferencias como A y B, preparandose extractos
etandlicos de propoleo al 5%. Se obtuvo como resultados que para el
extracto de propéleo que se recolecté en otofio presentd un halo de
inhibicion de 26.4+2.6 mm y para el extracto recolectado en verano
presentd 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 otofio presentdé mayor efecto
antibacteriano a comparacion del recolectado en verano. Llegando a la
conclusién que la estacidon que se recolecta el extracto de propoleo

influye sobre el crecimiento del Streptococcus mutans.

En el 2017, Rajani y Akash 2 realizaron una investigacion con el
objetivo de medir el efecto antimicrobiano del propéleo 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 inhibicion
maxima del Streptococcus mutans con el uso de propoleo fue de 14,6
mm Yy la clorhexidina fue de 14 mm. Concluyendo que el efecto
antibacteriano del propdleo es tan bueno como la clorhexidina frente al

Streptococcus mutans.
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS GENERAL

HA: Existen diferencias significativas entre el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de propdéleo vy
gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

HO: Existen diferencias significativas entre el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de propdleo y
gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

3.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

El extracto etandlico de propodleo 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 etandlico de propoleo posee una baja concentracion
minima inhibitoria y concentracidon minima bactericida sobre la
cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) alas 24,48y 72

horas.
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4. VARIABLES

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

e Agentes antibacterianos (extracto de propdleo y gluconato
de clorhexidina): El extracto de propoleo es un compuesto
resinoso natural con propiedades antimicrobianas que elaboran
las abejas para proteger la colmena de agentes externos,?y el
gluconato de clorhexidina es una sustancia quimica utilizado
como el antiséptico méas recetado en el campo odontolégico por
su buena actividad antibacteriana de larga duracién y amplio
espectro.?®

e Cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175): El Streptococcus
mutans es una bacteria Gram positiva, considerado como el
principal patdgeno que promueve el desarrollo y aparicion de la
caries dental.?’

e Efecto antibacteriano in vitro: El efecto antimicrobiano es la
capacidad de inhibicion del crecimiento bacteriano que poseen
algunas sustancias de origen quimico o natural para impedir su

desarrollo o generar su destruccion.?®

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

La operacionalizacion de las variables del presente estudio se presento

en el ANEXO 1.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
propéleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre cepa de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etanélico
de propdleo al 5%, 10%, 20% sobre la cepa de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) a las 24, 48 y 72 horas.

e 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.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) vy
Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto etandlico
de propéleo sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC

25175).
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6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

6.1 DISENO METODOLOGICO

Experimental in vitro

6.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

e POR EL NUMERO DE VARIABLES: Analitico, debido a gue se
evaluo estadisticamente el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de propdleo y gluconato de clorhexidina 0,12% sobre la
cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

e POR EL NUMERO DE MEDICIONES: Longitudinal, porque se

realizd varias mediciones de la variable de estudio.

e SEGUN LA FUENTE DE RECOLECCION DE DATOS:
Prospectivo porque los datos fueron registrados segun ocurrian
los hechos.

e POR LAINTERVENCION: Experimental porque el investigador si

intervino en la manipulacion de las variables.

6.1.2 NIVEL DE INVESTIGACION

Explicativo debido a que se evaluaron las diferencias de causa y
efecto entre las soluciones antimicrobianas (Extracto de propdleo y
gluconato de clorhexidina al 0.12%), que se utilizaron para

controlar el crecimiento del Streptococcus mutans (ATCC 25175).

29



6.2 POBLACION Y MUESTRA

La unidad de andlisis fue la Cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175), y se formaron 5 Grupos de estudio experimentales. Al
realizarse el estudio piloto, la poblacion ascendi6 a N = 50,
divididos en 10 para cada grupo. Tras los resultados y aplicando
estimacion de medias la muestra fue n = 7, pero para obtener

menor sesgo estadistico se utilizé n = 16.

6.3 DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL Y MUESTREO

El tamano muestral se determind mediante prueba estadistica

de estimacion 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 utilizé6 una muestra

de n = 16 para menor sesgo estadistico. La seleccion de la

muestra se realiz0 mediante muestreo aleatorio simple y

respetando los criterios de seleccién. Siendo los grupos

experimentales los siguientes:

. Grupo 01: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
vs Extracto etandlico de propdleo al 5%.

. Grupo 02: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
vs Extracto etandlico de propéleo al 10%.

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

vs Extracto etandlico de propéleo al 20%.

30



. Grupo 04: Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

vs Extracto etandlico de propdéleo vs CHX 0.12%.

. Grupo 05: Control Negativo Cepa de Streptococcus

mutans (ATCC 25175) vs Extracto etandlico de propdleo

vs Agua destilada.

6.4 CRITERIOS DE SELECCION

e CRITERIOS DE INCLUSION

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Extracto de propdleo 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.

e CRITERIOS DE EXCLUSION

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
sembradas en placas petri no estériles o presentaron
fracturas que ocasionaron la contaminacion de los
medios de cultivo contenidos.

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
sembradas en placas petri con medios de cultivo
expuestos, por manipulacibn inadecuada, a

microorganismos ambientales.
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6.5 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio de investigacion fue aprobado por el Comité
Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) mediante Constancia
N° 926 — 2022 — CIEI - UPSJB. Se acogié a las normas éticas
bésicas de la Declaracion de Helsinki adoptada y modificada,
en el cual el estudio que se realizé no presentd ningun tipo de
riesgo, ya que fue in vitro, sin colocar alguna sustancia que pueda
perjudicar, o causar algun tipo de dafio 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 manipulacion de los deshechos se
realiz6 segun 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 RECOLECCION DE

INFORMACION

Para esta investigacion la técnica que se utilizo fue la observacién
para la medicién directa de los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Y el instrumento que se empled para la recolectar de
informacion fue una ficha de recoleccion de datos, en la cual se
registré de forma ordenada los datos que se obtuvieron de las
medidas en milimetros durante la observacion de los halos
inhibitorios de crecimiento bacteriano en cada placa Petri, que
fueron embebidos con extracto de propdleo al 5%, 10% y 20%. El
registro se llevé 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 recoleccion del propdleo se realizé en el Meliponario Yantald
distrito de la provincia de Moyobamba, con la ayuda y supervision
de un apicultor con certificacion de la Asociacion de Apicultores de
San Martin; a través de la técnica del raspado con ayuda espatulas,
bajo condiciones de higiene, impidiendo que sean contaminados y
separando de restos que puedan afectar su composicion; luego fue
colocado en un frasco de coloracion ambar y transportado hasta el
laboratorio de Microbiologia del Hospital Il — 1 de Moyobamba para

realizar el procesado.
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La obtencién del extracto de propdleo se realizdé con la ayuda y
supervision de un quimico farmacéutico, para la obtencion de esta
solucion primero se procedio a lavar el propdleo recolectado con
agua destilada, y se dejé secar a temperatura ambiente, luego se
cortd en trozos y se trituré con ayuda de un mortero hasta conseguir
particulas mas pequenas, se peso6 250 gr de propdleo y se coloco
en un frasco de vidrio estéril de 1000 ml, se afadi6 600 ml de
alcohol de 70° cubriendo todo el propdleo, y se recubrid
completamente todo el frasco con papel aluminio para aislarlo de
la luz; dejandolo a macerar por 15 dias a temperatura ambiente, y
se agito tres veces al dia por un lapso de 10 minutos.
Completado el tiempo de maceracion, se retird la envoltura de
papel aluminio y se procedi6é a realizar la filtracién de la solucion
varias veces utilizando un embudo, un matraz Erlenmeyer y doble
papel filtro Whatman N°42 para obtener el extracto etandlico de
propdleo; luego se vacio la solucién a un vaso de precipitado y se
llevd la solucién a una estufa a una temperatura de 50°C para la
eliminar el etanol y obtener extracto blando de propdéleo puro.??
Después se procedié a realizar una prueba microbiolégica para
verificar si la solucion estaba contaminada, con un hisopo estéril se
extrajo extracto blando de propdéleo y se sembré en un cultivo con
agar TSA, se incubo por 48 horas a 35° +-2°C y se observo el

resultado. Luego se prepar0 las concentraciones de propoleo
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requeridas en la investigacion; para la concentracion del 5% de
propdleo se extrajo y colocd 5 ml de extracto blando de propéleo
en un frasco color &mbar y se afiadié 95 ml de alcohol de 70°. La
concentracion del 10% de propoleo se extrajo y colocd 10 ml de
extracto blando de propdleo en un frasco color &mbar y se afiadio
90 ml de alcohol de 70°. Y finalmente para la concentracion del
20% de propoleo se extrajo y colocd 20 ml de extracto blando de
propodleo en un frasco color &mbar y se afiadié 80 ml de alcohol de
70°.

El gluconato de clorhexidina al 0,12% que se seleccioné para esta
investigacion es la que se encuentra comercialmente como
ORALGENE Yy el suero fisiolégico que se seleccion6 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
segun las especificaciones del fabricante. Posteriormente se
procedio a aislar una azada de colonias bacterianas, y usadas para
la estandarizacion del ensayo mediante la preparacién de un
indculo a 0,5 en la escala de McFarland. La suspension 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 realizé 05
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perforaciones de 6 mm de diametro para evaluar la sensibilidad
antibacteriana de los extractos mediante la técnica de los pocillos.
A cada pocillo se le agreg6 100 pl de extracto etandlico 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 Il para evitar contaminacion ambiental y cruzada.
Las placas fueron incubadas en anaerobiosis controlada a 37°C
durante 24 h, 48 h 'y 72 horas y luego se procedio a realizar las
lecturas de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano.*°
Para la medicién de los halos de inhibicion se us6 un pie de Rey
Mitutoyo. Se realiz6 en tres momentos, la primera medicion se
realiz6 a las 24 horas, segunda medicion a las 48 horas y la tercera
a las 72 horas. Se midi6 el diametro de los halos sobre el
Streptococcus mutans con los valores de: Sensibilidad nula o
resistente (-) igual a 0-8 mm; limite Intermedio o sensible (+) entre
9-14 mm); sensibilidad media o muy sensible (++) de 15-19 mm, y
sumamente sensible 0 S.S. (+++) de 20 mm a mas.3%32

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se
realizd mediante un método de dilucion en serie para el extracto
etandlico de Apis mellifera (propoleo).33 Se prepar6 una serie de 10
tubos de las cuales el primero contenia 1 ml de caldo nutritivo BHI.

Al primer tubo se le afladié 1ml de extracto etandlico de propéleo

36



homogenizado y de este modo se tomé 1 ml del primer tubo al tubo
siguiente procediendo asi con los tubos restantes. Se afiadio 100
ul del in6culo debajo de la superficie a cada uno de los tubos
ajustado espectofotométricamente a 5 x 10° Se prepararon dos
tubos adicionales para controlar el crecimiento bacteriano y su
esterilidad. La concentracion mas baja de propoleo que eliminé el
crecimiento visible de colonias bacterianas sobre la placa se definié
como la Concentracion Minima Bactericida (CMB).33

Al momento de finalizar los procedimientos los desechos fueron
introducidos en una bolsa plastica para materiales
infectocontagiosos y se introdujeron dentro del contenedor de
desechos infecciosos del Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Il — 1 de Moyobamba, respetando los protocolos para el manejo de

residuos.
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6.7 ANALISIS ESTADISTICO

Las fichas de recoleccion 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 estadistico informatico IBM SPSS Statictis
version 25.0 para Windows 10. Luego se procedi6é a realizar el
andlisis estadistico para lo cual primero se determind la normalidad
mediante la prueba de Shapiro Wilk debido al tamafio de la
muestra, encontrdndose que los datos no tenian normalidad. Por lo
que se procedi6 a realizar pruebas de estadistica descriptiva como
media y desviacion estandar; mientras que para el andlisis
inferencial y contrastacion de hipétesis se aplico la prueba de
Kruskall Wallis, considerando una significancia estadistica de

p<0,05.
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7. RESULTADOS

Tabla 1. Evaluacion in vitro el efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de
Propdleo al 5%,10% y 20% sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175).

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

Extracto
Etandlico de 24hrs p* 48hrs p* 72hrs p* CP p*
Propodleo [%0]
11,68
[5%] 9,62+ 11,00 £ ’
0.80 0,000 0,89 0,001 1,25 0,005
0,531
3280+
[10%)] 21,43 21,87+ 21,87 '
+ 0,51 0,000 0.71 0,000 £071 0,000 0,36
23,31 2331+ 23,31
[20%] £ 1,25 0,000 1.25 0,000 £1.25 0, 000

CP: control positivo Amoxicilina [500mg/5ml]. Medidas en mm.
* Test de Shapiro — Wilk p>0.05

Interpretaciéon: En la tabla 1, se observa que el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de propodleo (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 segun Escala de Duraffourd. Asimismo, el EEP al 10%
evidencié 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% presento efecto
contante a las 24, 48 y 72 horas con 23,31 £ 1,25 mm y la cepa cepa

sumamente sensible ( +++) a esta concentracion.
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Tabla 2. Evaluacion 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]
[0,12%] 24,75 2475 24,75 32,80+ 0,531
+ 0,68 0,002 0,68 0,002 + 0,68 0,002 0,36

CP: control positivo Amoxicilina [500mg/5ml]. Medidas en mm.
* Test de Shapiro — Wilk p>0.05

Interpretacion: 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 asi que la cepa bacteriana es

sumamente sensible (+++) a este agente antiséptico.

40



Tabla 3. Evaluacion cuantitativa in vitro el efecto antibacteriano del Extracto
Etandlico de Propdleo sobre cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida
(CMB)

Crecimiento g(t)?)((:)l(() 25000 12500 6250 3125 1562,5 781,25 390,62 195,31
ug/ml M9 /Iml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg /mi

En tubo - - - - - - + + +

En placa - - - - - + + + +

CP: control positivo (caldo y agar BHI con inoculacion de S. mutans sin extracto etandlico de propéleo)

Interpretacion: En la tabla 3, se observa que el efecto antibacteriano in vitro
acorde a meétodo cuantitativo del Extracto Etandlico de Propdleo, evidencia
que el CMI asciende a 1562,5 ug /ml, mientras que el CMB es 3125 ug /ml,
representando el efecto bacteriostatico y bactericida respectivamente frente a

la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
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Tabla 4. Comparacion in vitro el efecto antibacteriano del Extracto Etandlico
de Propodleo al 5%, 10% , 20% y Gluconato de Clorhexidina al 0,12% sobre la
cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Extracto Extracto Extracto
Cepa / Media Etandlico Etandlico Etandlico CHX0,12%
+ DS (mm) de Propdleo  de Propoleo  de Propdleo
5% 10 % 20 %

S. mutans 11,68+1,25 21,87+0,71 2331+125 2475+068 0,000

Todos los valores de medidas en mm
* Prueba de Kruskall Wallis p<0.05

Interpretacioén: En la tabla 4, al comparar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico 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 hipbtesis alterna y se llega
a la conclusion que existe diferencias estadisticamente significativas del
efecto antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos sobre las cepa en
analisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro del gluconato de

clorhexidina al 0,12%.
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8. DISCUSION

Definitivamente los colutorios son unos de los recursos mas utilizados para el
control y mantenimiento de la microbiota oral y al actuar como agentes
antisépticos evitan su multiplicacién y diseminacion. De facil uso, refrescantes
y tienen la capacidad de acceder a los microorganismos inclusive en zonas
anatomicas orales de mayor dificultad.>* 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 propdleo, de propiedades
antibacteriana importante debido a la presencia de flavonoides,® sobretodo
frente a cocos Gram positivos como el Streptococcus mutans, bacteria
anaerobia facultativa perteneciente al biofilm oral.’® Por lo que el propdsito de
este estudio fue comparar los efectos del extracto etandlico de propdleo (EEP)
a las concentraciones de 5%, 10%, 20% y la CHX al 0,12%.

Los resultados evidencian que el EEP(extracto etandlico de propdleo) a
diferentes concentraciones y periodos de tiempo, obtuvieron mejores efectos
antibacteriano a las 72 horas, con medias de 21,87 £ 0,71 mmy 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 (+++), segun 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-Tito!’
con una media de 17,201 + 1,305 mm de extracto de propoleo peruano frente
a Streptococcus mutans, teniendo la cepa sensibilidad media o muy sensible
(++) acorde a Duraffourd; asi también difiere con el resultado obtenido por
Checalla *° quien encontré una media de 17.5831 + 2.5773 mm de un extracto
de propdleo a una concentracion de 25%. Asimismo; es similar a los
resultados obtenidos por Becerra y col.?° quienes obtuvieron una media de
26,4 + 2,58 mm con la salvedad de que el propdéleo usado en este estudio fue
recolectado en la zona geografica de Santiago de Chuco durante la estacion
de otofio, situacién que implicaria la influencia geogréafica y estacional en el
efecto antibacteriano del propdleo. Situacién que estaria siendo confirmada
por los resultados de Baca 22y 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. ?* quienes
expusieron la cepa a extracto de propoleo crudo procedente de Mangalore
India, con una media de 14,6 mm que reforzaria la influencia geografica y
climatica en el efecto antimicrobiano del propoleo. Cabe resaltar que esto es

refrendado por Garcia-Espinoza y col.3® quienes refieren que la composicion
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y concentracion de los componentes del propoleo peruano esta ligada al area
geografica y clima en el cual se realiza la actividad apicola y que sustenta la
actividad antimicrobiana sobre microorganismos del biofilm dental, incluyendo
al Streptococcus mutans, y que ademas basandose en esto se sustentaria
las diferencias con los resultados de otros estudios debido a que el propdleo
usado en esta investigacion es originario de la region de Moyobamba, San
Martin — Peru.

Con respecto al método cuantitativo usado para determinar el efecto
antibacteriano cuantitativo del EEP, se determiné que la CMlI y CMB
ascienden a 1562,5 pg /ml y 3125 ug /ml respectivamente sobre la cepa de
Streptococcus mutans; y que en cuanto al CMI, esta concentracion es
relativamente similar al resultado encontrando por Sadrzadeh-Afshar y col.’®
ascendente a 1875 ug /ml usando de igual manera un extracto etandlico de
propoleo; mientras que difiere con lo obtenido por Nazeri y col.?! que
obtuvieron un CMI de 300 pg /ml frente al mismo microorganismo. Es
necesario destacar que las muestras de propoleo de estos estudios de
referencia fueron obtenidas de dos regiones diferentes de Iran, lo que
confirmaria la influencia geografica y climatica antes mencionada.

Al realizar la comparaciéon del efecto antibacteriano se encontré 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 estadisticamente 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 sustentaria la aplicacion de EEP como agente antiséptico de colutorios
experimentales que sustituyan a la CHX y que puedan ser usados de manera
continua y no peridédica como el gold estandar. Por lo que seria necesario que
se realicen otras investigaciones con nuestra muestra de propdleo en
colutorios y si es posible en otras presentaciones, con la salvedad de analizar
el efecto citotoxico tan necesario para la aplicacién sobre tejidos humanos y
mas aun en la cavidad oral; aunque al ser un agente natural esta citotoxicidad
seria minima pero a corroborar necesariamente.

La presente investigacion tuvo justamente la limitacién de no realizar métodos
que determinen el efecto citotoxico del EEP, por lo que se recomendaria que
se realicen otros estudios confirmatorios y sobre lineas 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 llevaria la aplicacién de métodos
mas cercanos a las condiciones reales de la boca.

No cabe duda entonces la importancia de esta investigacién debido a que
sustenta el efecto antibacteriano de un agente natural como el propdleo sobre
el Streptococcus mutans principal agente etiolégico de la caries dental y de
complicaciones derivadas de la misma y sobretodo la posibilidad de aplicacion

clinica en el tratamiento y prevencion 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 estadisticamente significativas del efecto
antibacteriano in vitro de los agentes antisépticos sobre la cepa en
analisis, destacando el mayor efecto antibacteriano in vitro del
gluconato de clorhexidina al 0,12%.

La cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) sensibilidad limite (+)
o sensibilidad baja al EEP al 5% a las 72 horas. Ademas es sumamente
sensible ( +++) al EEP al 10% y 20% a las 48 y 72 horas segun 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 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima
Bactericida del Extracto Etandlico de Propdleo ascienden a 1562,5 ug
/ml y 3125 ug /ml respectivamente sobre la cepa de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).
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10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda que se realicen estudios replicativos y confirmatorios
de los resultados obtenidos en la presente investigacion.

e Se recomienda realizar nuevas investigaciones similares al nuestro
ampliando la cantidad de cepas y utilizando métodos de formacion de
biofilm para experimentacion directa a menores tiempos.

e Es necesario realizar investigaciones que amplien métodos de
medicion de efecto citotdéxico del Extracto Etandlico de Propdleo que
sustenten su uso clinico en formulaciones quimicas para tratamiento y
prevencion de procesos infecciosos orales.

e Esrecomendable realizar capacitaciones y talleres a nivel nacional y/o
internacional en técnicas de formacién de biofilm dental para futuros
estudios similares 0 mas amplios a la presente investigacion.

e Esrecomendable considerar los resultados del presente estudio como

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

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION INDICADORES TIPO ESCALA VALORES
OPERACIONAL
Sensibilidad nula (-)
:0-8 mm;
Sensibilidad limite
(+) : 9-14 mm;
Capacidad de inhibicién del Halos de inhibicion o . Sensibilidad media o
imi i en milimetros Cualitativo |~ Ordinal :
crecimiento bacterlano-que Capacidad - muy sensible (++)
Efecto poseen algunas sustancias de S
. . ) o Inhibitoria del :15-19 mm, y
antibacteriano | origen quimico o natural para Crecimiento bacteriano _
impedir su desarrollo o generar Sumamente sensible
su destruccion.?® 0S.S. (+++) :20 mm
a+
Concentracion _ ; ml
Cuantitativo Razon mg/m

Minima Inhibitoria
(CMI)
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Concentracioén

Minima Bactericida | Cuantitativo | Razén mg/mi
(CMB)
Cepa Bacteria Gram positiva,
Stre tO(F‘,)OCCUS considerado como el principal | Unidad de analisis sobre Crecimiento Si
mutapn)ns (ATCC patdégeno que promueve el la que se determinard el Bacteriano Cualitativo Nominal
desarrollo y aparicion de la | efecto antibacteriano No
25175). . 7
caries dental.
Compuesto resinoso natural
Extracto con propiedades . Grado de 5%
. . \ Sustancias con efecto - o ,
etandlico de | antimicrobianas que elaboran antimicrobiano concentracion del | Cuantitativo Razdn 10%
propdleo las abejas para proteger la extracto de propdleo 20%
colmena de agentes externos.?
Sustancia quimica utilizado Grado de
como el antiséptico mas concentracion del
recetado en el campo :
Gluconato de L. P Sustancias con efecto glucona.to. de o i 0.12%
odontolégico por su buena clorhexidina Cuantitativo Razoén L0

Clorhexidina

actividad antibacteriana de
larga duracibn y amplio
espectro.?®

antimicrobiano
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ANEXO 2. DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL

B N.Z2. 52
(N —-1).E2+4.72.52

n

Dénde:

n = El tamano de la muestra a calcular
N = Tamano del universo =10

Z = Nivel de confianza 95% -> Z=1,96
E = Es el margen de error maximo (0,5)

S = desviacion estandar (1.11)

_ 10x 1,962x 1,112
"~ (10 — 1)x 0,52 + 1,962x 1,112

n

n==6,78

La muestra estara conformada por 7 ensayos por cada grupo experimental.
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ANEXO 3: CONSTANCIA DE APROBACION DEL CIEI

A n e s nn
-

UNIVERSIDAD PRIVADA SAN JUAN BAUTISTA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y
RESPONSABILIDAD SOCIAL

CONSTANCIA N* 926-2022 - CIEI-UPSJB

E! Presiderve dsi Comiie irmstuoonal de Eca on Ivestigacon (CER de & Universciad Privada San
Ann Eaussta SAC, defa constanca que of Froyecio o rvrstioooon detadand 3 contruacon ha w0
evakiada en ks sesion 2ef CIEL

LR T

Cogigo 0e Regain N° R¢-2022-CEFIPFSJE

Thio o Froyects  *“COMPARACION IN WITRO DEL EFECTO ANTEACTERIANO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLED Y GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA §,12% S0SRE CEPA DE STREPTDCOCCUS MUTANS
(ATCC 25173

westgador im) Frinciel. HEREDIA CHAVEZ NORBIL

El Comé nsthucional de £52a & hwesigacion ta determrasn qus esie Fuyedo no GHfE Co0D
Una Irwesigacon =n wgeios tumancs y esid EXONERADO de rewsion grofocolar. £s precko
meacionar gue of esturso cuTpie s Ineamenios y estandares académicos. centitoos y ticos de b
uesaE

La wgencia de R constancia e alechiva hasta la conciuon o estodio en menciin. No hace fita una
Soliciiyg e renovacion Je vigenoa.

Como wesSigacor pmop, o3 3o Oster comiaciar cportunamenie & CET avde tuaigeer cambo 8
projocoio exonerado Que DOGNa S&f COnISerasn an Wi enmienda o presenis proyecio

Finakmenie. of Mecstigaoor debe reaponder 3 s SORCNSES S Seguumisnd @ proyecto cue of CIE)
pueds soiclar y seberd nkemar 3l CIET sobee 2 colminocon del estudio de acoero a log regiamenos
esaiecdns

Uma 0T oe pfio de 2002

Floces Tembs
o et elia v
1 R igetn
-

DPMTRAL TILARTONEA 10 148 1w
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ANEXO 4: DOCUMENTO DE EJECUCION

"' \ OFICINA DE GESTION DE SERVICIOS EN SALUD.

“ANO DEL FORTALECIMIENTO DE LA SOBERANIA NACIONAL"

Reg. N° 011-2022512318

Moyobamba, 12 de julio 2022
CARTA N° 062 - 2022-DIRESA-OGESS-AM/ P. Il-1MUADel.
Sedor
NORBIL HEREDIA CHAVEZ.

Bachiller de |a Carrera de Estomatologia de la Universidad Privada San Juan Bautista,
CIUDAD

ASUNTO: AUTORIZACION PARA REALIZAR PROYECTO DE TESIS.
REFERENCIA: SOLICITUD SIN

De mi especial consideracion

Por la presente se le comunica que, visto el documento de la referencia y por la opinion favorable de la
direccion del Hospital Il- 1 Moyobamba se autoriza a Usted, como estudiante defa Universidad Privada
San Juan Bautista, pueda acceder a su Proyecto de Tesss Titulado *Comparacion In Vitro del Efecto
Antibacteriano del Extracto Etanélico de Propéleo y Gluconato de Clorhexidina 0,12 % Sobre
Cepa de Mutans (ATCC 25175) en e Hospital II-1- Moyobamba

Para acceder a os senicios debe presentar este documento a ks jefes de servicio responsables de
areas para el ingreso del Hospital deberé hacerio por la puerta N° 01 presantando DNI Y carnet con las
vacunas COVID 18, minimo 3 dosls, recomendandole tener en cuenta las medidas de la bioseguridad
durante el periodo de permanencia en [z institucion en las areas NO COVID -19

Sin otra particular me suscribo de Usted,

Muy atentamente.

cc
(ESTINATARO
Ot GO
ARCHIND

LT

Av Grau Caea 4. Mopabomba

Telelona: DA2- 787990 (Aneso 1057} (SAMUL 0351206 Arwes [1137) (Dmmogdecia)
Ot - MW Aneso [117€] (Refarencd) 043-TRLI G Anewo | 10481 ICoR Center|
L.l 0 LT go A o0 bl bin® a0ty - Dtrecoidn
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ANEXO 5: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECTION OE DATO B
MNadic: de Culbac

Capu gy e

Fuchu de Wenomen s
Fachu g Msdiosn |
Fuchu de Mediodn 2

AT
LI E Fuchu de Mediodn 3
MEDICIKON DE HALDS DE INHIBICIKON DE CRECIMIEMTO BACTERIAND EM MILIMETRO 2.
Coebrad Froblsma Comtrod Pociva Combrol nagatvwo
Filaoa Extraoto de Propdlso Glusonats da
Patr o e T Clarhaxidina al 0.12% Aqua Dectizda
NE % i
s -'11 ¥ ':- --'11 ¥ ':- e ra aa- 2t ¥ ':- 24h e ra
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ANEXO 6: AUTORIZACION DE APLICACION DE INSTRUMENTO

San Martin

“ARO DEL FORTALECIMIENTO DE LA SOBERANIA NACIONAL”

CONSTANCIA DE ESECUCION DE PROYECTO DE TESIS

El que suscribe, RUDY ALEXANDER VENTURA TILLO, responsable del AREA DF
MICROSIOLOGHA DEL LABORATORIO CLINICO del HOSPITAL 151 MOYOBAMBA hace constar que
o Sr. NORBIL HEREDIA CHAVEZ, Rachiler de la cacrars de Estomatologia de la UNIVERSIDAD
PRIVADA SAN JUAN BAUTISTA ejecutd satisfactoriaments su Proyecto de Tesas titulado
“Comparaddén In Vio del Electo Astibacteriano del Extracto Etanclico de Propoleo VS

Gluconato de Clorexddina al 0.12% Sobre Copa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)" en
NUesIo servicio.

5¢ emile b presente conastancia & solicitud del nterasesdd, para los fines que crea

Commniente
Moyobamba, 12 de Octubre del 2022
r
- Rl .
PN Ty A, Vo Tl
oy Y S0 - MO0
lan Bus ¢l car v
R
AR Rgo Mbigo Rudy Alesander Vesturs Teliy
S 8% 11230
) L dol Arwe o g
ey e Labarationss v Hotptal § | Moyt wae
<4
CALTINATANO
et O
ARCHIO
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ANEXO 7: MATRIZ DE CONSISTENCIA
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TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE

g N General General General Dimension Indicador Nivel de Medicion

o 2 % (Cuaéles seran los Comparar in vitro Existen diferencias Halos de
o = & 5| resultados de la el efecto significativas entre el Efecto inhibicién en Ordinal
B S % S| comparacion in vitro antibacteriano del efecto antibacteriano | Antibacteriano | milimetros.
= <Zﬁ E 2| del efecto extracto etanolico del extracto etanolico .
= : > 8 antibacteriano del de propdleo y de propdleo y f/lqr;;:;r;tracmn
é o d 8 extracto etanolico de gluconato de gluconato de Inll1ibi toria
g S = S propoleo y gluconato clorhexidina 0,12% | clorhexidina 0,12% (CMI) Razon
7 é R a | de clorhexidina 0,12% sobre cepa de sobre cepa de
E ; % g sobre cepa de Streptococcus Streptococcus Mutans Concentracion
~ & 7z «| Streptococcus Mutans mutans (ATCC (ATCC 25175).. Minima ’
E d 8 g (ATCC 25175)‘7 25175) Bactericida Razon
So=&

z°83
é =~ Crecimiento
é % Q § Bacteriano
==k inal
5088 Nomina
O <& .

2
“ge
% s Especificos Especificos Especificos
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eDeterminar in vitro el
efecto antibacteriano
del extracto etanolico
de propdleo 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
etanolico de propodleo
sobre la cepa de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

*El extracto etandlico
de propdleo 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)alas 24,48 y
72 horas.

*El extracto etandlico
de propdleo posee
una baja
concentracion
minima inhibitoria y
concentracion
minima 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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< POBLACION Y TECNICAS E
TIPO Y DISENO MUESTRA INSTRUMENTOS METODO DE ANALISIS ESTADISTICO
Para esta investigacion la
. Por el nimero de La unidad de andlisis | técnica que se utilizaré es la Las fichas de recoleccion de datos seran organizadas e

variables: Analitico, debido
a que se evaluara
estadisticamente a la
variable independiente
efecto antibacteriano del
extracto etanolico de
propdleo 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 nimero de
mediciones: Longitudinal
porque las variables de
estudio seran medidas en
tres tiempos.

. Segun la fuente de
recoleccion de datos:
Prospectivo porque los
datos seran registrados
seguin vayan ocurriendo los

serd la Cepa de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175), y se
formaran 5 Grupos de
estudio experimentales
siendo un total de 20
placas Petri.

Grupo 01: Cepa de
S.mutans vs Extracto
etandlico al 5%.
Grupo 02: Cepa de
S.mutans vs Extracto
etanolico al 10%.
Grupo 03: Cepa de
S.mutans vs Extracto
etanolico al 20%.
Grupo 04: Cepa de
S.mutans vs CHX
0.12%.

Grupo 05: Control
Negativo Cepa de S.
mutans vs Agua
destilada

observacion directa de los
halos de inhibicién del
crecimiento bacteriano. Y el
instrumento que se empleara
para la recolectar los datos es
a través de una ficha de
recoleccion de datos que se
creara, en la cual se
registrardn de forma ordenada
los datos que se obtengan de
las medidas en milimetros
durante la observacion de los
halos inhibitorios de
crecimiento bacteriano en
cada placa Petri, que seran
embebidos con extracto de
propoleo al 5%, 10% y 20%.
El registro se llevara 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)

ingresadas en el programa Microsoft Excel. Y el programa
estadistico informatico que se empleara para procesar los datos
serd el IBM SPSS Statictis version 25.0 para Windows 10,
inicialmente se determinara la normalidad mediante la prueba de
Shapiro Wilk, y tras su resultado se aplicara la prueba estadistica
para analisis de varianza ANOVA o Kruskall Wallis,
considerando una significancia estadistica de p<0.05.
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hechos.

. Por la intervencion:
Experimental porque el
investigador si intervendra
en la manipulacion de las
variables. -

El disefio metodologico es
Experimental.
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ANEXO 8: EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE EJECUCION DE INVESTIGACION

FIGURA1 FIGURA 2.

FUENTE: Propia de la investigacion. FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Imagen de propéleo en su forma natural. INTERPRETACION: Imagen de recoleccion de propédleo.
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FIGURA 3.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Recoleccion de propéleo para su traslado en frasco estéril.
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FIGURA 4.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Proceso de triturado del propédleo.
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FIGURAS.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Proceso de lavado y secado del propéleo.
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FIGURA 6.

50.077

FUENTE: Propia de la investigacion.

INTERPRETACION: Proceso de pesado del propdleo.
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FIGURA.

FUENTE: Propia de la investigacion.

INTERPRETACION: Proceso de dilucidon del propdleo.
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FIGURA 8.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Proceso de homogenizacion.
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FIGURA9.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Proceso de filtrado del propéleo.
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FIGURA 10.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: CEPA lofilizada ATCC 25175 S. Mutans.
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FIGURA 11:

FUENTE: Propia de la investigacién.
INTERPRETACION: Activacion de la cepa s. mutans.
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FIGURA 12.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Incubacién y proceso de crecimiento de la bacteria.
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FIGURA 13.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Camara para crecimiento anaerobio.
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FIGURA 14.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Control microbiolégico que garantiza la esterilidad del producto.
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FIGURA 15.

FUENTE: Propia de la investigacién.
INTERPRETACION: Cepa activada lista para ser sembrado.
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FIGURA 16.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Dilucién del propdleo al 5%, 10%y 20%.
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FIGURA 17.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Proceso de sembrado.
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FIGURA 18.

FUENTE: Propia de la investigacién.
INTERPRETACION: CEPA lista para ser llevado a anaerobiosis para evaluar su crecimiento.
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FIGURA 19.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Medicion y observacion de los halos inhibitorios a las 24 horas.
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FIGURA 20.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Medicion y observacion de los halos inhibitorios a las 42 horas.
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FIGURA 21.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Medicion y observacion de los halos inhibitorios a las 72 horas.
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FIGURA 22.

FUENTE: Propia de la de investigacion.

INTERPRETACION: Caldo BHI IOFILIZADO.
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FIGURA 23:

NEMCO

FUENTE: Propia de la investigacion.

INTERPRETACION: Preparacién del caldo BHI para ser utilizado en la concentracion minima inhibitoria.
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FIGURA 24:

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Autoclavado del caldo BHI que garantiza la esterilidad del producto.
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FIGURA 25:

FUENTE: Propia de la investigacion.

INTERPRETACION: Preparacion de diluciones para encontrar la concentraciéon minima inhibitoria.
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FIGURA 26:

FUENTE: Propia de la investigacién.

INTERPRETACION: Diluci

la escala de Macfarlan.

”

Iy
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FIGURA 27.

4§?\_
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FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Concentracion Minima inhibitoria del Propédleo.
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FIGURA 28.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Concentracion Minima Inhibitoria de la clorhexidina.
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FIGURA 29:

FUENTE: Propia de la investigacién.

INTERPRETACION: Sembrado para conocer la concentracion minima bactericida.
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FIGURA 30.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Concentracion minima bactericida del propéleo observado en 24 horas.
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FIGURA 31.

FUENTE: Propia de la investigacion.
INTERPRETACION: Concentracion minima bactericida de la clorhexidina observado en 24 horas.
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