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RESUMEN
El objetivo fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco propóleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) teniendo un diseño de estudio experimental in vitro, realizado en el laboratorio de Microbiología de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. Materiales y métodos: se comparó el efecto antibacteriano de cuatro marcas comerciales de propóleo Tintura de propóleo Farmagel, Tintura de propóleo Max, Madre Natura, Kaita® y un extracto metanólico de propóleo de Oxapampa, el cual se elaboró en el laboratorio de Bioquímica de la UPC, como control (+) la clorhexidina al 0.12%. Para este estudio se utilizó 10 pocillos por cada extracto de propóleo, para el Streptococcus mutans y para el Streptococcus sanguinis individualmente. Se desarrolló con la técnica “Agar overlay interference test”, para lo cual se utilizó 200ml de Agar BHI homogenizado con las bacterias de manera independiente (un frasco por bacteria). Se distribuyó este agar en las placas, una vez solidificado se realizaron los pocillos con 150μL de los distintos tipos de propóleo y para el grupo control, se utilizó clorhexidina al 0.12%.  Terminado este proceso se colocó en la cámara de anaerobiosis a 37°C, durante 72 horas. Por último, se realizó la medición del halo inhibitorio con una regla Vernier. Resultados: El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa presentó halos de inhibición de mayor tamaño con una media de 33.15 + 3.26 mm frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), para el Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) su media fue de 23.23 + 0.82 mm. En el caso de los 4 extractos de propóleo comerciales, sólo 3 de ellos (Tintura de propóleo Farmagel, Madre Natura y Kaita®), tuvieron actividad antibacteriana frente a las cepas estudiadas, en todos los casos la actividad antibacteriana es menor que el control (+). Conclusiones: El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa elaborado en el laboratorio tiene mayor actividad antibacteriana que los extractos comerciales frente a las cepas Streptococcus mutans (ATCC 25175)  y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). De los 4 propóleos comerciales evaluados en el estudio, Tintura de propóleo Farmagel, Kaita®, Madre Natura y Tintura de propóleo Max, sólo tres de ellos tiene actividad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).  
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ABSTRACT
The target was evaluate the “in vitro” antibacterial effect about five peruvian propolis on strains of Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Having an experimental study design “in vitro” made in laboratorie of Microbiology of the Peruvian University of Applied Sciences. Materials and Methods: Sample size were about ten holes for each of the five extracts of propolis, either for Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis individualy. The antibacterial effect was developed with the technical “Agar overlay interference test”, which is used 200ml of Agar BHI homogenized with bacteria indispensably (a bottle for bacteria). This agar is distributed in the plates, once solidified the holes are made with 150μL of different kinds of propolis and the control group called Clorhexidine 0.12%. Completed this process is placed in the anaerobiosis chamber on 37º C, for 72 hours. Finally, the measurement of the inhibitory halo is made. Results: The methanolic extract of propolis of Oxapampa-Perú present inhibition halos in larger averaging of 33.15 + 3.26 mm against strains of Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), their average was about 23.23 + 0.82mm. In case of 4 extracts of commercial, just 3 of them (tincture of propolis Farmagel, Madre Nature y Kaita®), had bacterian activity in front of the studies strains. In all cases the antibacterian activity is less than positive control. Conclusions: The methanolic extract of propolis of Oxapampa-Peru, made in the laboratory has better antibacterian activity than commercial extracts against strains of Streptococcus mutans (ATTC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). About the four commercial propolis evaluated on this study, propolis tincture Farmagel, Kaita®, Madre Natura and Max propolis tincture, only three of this have antibacterial activity against strains of de Streptococcus mutants (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).  
 
Keywords: Propolis, in vitro, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	ÍNDICE DE CONTENIDOS
	
	                                                                                                                           
I.                   INTRODUCCIÓN
II.                PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN
II.1 Planteamiento del problema
II.2 Justificación
III.             MARCO CONCEPTUAL
IV.             HIPÓTESIS
V.          OBJETIVOS                                                                              
V.1 Objetivo general                                                                                  
V.2 Objetivos específicos                                                            
VI.             MATERIAL Y MÉTODOS                                                                            
VI.1 Diseño del estudio                                                                
VI.2 Muestra                                                                                            
VI.3 Operacionalización de Variables                                         
VI.4 Técnicas y procedimientos                                               
VI.5 Plan de análisis                                                                    
VI.6 Consideraciones éticas                                                                           
VII.                      RESULTADOS
VIII.                   DISCUSIÓN
IX. CONCLUSIONES
X.    REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS            
GLOSARIO                                                                                                      ANEXOS                                                   
	 Pág.
           1
  3
  3
  4          
  5       
  14
  15         
  15   
  15 
  16
  16   
  16
  18
  18
  21
  21
  22
  29
  33
  35
  42
  47 


ÍNDICE DE TABLAS
	 
	 
	 
	P           Pág.

	Tabla 1:
	Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	 
	24

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 

	Tabla 2:             
	Comparación in vitro del efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	 
	26

	 
	 
	 
	 

	Tabla 3:             
	Concentración mínima inhibitoria del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	 
	27

	Tabla 4:
	 
Diluciones de tres propóleos comerciales sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	 
	28

	 
	 
	 
	 


ÍNDICE DE GRÁFICOS
 
	 
	 
	 
	P            Pág.

	Gráfico 1:          
	Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cultivos de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	 
	25

	 
	 
	 
	 



 
	I.                   INTRODUCCIÓN
 
La cavidad oral alberga innumerables microorganismos en un ecosistema de complejidad considerable y que constituyen la flora oral del ser humano, la cual es altamente diversa. Estos microorganismos juegan un rol importante en la salud y la enfermedad oral. Por tal motivo, es de vital importancia buscar nuevas sustancias para poder ayudar a controlar su proliferación.(1) En la cavidad oral podemos encontrar bacterias adheridas a la placa bacteriana, las más comunes son Streptococcus mutans y al Streptococcus sanguinis, entre otros. Estas bacterias son anaerobias facultativas,  Gram (+), homofermentativas, catalasa negativa, oxidasa negativa y forman cadenas cuando crecen en medio líquido y son responsables de algunas patologías en la cavidad oral.(2,3)
 
Los productos naturales son importantes para la investigación farmacológica y el desarrollo de medicamentos, no solo cuando los componentes de las plantas se usan directamente como agentes terapéuticos sino también como fuente para la síntesis o modelos de compuestos bioactivos.(2)  Según Uzel, el propóleo es un producto natural rico en flavonoides producto resinoso de abejas, que es conocida por sus propiedades biológicas, incluyendo propiedades antibacterianas, antisépticas, antiinflamatorias y antimicrobianas. (4) 
 
El Propóleo es una sustancia compleja, constituida por una gran variedad de compuestos químicos, su composición no es estable y varía según la fuente de procedencia.(5,6) Los extractos de Propóleo han sido evaluados sobre bacterias Gram (+) y Gram (-), encontrándose una mayor efectividad sobre las primeras.(7-11) El grupo más importante de compuestos encontrados en propóleos son los denominados fenoles, los cuales, constituyen más del 50% del peso total.(3) Las propiedades médicas del propóleo son atribuidas principalmente a la presencia de estas sustancias. Investigaciones actuales mencionan que la propiedad antimicrobiana del propóleo puede estar relacionada a los flavonoides, el principal compuesto fenólico del propóleo.(2,3)  El mecanismo de la actividad antimicrobiana del propóleos es complejo y puede ser atribuido al sinergismo entre algunos de sus componentes, tales como flavonoides, ácidos aromáticos, ácidos grasos, ésteres, hidroxiácidos y otros compuestos fenólicos presentes en su composición.(12, 13)  
 
El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco propóleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.                PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN
 
II.1 Planteamiento del problema
 
En la cavidad oral, existen aproximadamente unas 600 especies bacterianas, de las cuales solo se identifican de unas 50 a 150. Existen además zonas que son susceptibles a ser colonizadas 
superficialmente por las bacterias, las cuales constituyen nichos, como los son: la mucosa oral, el dorso de la lengua, surco gingival, superficies dentales, restauraciones fijas o removibles y la saliva, causando así los problemas más prevalentes en la cavidad oral como es la Caries, seguida por la enfermedad periodontal.(14)
 
Actualmente, se está investigando nuevas alternativas de tratamientos antibacterianos y ya desde hace años viene creciendo el interés que propone la utilización de productos naturales como solución a los problemas médicos y odontológicos. La medicina alternativa presenta a la Odontología, el propóleo como solución a diversos problemas de salud oral de allí existe una amplia gama de estudios sobre propóleo de origen natural que comprueban su acción antibacteriana en el laboratorio contra las bacterias Gram positivas.(15)
 
En el presente estudio se evaluó el efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleos sobre cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis, bacterias responsables de la caries dental y producción de placa bacteriana, con el fin de implementar estrategias complementarias en la prevención y tratamiento de esta enfermedad.
 
Hoy en día, existen diversos propóleos comerciales, por este motivo se utilizaron cuatro productos ya comercializados y un extracto metanólico de propóleo de Oxapampa procesado en el laboratorio de biología molecular de la Universidad de Ciencias Aplicadas (UPC) – Instituto de Investigación Nutricional, para comprobar el efecto antibacteriano frente a las cepas  de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.
 
Por ende, surgió la pregunta ¿Cuál será el efecto antibacteriano de los cinco propóleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)?
 
II.2 Justificación
 
El presente estudio tuvo importancia teórica en la odontología actual, ya que se evaluó si el extracto metanólico de propóleo peruano, obtenido del Valle de Oxapampa, y los propóleos comerciales mostraron un efecto antibacteriano sobre el crecimiento in vitro de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con enfermedad periodontal y caries. 
 
Además, tuvo importancia clínica, ya que la evaluación in vitro de estos propóleos permitirán a la odontología tener una posible opción de medicamento apiterápico con mejores propiedades y se comparó con uno de los antimicrobianos más usados en la práctica diaria como es la clorhexidina 0,12 %. Se demostró que puede lograr buenos resultados, para disminuir así el uso de soluciones químicas y proponer en el futuro una alternativa en el tratamiento coadyuvante con el empleo del propóleo dentro de colutorios y pastas, a fin de tratar las enfermedades más prevalentes del sistema estomatognático como es la caries y la enfermedad periodontal.
 
 
III.             MARCO CONCEPTUAL
 
La literatura muestra que existe un gran interés desplegado por parte de los investigadores en estudiar sustancias naturales que posean algunas propiedades farmacológicas con efecto antimicrobiano, esto simultáneamente al desarrollo tecnológico de la industria farmacéutica. (16)  
En el ámbito odontológico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia y apiterapia dentro de programas preventivos y curativos ha estimulado la investigación, con el fin de avalar la actividad antimicrobiana de distintos derivados de plantas o productos de las abejas con el objeto de ayudar en el control de la placa bacteriana, y por consiguiente, en la disminución de la incidencia de agentes patógenos.(17) 
En la actualidad, el propóleo puede ser considerado como una de las ceras resinosas que ofrece mejores propiedades farmacológicas a todo aquel que lo consume. El uso de esta sustancia natural por parte del hombre data del año 300 AC., época en que ya era utilizado en la elaboración de remedios en la medicina tradicional.(18)  Sin embargo, es sólo en los últimos 50 años que se ha realizado la gran mayoría de los estudios relacionados a determinar la composición química, propiedades farmacológicas y en general, el uso farmacológico comercial de los preparados a base de propóleos.(18)  La literatura actual señala propiedades antibacterianas,(19,20) fungicidas,(21) antivirales,(22) analgésicas,(23) anti-inflamatorias,(24) antiulcerosascicatrizantes,(25,26) inmunoestimulantes,(27) anticancerígenos,(28) antioxidantes(29) y anticariogénicas.(30-33) Por estas razones, se está empleando el extracto  de propóleo en odontología, la cual se realizan sobre bacterias orales; este es el caso las bacterias anaerobias facultativas Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.
 
 
Efecto antibacteriano del propóleo
El propóleo es un producto de composición compleja. Las abejas Apis mellífera lo obtienen por adición de cera y secreciones salivales al material resinoso, gomoso o balsámico que recolectan de yemas, brotes y heridas de diversas plantas. (15,18,34)
 
El propóleo es una sustancia compleja, constituida por una gran variedad de compuestos químicos, su composición no es estable y varía según la fuente de procedencia, se caracteriza por tener un 55% de resinas y bálsamos aromáticos, 30% de ceras, 10% de aceites esenciales y aceites aromáticos, 5% granos de polen.(10) Havsteen planteó la existencia de aproximadamente 18 componentes y se señala que entre estos los principales son compuestos del tipo flavonoide, tales como, las flavonas, flavones y las flavononas.(28,35)  Una de las propiedades más importante del propóleo fue su actividad antimicrobiana, la cual fue atribuida fundamentalmente a los flavonoides, estos inhiben muchas especies bacterianas, entre ellas importantes enzimas virales, tales como la transcriptasa reversa y otras diversas proteasas, y además, destruyen algunos importantes protozoos.(35) Poseen actividad antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, antimutagénica, entre otras. También, se puede decir que aportan grandes beneficios para la salud al actuar como agentes quimiopreventivos en cáncer y prevención de ataques al corazón.(36) Muchos profesionales están incrementando el uso de flavonoides puros para tratar muchas importantes enfermedades, debido a su comprobada habilidad de inhibir enzimas específicas, simular algunas hormonas y neurotransmisores, y eliminar radicales libres.(36)
El Propóleo ocupa un lugar destacado dentro de la Apiterapia  hasta ahora los principales usos que se le ha dado al propóleo se vinculan a la capacidad antimicrobiana, cicatrizante y antiinflamatoria, pero las propiedades que le reservan un espacio de trascendencia insospechada son de antioxidante, Inmunoestimulante y la citotóxica.(37)  Se informa que el ácido cinámico y algunos flavonoides desactivan la energía de la membrana citoplasmática, de esta manera inhiben la motilidad bacteriana, haciéndola más vulnerable al ataque del sistema inmunológico y potenciando los antibióticos.(38,39) El propóleo desorganiza el citoplasma, la membrana citoplasmática y la pared celular causando bacteriólisis parcial e inhibiendo la síntesis proteica.(38,39)   
 
Propóleos comerciales peruanos 
Actualmente, está poco estudiada la actividad antibacteriana de extractos comerciales a base de propóleo para la cavidad oral. Su efectividad varía de acuerdo con la región geográfica en la que se obtiene, la altura de la zona de recolección, la escasa o nula contaminación de la región son características que le confieren un valor agregado al propóleo, así como también la raza de las abejas que la producen.(5,6,34) Son por estas razones que este estudio busca comparar la actividad antibacteriana de los propóleos comerciales Vs. el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa preparado en el laboratorio.                                
 
En el 2001 Ramírez y col. (40) analizaron el origen de la relación entre el hombre y el propóleo, ya que resulta paradójico que un producto de las abejas, usado con fines medicinales desde épocas antiguas, sea actualmente casi desconocido. Su uso no fue permanente, pero se mantuvo a lo largo de los siglos para llegar a nuestra época y ser descubierto de nuevo por numerosos investigadores que se dedican a su estudio y experimentan científicamente el conjunto de los datos empíricos de este producto para destacar sus verdaderas propiedades y determinar racionalmente el provecho que el hombre puede obtener de él, en beneficio de su salud y sin efectos secundarios.
 
En el 2003 Duarte y col.(41) estudiaron el efecto de un nuevo tipo de propóleo y sus fracciones químicas en glucosiltransferasas (GST) y sobre el crecimiento y la adhesión de Streptococcus mutans. El nuevo propóleo denominado tipo 6 oriundo del Sur de Brasil fue sometido a un análisis microbiológico y se observó que al final la acción de la GST es inhibida en un 80 % por el extracto etanólico de propóleo de tipo 6, mientras que sus productos fraccionados inhiben el 90 % del cultivo, disminuyendo el crecimiento del S. mutans debido a que al inhibir la GST, disminuye la adherencia.
 
En el 2005 Sonmez y col.(2) mostraron las propiedades antimicrobianas de seis soluciones de propóleos y evalúan su citotoxicidad sobre fibroblastos gingivales en diferentes diluciones por el ensayo de reducción metabólica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Se prepararon dos soluciones diferentes de propóleo en polvo (Sigma) y propóleos turco y propilenglicol (PG) y el alcohol se utiliza como disolventes para cada muestra de propóleos. Además de las cuatro soluciones de propóleos, otras dos muestras de propóleos de regiones greográficas alejadas (EE.UU. y Australia) se incluyeron en el estudio. Todas las soluciones tuvieron  una fuerte actividad antifúngica y las diluciones eficaces fueron seguras para los fibroblastos gingivales. El propóleo podría tener un papel prometedor en la medicina del futuro, ya que tiene buen efecto antibacteriano y no presenta citotoxicidad. 
 
En el 2006 De Paula y col.(42) Evaluaron la susceptibilidad de las bacterias y hongos patógenos orales en propóleos verdes de Brasil. Fueron sometidas seis especies de Candida spp. y diez bacterias patógenas orales Gram (+) y Gram (-). Al propóleo verde de Brasil se le realizó el examen por fase reversa - cromatografía líquida de alto rendimiento (RPHPLC) y se midió el espectro de absorción utilizando espectrofotómetro UV- Identificación de los flavonoides y otros constituyentes químicos. La actividad antimicrobiana se evaluó mediante el método de difusión en agar, concluyendo que todos los microorganismos probados fueron susceptibles al extracto de propóleo de Brasil, con una mayor actividad en Gram (+) que Gram (-). 
 
En el 2006 Pires da Silva Riveiro y col.(5) Evaluaron la actividad antimicrobiana de dos extractos de propóleos brasileros comerciales sobre 26 especies de microorganismos obtenidos de ATCC y algunas cepas silvestres: cocos y bacilos Gram+ y Gram–, varillas y levaduras. Los productos ensayados fueron dos muestras brasileras, propóleos comerciales de Apis Fauna ™: 11,0 % de extracto etanólico de propóleos (EEP) y Propomax™ 11.0 % de extracto de propóleos sin alcohol (EP). La actividad antimicrobiana se determina por la técnica difusión de agar. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determinó para los Staphylococcus sp. y Streptococcus mutans usando el método de dilución en caldo con los extractos de propóleo en una serie de concentraciones. Extracto etanólico de propóleo y extracto de propóleo mostró actividad antimicrobiana contra todas las bacterias probadas y levaduras, que tienen una acción más pronunciada contra las bacterias Gram positiva y Candida albicans (ATCC 10231), y una actividad menos evidente contra las bacterias Gram negativos y Cándida albicans (FT2010). Para S. mutans, la concentración mínima inhibitoria del extracto etanólico de propóleo varió desde 8,8µg hasta 4,4µg de propóleos, y del extracto de propóleo de 4,4µg a < 1,1µg para Staphylococcus sp. 
 
En el 2007 Eguizabal.(43) evaluó la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanólico de propóleo peruano sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus casei.
El propóleo fue proveniente del Valle de Oxapampa (Pasco); se realizó este experimento mediante el método difusión de agar frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Lactobacillus casei (ATCC 393), para enfrentarlas a las soluciones: 0,8, 20 y 30% del EEP, y compararla con el grupo control de Clorhexidina 0,12% y alcohol al 70% determinando una mayor tendencia de actividad inversamente proporcional a su concentración, que en el caso del L. casei; tal acción antibacteriana en las concentraciones 0,8, 20 y 30 % es significativa; así mismo la acción contra S. mutans es mayor que en L. casei; en concentraciones de 0,8 y 20 %; y también la acción antibacteriana del EEP al 0,8 % es mayor que la acción de la clorhexidina, tanto para S. mutans y L. casei.
 
En el 2009 Awawdeh y col.(44) utilizaron un total de 50 discos de dentina de dientes humanos extraídos, los cuales tenían discos de 7 mm de longitud. Cinco discos de dentina se mantuvieron estéril como un control negativo. Los 45 discos restantes estaban contaminados con E. faecalis (ATCC 51299) y se dividieron en dos grupos, además de cinco discos que sirvieron como control positivo, 20 discos se llenaron con propóleo, mientras que los otros 20 discos se llenaron con hidróxido de calcio. El muestreo microbiológico se realizó utilizando puntas de papel estéril, limas hedstroem e inmersión de disco. Los resultados mostraron que el propóleo fue significativamente más eficaz que el hidróxido de calcio contra las cepas de E. faecalis  (ATCC 51299) después de su aplicación para 1 o 2 días.
 
En el 2010 Herrera y col. (45) Evaluaron el efecto antifúngico de seis extractos comerciales de propóleos chilenos frente a Cándida spp. para determinar las características de los extractos de propóleos se realizaron un análisis cromatográfico, detectando 35 compuestos, entre los que se encontraron ácido cafeico, miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina, pinocembrina, galangina y cafeico fenil éster del ácido (CAPE). Todas las cepas fueron inhibidas por los extractos líquidos de propóleos. La dilución mínima inhibitoria osciló entre 1:40 y 1:1280, y la concentración mínima inhibitoria para C. albicans varió de 197 µg/mL a 441 µg/mL. 
De los resultados obtenidos en esta investigación, se puede concluir que todos los extractos de propóleo evaluados son capaces de inhibir el desarrollo de Candida spp. Sin embargo, muestran diferencias significativas en la concentración de polifenoles presentes y en actividad antifúngico.
 
En el 2010 Reyes. (46) Determinó la actividad antibacteriana del extracto etanólico de propóleo peruano (EEPP) sobre cultivos in vitro de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis crónica, tomando como control positivo a la clorhexidina 0,12 %. Se seleccionaron 15 pacientes con diagnóstico clínico y radiográfico de periodontitis crónica, que acudieron a atenderse en la clínica de la Facultad de Odontología de la UNMSM. Luego, se procedió a tomar la muestra con conos de papel número 30 y se colocó dentro del saco periodontal durante 30 segundos, se llevaron las muestras al laboratorio de microbiología para su procesamiento. Se utilizó el método de difusión en agar con las soluciones experimentales y se incubó en condiciones de anaerobiosis, por 24h y 48h a 37º C, para luego proceder a la lectura de los diámetros del halo de inhibición. De los resultados se comprobó que existe un mayor efecto antibacteriano del extracto etanólico de propóleo que la clorhexidina al 0,12 % sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis crónica.
 
En el 2010 Mayta y col. (1) realizaron una evaluación in vitro de la acción antibacteriana del propóleo de Oxapampa-Perú sobre cultivos de S. mutans y S. aureus, fueron enfrentadas a las soluciones: propóleo 10% y 30% y comparadas con los grupos control de clorhexidina 0,12%, 0,05%, Listerine® y agua destilada. Se evaluó la actividad antimicrobiana mediante el método de difusión de agar de Kirby-Bauer y el tamaño muestral fueron de 16 discos. Se determinó que para el S. aureus, el extracto etanólico de propóleo al 30% presentó mayor eficacia con una media de 11,77mm ±0,19mm y se encontró que las dos concentraciones de propóleo a las 24 y 48 horas mostraron diferencia significativa p=0,007. Además, se determinó que para el S. mutans, tanto el EEP al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron diferencia significativa. Se concluye que el EEP al 30% tuvo mayor efecto antibacteriano que Listerine® contra el S. mutans  e igual en efectividad que la clorhexidina al 0,05% frente al S. aureus.
 
En el 2011 Madhubala y col. (47) evaluaron y compararon la actividad antimicrobiana del hidróxido de calcio, mezcla triantibiótica (MTA) y un extracto etanólico de propóleos, como medicamentos intracanal en conductos radiculares infectados por Enterococcus faecalis. Los experimentos fueron realizados utilizando 120 incisivos sanos permanentes de pacientes, y se realizó la preparación quimio-mecánica del canal radicular. Después de la esterilización de las muestras, se inocularon con un cultivo puro de E. faecalis y se incubaron. Las muestras se dividieron aleatoriamente en cinco grupos (n = 24), hidróxido de calcio (grupo 1), MTA (grupo 2), propóleos (grupo 3), etanol (grupo 4), y solución salina como el grupo de control (grupo 5). La eficacia antibacteriana de los diferentes medicamentos intracanal se registró mediante la determinación del porcentaje de reducción en los recuentos de colonias (% RCC) al final del día 1, 2, y 7. Se concluyó que el propóleo fue más eficaz que el MTA contra E. faecalis en un periodo de tiempo de 2 días, y ambos eran igual de efectivos a los 7 días.
 
En el 2012 Bolla y col. (48) compararon la eficacia de una pasta dental de clorhexidina y propóleos como medicamentos de conducto radicular contra Enterococcus faecalis y Candida albicans. Bajo estrictas condiciones de asepsia, el muestreo microbiológico se realiza utilizando métodos de difusión en agar y dilución en caldo de sensibilidad antibacteriana. Se encontró que existe una diferencia estadísticamente significativa entre los tres medicamentos utilizados contra Enterococcus faecalis y Candida albicans. Por último, se concluyó que la odontopasta tiene mejor eficacia antibacteriana frente a Enterococcus faecalis seguido de la clorhexidina y el propóleo muestra una eficacia parcial antifúngica contra Cándida albicans.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.             HIPÓTESIS
El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa tienen mayor efecto antibacteriano que Kaita®, Madre Natura, Tintura de propóleo Max y Tintura de propóleo Farmagel sobre cepas de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V.                 OBJETIVOS
 
            V.1 Objetivo general
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco propóleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
             V. 2 Objetivos específicos 
1. Evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cepas de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
2. Comparar in vitro el efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cepas de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
3. Determinar la  Concentración mínima inhibitoria del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI.             MATERIALES Y MÉTODOS
 
VI.1 Diseño del estudio
 
El diseño del estudio fue de tipo experimental in vitro.
 
VI.2 Muestra 
La unidad de análisis estuvo conformado por cultivos de las cepas de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) del laboratorio de la facultad de Ciencias de la salud de la Universidad Peruana de Ciencias aplicadas (UPC). 
El tamaño muestral fue determinado mediante la fórmula estadística de estimación de una media en base a los datos obtenidos en la prueba piloto. (Anexo 1)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI.3 Operacionalización de variables
 
	Variable
	Definición Operacional
	Indicadores
	Tipo
	Escala
	Valores

	Efecto antibacteriano
	Capacidad inhibitoria 
del crecimiento bacteriano 
de: 
Streptococcus mutans 
(ATCC 25175) y 
Streptococcus sanguinis 
(ATCC 10556) debido 
a la presencia de 
distintos extractos de 
propóleo.
	Método de microdilución
	Cuantitativo
	De razón
	µg/µL

	Tipo de propóleo 
	Sustancia  a diferentes concentraciones con propiedades beneficiosas para la salud oral que se venden en casas comerciales naturistas y otro preparado en el laboratorio.
	Asignación de la sustancia experimental
	Cualitativo
	Nominal
	-Kaita®
-Madre Natura
-Tintura de propóleo Farmagel 
-Tintura Max 
-Extracto metanólico de propóleo de Oxapampa

	Concentración mínima inhibitoria
	Capacidad inhibitoria 
del crecimiento 
bacteriano de: 
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) debido a la presencia del extracto metanólico de propóleo de Oxapampa a diferentes concentraciones.
	Método de interposición de agares
	Cuantitativo
	De razón
	Milímetros


 
 
 
 
 
 
 
 
VI.4 Técnicas y procedimientos              
 
Obtención de las cepas bacterianas 
En el presente estudio se utilizaron 2 cepas bacterianas comerciales Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), obtenidas de manera comercial (GenLab del Perú S.A.C). (Anexo 2) 
 
Cultivo de cepas bacterianas 
El cultivo de las cepas se realizó en el laboratorio de microbiología de la Universidad Peruana de Ciencias aplicadas (UPC), por el investigador principal,  bajo la supervisión de una microbióloga antes de realizar el cultivo de las cepas. 
Las cepas bacterianas comerciales fueron rehidratadas y cultivadas en placas de TSA (Trypticase Soy Agar), que fueron suplementadas con sangre de cordero al 10%. Las muestras fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis, a 37°C, durante 5 días. (Anexo 3)
 
Obtención del Propóleo 
En el estudio se utilizó 5 tipos de propóleos, 4 comerciales y 1 propóleo natural (extracto metanólico, elaborado en el laboratorio).
Los cuatro propóleos comerciales corresponden a la siguiente marca: Tintura de propóleo Max, Tintura de propóleo Farmagel, Kaita® y Madre Natura. 
El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa obtenido de los Apicultores del distrito de Oxapampa – Cerro de Pasco, se procesó en el laboratorio de biología molecular de la Universidad de Ciencias Aplicadas (UPC) – Instituto de Investigación Nutricional. (Anexo 4)
 
Preparación del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa 
El propóleo fue extendido sobre una mesa y se seleccionó aquellos que no presentaban impurezas, luego fue cortado en trozos pequeños y posteriormente pulverizado en un mortero de porcelana. El extracto metanólico se preparó utilizando 100g de propóleo/ 200ml de metanol (P/V), la mezcla se incubó durante 8 días a 37ºC, aislado de la luz solar. Posteriormente la muestra fue filtrada con papel filtro whatman N°60. Luego la muestra se sometió a un rotavapor a 60ºC para extraer el metanol. (Anexo 5)
 
Efecto antibacteriano 
Para evaluar el efecto antibacteriano se utilizó la técnica modificada “Agar overlay interference test”. Para lo cual se cultivó de manera independiente una colonia de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) en 6 ml de medio BHI (Brain heart infusion) líquido, en condiciones de anaerobiosis, a 37°C durante 3 días dentro de una campana de flujo laminar nivel de seguridad II, se realizó la técnica modificada de “Agar overlay interference test”.(49)  Para lo cual se utilizó 200ml de Agar BHI, previamente autoclavado según las recomendaciones de fabricante, el medio se dejó enfriar hasta que alcanzó la temperatura de 50°C. Posteriormente, se le añadió las bacterias de manera independiente (un frasco por bacteria).  La mezcla se homogenizó y se repartió en placas de 15 cm de diámetro, evitando la formación de burbujas y manteniendo las condiciones de esterilidad. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 4 horas aproximadamente, una vez que el agar haya solidificado se realizaron perforaciones o pocillos con ayuda de una punta o “Steers steel-pin”. En cada uno de los pocillos se adicionó 150μL de los distintos tipos de propóleo y el grupo control fue la clorhexidina al 0.12%.  Una vez terminado este proceso se sellaron las placas con papel parafilm y se colocaron en la cámara de anaerobiosis con un sobre de anaerocult®  a 37°C, durante 72 horas. Pasado este tiempo se retiraron las placas de la cámara y la actividad antimicrobiana será determinada por la formación del halo inhibitorio alrededor de los pocillos medida mediante una regla vernier, el cual, nos determinó la cantidad en milímetros de diámetro del halo de inhibición.(49) (Anexo 6)
 
Concentración mínima inhibitoria (Método de microdilución)
Este método permitió determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI, 2012).(51)
Para lo cual se realizó diluciones seriadas (1/10), con una solución fosfato salina tamponada (PBS 1X), que oscilan entre 500-0.005 µg/µL para el caso del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa. Para el caso de los propóleos comerciales, cuya concentración es desconocida se procedieron a realizar diluciones seriadas (1/10). En este caso, se calculó la dilución en el que es inhibido el crecimiento bacteriano, pero no se pudo determinar una concentración exacta.
Para el desarrollo del experimento se utilizó placas de microtiter de 96 pocillos, a cada pocillo se le adicionó 200µL de cada dilución y 2 µL de suspensión bacteriana (0.5 Mc. Farland) de las bacterias S. mutans y S. sanguinis. Las placas que contienen la mezcla se incubaron en condiciones de anaerobiosis controlada a 37°C durante 72 horas y se observó mediante la técnica de densidad óptica. (50,51) La concentración mínima inhibitoria (CMI) es considerada aquella concentración del extracto en el cual es inhibido el crecimiento bacteriano.(49) 
 
 
 
 
 
VI.5 Plan de análisis
Para el análisis univariado, se procedió a obtener la estadística descriptiva (media, mediana, mínimo, máximo y desviación estándar)  de las variables en estudio, registradas en una tabla de frecuencia. Además, se determinó si la muestra tenía distribución normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. 
 
Para el análisis bivariado se utilizó la prueba Kruskal-Wallis por no presentar distribución normal. Para comparar la efectividad del extracto metanólico de Oxapampa frente a cuatro extractos de propóleo comerciales se utilizó el programa de Microsoft Excel para el vaciado de datos y el programa Stata® versión 12.0 para el análisis de los datos. 
 
VI.6 Consideraciones éticas
Se procedió a realizar una solicitud dirigida al comité de Investigación de la Escuela de Odontología de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC) para obtener la exoneración de revisión del estudio, debido a que es un estudio in vitro.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII.          RESULTADOS
 
El presente estudio tuvo como finalidad comparar el efecto antibacteriano de cuatro marcas comerciales de propóleo y un extracto metanólico de propóleo de Oxapampa, el cual se elaboró en el laboratorio de Bioquímica de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC), frente a cepas de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Para cada grupo experimental se analizaron 10 pocillos con la misma cantidad de propóleo y en cada una de ellas se evaluó el tamaño de los halos de inhibición.
 
En la tabla 1 y gráfico 1, muestra el análisis estadístico descriptivo de los cinco tipos de propóleo utilizados sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Para el caso de  Streptococcus mutans (ATCC 25175) observamos  halos de inhibición del extracto metanólico de propóleo de Oxapampa con una media de 33.2mm + 3.3mm de inhibición, el extracto comercial de  tintura de propóleo Farmagel (32.0mm + 5.2mm) muestra un tamaño promedio cercano al extracto metanólico de propóleo. Sin embargo, los extractos de Madre Natura (24.9mm + 1.4 mm), Clorhexidina 0.12% (25.6mm + 3.8 mm), Kaita® (16.0mm + 2.7mm) muestran un halo de inhibición menor y en el caso de Tintura de propóleo Max no se observó halo de inhibición. Mientras que para el caso de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) observamos que el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa tiene un halo de inhibición con una media de 23.2mm + 0.8mm, la Tintura de propóleo Farmagel (23.0mm + 3.8mm) y el control positivo de Clorhexidina al 0.12%  (23.2mm + 1.4mm) muestran valores de inhibición similares. Por otro lado, Madre Natura (17.8mm + 1.6mm) y Kaita® (15.0mm + 1.7mm) tienen un halo de inhibición con un tamaño menor con respecto al control positivo. Para el caso de Tintura de propóleo Max no se observa halo de inhibición. 
Se realizó la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los cinco tipos de propóleo frente a cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Los resultados muestran diferencias estadísticamente significativas al comparar estos cinco tipos de propóleo (p=0.001). (Tabla 2)
 
La tabla 3, muestra la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa. Observándose que la CMI  para Streptococcus mutans (ATCC 25175) y  Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) se encuentra en la concentración de 0.05µg/µL. 
 
La tabla 4, muestra la  inhibición del crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y  Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) frente a tres propóleos comerciales: Tintura de propóleo Farmagel, Kaita® y Madre Natura. Para ambas cepas bacterianas observamos que Kaita a menor dilución inhibe el crecimiento bacteriano con respecto a la Tintura de propóleo Farmagel y Madre Natura. Sin embargo, estos resultados no nos permiten confirmar el efecto bacteriostático de los propóleos comerciales, debido a que desconocemos la concentración de cada uno de ellos. Cabe resaltar que tintura de propóleo Max no fue incluida en el grupo, ya que ésta no presentaba efecto antibacteriano.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 1
Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre 
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
	Grupos
	N
	Media (mm)
	Mediana
(mm)
	Desviación estándar
	Mínimo
(mm)
	Máximo
(mm)
	Normalidad*

	Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
	 
	 
	 
	 
	 

	Clorhexidina al 0.12%
	10
	25.6
	24.3
	3.84
	21.6
	34.8
	0.001

	Tintura de Propóleo Max
	10
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Tintura de Propóleo Farmagel
	10
	32
	30.9
	5.17
	26.74
	41.4
	0.02

	Kaita®
	10
	16
	16.55
	2.67
	12
	20.1
	0.64

	Madre Natura
	10
	24.9
	24.4
	1.37
	23.96
	28
	0.05

	Extracto metanólico de Propóleo de Oxapampa
	10
	33.2
	31.6
	3.26
	30.4
	40.4
	0.03

	Streptococcus Sanguinis (ATCC 10556)
	 
	 
	 
	 
	 

	Clorhexidina al 0.12%
	10
	23.18
	23.4
	1.39
	20.6
	26
	0.53

	Tintura de Propóleo Max
	10
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Tintura de Propóleo Farmagel
	10
	23.04
	22.55
	3.84
	18.1
	31.2
	0.41

	Kaita®
	10
	15
	14.5
	1.69
	12.2
	17.6
	0.66

	Madre Natura
	10
	17.8
	17.65
	1.56
	15.6
	20.6
	0.24

	Extracto metanólico de Propóleo de Oxapampa
	10
	23.23
	23.6
	0.82
	21.9
	24.3
	0.21


 
*Prueba Shapiro-Wilk 
Nivel de significancia estadística (p<0.05)
GRÁFICO 1
 
Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre 
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
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TABLA 2
 
Comparación in vitro del efecto antibacteriano de los cinco tipos de Propóleo sobre cepas de 
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	Microorganismos
	Tipos de propóleo
	n
	Media (mm)
	Desviación Estándar
	p valor*

	Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	Tintura de Propóleo Farmagel
	10
	32.02
	5.17
	0.001

	 
	 
	Kaita®
	10
	16.01
	2.67

	 
	 
	Madre Natura
	10
	24.91
	1.37

	 
	 
	Extracto metanólico de Propóleo de Oxapampa
	10
	33.15
	3.26

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Streptococcus Sanguinis (ATCC 10556)
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	Tintura de Propóleo Farmagel
	10
	23.04
	3.84
	0.001

	 
	 
	Kaita®
	10
	15
	1.69

	 
	 
	Madre Natura
	10
	17.8
	1.56

	 
	 
	Extracto metanólico de Propóleo de Oxapampa
	10
	23.23
	0.82


 
*Prueba Kruskal-Wallis
 
 
 
 
 
 
TABLA 3
 
Concentracion mínima inhibitoria del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
	Extracto metanólico del propóleo de Oxapampa

	Concentración (µg/µL)
	Concentración mínima inhibitoria (CMI)

	S.mutans
	S.sanguinis

	500
	-
	-

	50
	-
	-

	5
	-
	-

	0.5
	-
	-

	0.05
	CMI
	CMI

	0.005
	-
	-

	PBS 1x
	-
	-


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 4
 
Diluciones de tres propóleos comerciales sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
	Propóleos comerciales

	Diluciones
	S.mutans (ATCC 25175)
	S.sanguinis(ATCC 10556)

	Tintura de propóleo  Farmagel
	Kaita® 
	Madre Natura
	Tintura de propóleo  Farmagel
	Kaita®
	Madre Natura

	100% (stock)
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	10%
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	1%
	+
	+
	+
	+
	Inhibición
	+

	0.1%
	+
	Inhibición
	+
	+
	-
	+

	0.01%
	Inhibición
	-
	+
	Inhibición
	-
	+

	0.001%
	-
	-
	Inhibición
	-
	-
	Inhibición

	0.0001%
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	PBS 1x
	-
	-
	-
	-
	-
	-


 
 
+ = Inhibición
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII.       DISCUSIÓN
 
Las patologías de la cavidad oral son un problema de la salud púbica en la población mundial y con un aumento en los países en vía de desarrollo, dentro de estas patologías la más común es la caries dental y la enfermedad periodontal con un 90% y 85% respectivamente. (52,53)
Una biopelícula cariogénica puede contener millones de bacterias entre las cuales el Streptococcus mutans (ATCC 25175)(14) es uno de los componentes críticos porque fermenta los hidratos de carbono para formar ácido láctico. La población latinoamericana tiene una dieta rica en carbohidratos y esto favorece a la formación de caries. Por esta razón, es importante investigar nuevos productos con propiedades antibacterianas que favorezcan y contribuyan en el bienestar de la salud bucal.
Por tal motivo, el presente estudio tiene como finalidad evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cinco propóleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
Según Tolosa y Cañizares, el propóleo por su efecto antibacteriano, es una sustancia con alto potencial para el tratamiento de afecciones provocadas por diferentes microorganismos, ésta además actúa sobre bacterias anaerobias facultativas como el Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).(37)
 
Existen diversos métodos que permiten evaluar el efecto antibacteriano de los extractos naturales. El más utilizado es la técnica “difusión de agar” descrito por diversos autores como  Madhubala y col., Pires Da Silva Riveiro y col., Mayta y col., Reyes y Eguizábal,   los cuales evaluaron la actividad antibacteriana mediante el uso de discos de papel whatman, embebidos con el extracto o compuesto químico a evaluar, sobre la superficie bacteriana, para luego medir los halos de inhibición y observar la efectividad de estos extractos.(47) Otro método que se utilizó es el descrito por Simark-Mattsson y col. en el cual se usó la técnica de interposición de agares(49). En este caso las bacterias son inoculadas en el medio BHI agar (Brain heart infusión agar) y con ayuda de un street peer se realizan orificios y se coloca los extractos a evaluar. La actividad antibacteriana se calcula mediante el tamaño de los halos de inhibición. 
 
En el presente estudio se empleó la técnica de interposición de agares utilizando 5 propóleos peruanos. Los resultados mostraron que el propóleo tiene capacidad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). 
El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa tuvo ligeramente un mayor efecto antibacteriano seguido por la tintura de propóleo Farmagel, ambos con mayor actividad antibacteriana que la Clorhexidina 0.12% (control positivo) en el caso de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y con un valor similar comparado al grupo control en el caso de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Cabe resaltar que los extractos de propóleo comerciales, sólo 3 de ellos (Tintura de propóleo Farmagel, Madre Natura y Kaita®), tuvieron actividad antibacteriana frente a las cepas estudiadas y en el caso de Madre Natura y Kaita® el efecto de inhibición es menor que el control positivo. Mientras que en la Tintura de Propóleo Max no se evidencio efecto antibacteriano. 
 
Por otro lado, Mayta y col. en el 2010(1) evaluaron el efecto antibacteriano del extracto etanólico de propóleo de Oxapampa al 10% y 30% frente a cepas de S. mutans y S. aureus en el cual se observó que la media frente a S. mutans fue de 11.47mm y 11.57mm respectivamente. Eguizábal en el 2007(43) también evaluó la actividad antibacteriana del extracto etanólico del propóleo peruano sobre cepas de S. mutans y L.casei concluyendo que la media al 20% de propóleo es de 12mm y 10.10mm, al 30% es de 12.33mm y 11.20mm respectivamente. Mientras que en el presente estudio realizado, la media del extracto metanólico de propóleo al 70% fue de 33.15mm.
 
Los resultados muestran ligeramente un mayor efecto antibacteriano en el extracto metanólico, probablemente esto se debe a que el metanol tiene la capacidad de extraer mayor número de compuestos químicos que el etanol. Además, no se conoce la naturaleza de los propóleos comerciales, esto no está incluido en el registro sanitario o en la etiqueta del envase por lo que la información de su procedencia y procesamiento es desconocida.
 
En el ámbito odontológico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia y apiterapia dentro de programas preventivos y curativos ha estimulado la investigación, con el fin de avalar la actividad antimicrobiana de distintos derivados de plantas o productos de las abejas como es el caso, con el objeto de ayudar en el control de la placa bacteriana, y por consiguiente, en la disminución de la incidencia de agentes patógenos (54). Por estas razones se está empleando este extracto natural, la cual se realiza sobre bacterias orales; este es el caso de las bacterias anaerobias facultativas: Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). La composición del propóleo no es estable y varía según la fuente de procedencia (5,6,34), diversas investigaciones han estudiado el extracto puro (2,15,44,11,12,18) y actualmente existen diversas casas comerciales que manejan estos tipos de extractos. Es por esto que este estudio busca comparar los agentes más comercializados conjuntamente con un extracto metanólico preparado con un propóleo de Oxapampa. Los resultados de este estudio muestran que el propóleo tiene actividad antibacteriana, lo que da soporte a nuestros hallazgos.
 
Por último, se calculó la concentración mínima inhibitoria (CMI) para el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa, mostrando que desde la concentración 500-0.05 µg/µL no hay crecimiento bacteriano. Estos resultados muestran que se necesita una concentración mucho menor de nuestros extractos para inhibir a Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis con respecto al trabajo presentado por Pires da Silva Riveiro y col. en el 2006 donde mostraron la capacidad antibacteriana del extracto etanólico de propóleo vs. Streptococcus mutans, este último tiene una concentración mínima inhibitoria de 4,4µl mostrando un halo de inhibición de 12.32mm.(16) No se encontraron reportes en la literatura sobre la CMI del extracto de propóleo frente a las cepas de Streptococcus Sanguinis. 
Para el caso de los productos comerciales no se pudo determinar la concentración mínima inhibitoria debido a que no se conoce la concentración inicial de cada uno de ellos.
 
Cabe resaltar que para la presente investigación se utilizó como grupo control la clorhexidina al 0.12%, la cual formó halo inhibitorio, pero éste fue menor a nuestro extracto metanólico de propóleo de Oxapampa, lo cual nos sirve a manera de control de calidad garantizando la siembra bacteriana y que la formación de los halos inhibitorios alrededor de los pocillos de los 5 tipos de propóleo fueron formados por estas sustancias. 
 
Esta investigación nos permitió evidenciar que el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa obtenido y elaborado en este estudio presenta resultados más favorables en comparación a los encontrados en las casas comerciales y nos afirma que la procedencia y el método de elaboración son importantes. Esto nos sirve para que a futuro se pueda elaborar un enjuague bucal logrando la disminución más efectiva de las bacterias en la cavidad oral, previo es indispensable realizar estudios de citotoxicidad en líneas celulares con el objetivo de evaluar si el propóleo es apto para la fabricación de colutorios u otros compuestos usados para la higiene oral.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IX.             CONCLUSIONES
 
1.      El efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans (ATCC 25175), en el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa-Perú obtuvo una media de 33.2mm + 3.3mm, seguido por el extracto comercial de  tintura de propóleo Farmagel (32.0mm + 5.2 mm) el cual muestra un tamaño promedio cercano al extracto metanólico de propóleo. Sin embargo, los extractos de Madre Natura (24.9mm + 1.4mm), Kaita® (16.0mm + 2.7mm), control positivo de Clorhexidina 0.12% (25.6mm + 3.8mm) muestran un halo de inhibición menor. Mientras que para Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), en el extracto metanólico de propóleo de Oxapampa obtuvo una media de 23.2mm + 0.8mm, seguido por la Tintura de propóleo Farmagel (23.0mm + 3.8mm) y el control positivo de Clorhexidina al 0.12% (23.2mm + 1.4mm) que muestran valores de inhibición similares. En el caso de Madre Natura (17.8mm + 1.6mm) y Kaita® (15.0mm + 1.7mm) tienen un halo de inhibición con un tamaño menor con respecto al control positivo. Mientras que en Tintura de propóleo Max no se observa halo de inhibición frente a ninguna de las dos bacterias.
2.      Se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p valor  0.0001) al comparar in vitro el efecto antibacteriano de cinco tipos de propóleo sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)  y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). El extracto metanólico de propóleo de Oxapampa fue el que presentó un mayor efecto antibacteriano frente a estas bacterias.
3.      Se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), observándose que la CMI se encuentra en la concentración de 0.05µg/µL del extracto de propóleo. 
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GLOSARIO
 
 
	ATCC
	Organización que se centra en la adquisición, la autenticación, la producción, la conservación, el desarrollo y la distribución de los microorganismos de referencia estándar, líneas celulares y otros materiales para la investigación en las ciencias de la vida.

	EP
	Extracto de propóleo.

	EEP
	Extracto etanólico de propóleo.

	BHI
	“Brain heart infusion”, agar Cerebro Corazón. 

	TSA
	Trypticase Soy Agar.

	CMI
	 
Se define como la Concentración mínima inhibitoria (CMI) a la menor concentración de la sustancia, capaz de inhibir totalmente el crecimiento bacteriano.

	DMI
	Dilución mínima inhibitoria.

	CHX
	 
Clorhexidina.

	% RCC
	Porcentaje en los recuentos de colonias.

	MTA
	Agregado Trióxido Mineral, medicamento intraconducto.

	GST
	Glucosiltransferasa.


 
	“Agar overlay interference test”
	Técnica de interposición de agares.

	“Steers steel-pin”
	Objeto para perforar el agar y todos queden con un diámetro uniforme.

	Fitoterapia
	Uso medicinal de las plantas.

	Apiterapia
	Uso terapéutico de apitoxinas y otros productos de las abejas, como la miel, el polen, la jalea real y el propóleo con fines terapéuticos y preventivos.

	μl
	Microlitros.

	μg
	Microgramos.

	Anaerobiosis
	 
Capacidad que poseen algunos organismos, como hongos, bacterias, parásitos, etc., para vivir sin oxígeno molecular libre.
 

	Regla Vernier
	Regla graduada, perfeccionada para aumentar la seguridad y precisión de las mediciones.

	 
 
Homofermentativo
	 
Es un tipo de metabolismo que sólo produce ácido láctico a partir de azúcares.

	 
 
 
 
 
 
 
 
Catalasa negativa
	 
 
 
Es una enzima capaz de descomponer el peróxido de hidrógeno (agua oxigenada) en agua y oxígeno, con la consiguiente aparición de burbujas. Por ende, si no produce burbujas, ésta bacteria no produce dicha enzima.
 

	Patología
	Se encarga del estudio de los cambios estructurales bioquímicos y funcionales que subyacen a la enfermedad en células, tejidos y órganos. 

	Apis mellífera
	Abeja Europea con mayor distribución en el mundo.

	Etanol
	 
Conocido como alcohol etílico con un punto de ebullición de 78,4 °C.

	Metanol
	 
Tiene la capacidad de extraer mayor número de compuestos químicos que el etanol.

	Citotoxicidad
	Es la cualidad de ser tóxico a células.

	RPHPLC
	 
High performance liquid chromatography - Reverse phase. Cromatografía líquida de alto rendimiento - Fase reversa.

	lima hedstroem
	 
Instrumentos metálicos cónicos y con punta empleados en tratamientos endodónticos para agrandar los conductos radiculares, sea por corte o por abrasión.

	Periodontitis crónica
	 
Inflamación de los tejidos de soporte dental, pérdida de inserción progresiva y pérdida ósea. Se puede presentar a cualquier edad mostrando diferentes rangos de progresión.

	Método Kirby-Bauer
	Método de difusión de agar empleado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiótico o quimioterápico.

	 
 
Papel filtro whatman
	 
Con la finalidad de ser filtro para las impurezas insolubles y permitir el paso a la solución a través de sus poros y whatman es una marca a nivel global.

	Rotavapor
	 
Aparato de destilación rotatorio asociado a un Baño María.

	 
 
 
Campana de flujo laminar 
	 
Recinto que emplea un ventilador para forzar el paso de aire a través de un filtro y proporcionar aire limpio a la zona de trabajo libre de partículas de hasta 0.1 micras. 

	PBS
	 
Solución  fosfato salina tamponada.

	 
 
 
 
 
Parafilm
	 
 
Película autosellante, moldeable y flexible para numerosos usos en el laboratorio.

	Anaerocult®
	 
Mezcla de reactivos que absorben oxígeno y generan dióxido de carbono siendo un sistema seguro para el cultivo de microorganismos anaerobios y microaerófilos.

	 
	 



	 



ANEXOS
 
ANEXO 1
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Determinación del tamaño de muestra – Estimación de una media
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 2
 
Obtención de las cepas bacterianas
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Fig. 1. Cepas bacterianas comerciales - GenLab del Perú S.A.C
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 3 
 
Cultivo de cepas bacterianas
[image: Descripción: F:\DCIM\390___09\DSC07957.JPG]
 
Fig. 1. Crecimiento de las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)
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Fig. 2. Agar TSA (Trypticase Soy Agar)
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Fig. 3. 10 gr de Agar TSA
 
 
Fig. 4. 250ml de agua destilada
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[image: IMG_1908]
Fig. 5. Mezclar de manera homogénea el agua destilada con el agar TSA
 
 
Fig. 6. Autoclavar el agar TSA
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Fig. 7. Proceso de autoclavado (20min)
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Fig. 8. Dejar enfriar el agar TSA 
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Fig. 9. Placas de agar TSA
[image: Descripción: F:\DCIM\390___09\DSC07929.JPG]
 
 
 
 
 
 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. Adicionar las bacterias en el agar TSA


Fig. 11. Técnica de barrido para la siembra de las bacterias en las placas de agar TSA
[image: Descripción: F:\DCIM\390___09\DSC07938.JPG]
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Fig. 12. Las placas son colocadas en la cámara de anaerobiosis por 5 días para el crecimiento de las bacterias
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 4
 
Obtención del propóleo
[image: Descripción: F:\DCIM\390___09\DSC07945.JPG]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Tintura de propóleo Max, Tintura de propóleo Farmagel, Kaita®, Madre Natura, Extracto metanólico de propóleo de Oxapampa
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 5
Preparación del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa
 
[image: Descripción: F:\DCIM\389___08\IMG_1818.JPG]
Fig. 1. 1kg de propóleo de Oxapampa
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Fig. 2. Retirar impurezas del propóleo de Oxapampa
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Fig. 3. Propóleo libre de impurezas
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Fig. 4. Mezcla de 100g de propóleo de Oxapampa / 200ml de metanol
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Fig. 5. Filtrar con papel whatman N°60 el extracto metanólico de propóleo
 
 
 
 
ANEXO 6
 
Efecto antibacteriano
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Fig. 1. Adición de cepas bacterianas al agar BHI (Brain heart infusion) líquido 
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Fig. 2. colonias de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
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Fig. 3. Preparar las placas de agar BHI homogeneizada con las bacterias
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Fig. 4. Dejar solidificar el agar a temperatura ambiente
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Fig. 5. Realizar pocillos en el agar BHI
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Fig. 6. Distribución de los cinco propóleos y la clorhexidina al 0.12%.
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Fig. 7. Adicionar en cada pocillo los extractos de propóleo y clorhexidina al 0.12%
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Fig. 8. Las placas son colocadas en la cámara de anaerobiosis por 72 horas
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Fig. 9. Halos de inhibición del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa frente al Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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Fig. 10. Halos de inhibición del extracto metanólico del propóleo de Oxapampa frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)
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