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RESUMEN

El propésito del estudio fue demostrar el efecto antibacteriano del extracto etanélico de propéleo
(EEP) de Oxapampa-Perti evaluando in vitro su accién antibacteriana frente al S. mutansy S.
aureus para enfrentarlas a las soluciones: Propdleo 10% y 30% y compararlas con los testigos
clorhexidina 0,12 y 0,05%, listerine® y agua destilada. Se evalué la actividad antimicrobiana
mediante el método de Kirby-Bauer. El disefio del estudio fue de tipo experimental in vitro y el
tamafio muestral fue 16. Para el andlisis de los datos se utilizé la prueba t de Student. Se
determiné que para el S. aureus, el EEP a 30% presenté mayor eficacia con una media de
11,77mm+0,19 y se encontré que las dos concentraciones de propdleo a las 24 y 48 horas
mostraron diferencia significativa p=0,007. Ademés, se determind que para €l S mutans, tanto
el EEP a 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 el Listerine® contra el S. mutans p<0,001
e igua en efectividad que la clorhexidina 0,05% frente al S. aureus.
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Evaluation in vitro of antibacterial effect of ethanolic extract of propolis of Oxapampa
- Peru against Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Staphylococcus aureus (ATCC
25923)

ABSTRACT

The purpose of this study was to demonstrate the antibacterial effect of ethanolic extract of
propolis of Oxapampa-Peru, evaluating in vitro its antibacterial action against S mutans and S
aureus to compare with the solutions: Propolis 10 and 30%, Clorhexidine 0.12 and 0.05%,
Listerine® and distilled water, using the Kirby-Bauer method. The study design was experimental
in vitro and the sample size was n=16. For the analysis of data we used the Student t test. It was
found that for S. aureus, the EEOP-30% was more effective with an average of 11.77+0.19
mm and found that both concentrations of propolis at 24 and 48 hours showed significant
difference p=0.007. Furthermore, it was determined that for S. mutans, the EEOP 10 and 30%
at 24 and 48 hours showed no significant differences. In conclusion, the EEOP 30% had the
greatest antibacterial effect than Listerine® against S. mutans with p<0.001 and EEOP 30%
had the same activity that chlorhexidine 0.05%, over S. aureus.

Key words: PROPOLIS / Streptococcus mutans / Staphylococcus aureus.

Introduccion

La cavidad oral alberga
innumerables microorganismos en
un ecosistema de complejidad
considerable. Estos micro
organismos constituyen lafloraoral
del ser humano, lacual esatamente
diversa. Estos microorganismos
orales son parte importante en la
salud y la enfermedad oral; por lo
tanto es de vital importanciabuscar
nuevas sustancias para ayudar a
controlar la proliferacion de estos
microorgani Smos.

El propdleo es una sustancia
compleja constituida por una gran
variedad de compuestos quimicos,
sucomposicion no esestabley varia
segun la fuente de procedencia (1-
3). Ademés una de las propiedades
mas importantes del propdleo es su
actividad antibacteriana, la cual se
le atribuye fundamentalmente alos
flavonoides (2-4). Al igua que la
miel, el prop6leo seconoce desdela
mas remota antigiiedad y ha sido
utilizado por diferentes culturascon
diversasfinaidades. Con el posterior

desarrollo de la farmacéutica y
tratamientos fitoterdpicos existe un
resurgimiento en su uso. Es por esa
razon que en los Ultimos afios se han
realizado algunas investigaciones
acercadelosproductos provenientes
de las abejas y sus potenciales
beneficiosparalasalud oral (4). Por
lo tanto, es de resaltar que el Pera
tieneunagran biodiversdad enflora,
la cual favorece e desarrollo de la
apiculturaespecialmenteenlazona
del valle de Oxapampa en el
departamento de Pasco.
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Por lo tanto este trabajo de
investigacion se enfoca en
determinar la accion antibacteriana
del extracto etandlico de propoleo
(EEP) de Oxapampa - Peru frente
ados cepas de microorganismos de
la cavidad oral como el
Staphylococcus aureus y el
Streptococcus mutans.

Material y métodos

El presente estudio, de tipo
experimental in vitro, estuvo
conformada por 16 cultivos de las
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) y Saphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Obtencién del EEP: El propdleo
fue extraido de la region de
Oxapampa - Per(, con la ayuda de
un especialista con experiencia en
la recoleccion de este recurso
natural de un Centro de Apicultura.
Se recolectaron 1500 Kg. y se
procedié a envasarlo para su
transporte.

El propdleo fue recolectado
mediante condicionesde higiene, las
cualesimpidieron lacontaminacion
de esta, se separaron algunos
componentes que no forman parte
de ella como restos pequefios de
madera, de hojasy otros, que puedan
alterar sucomposicion.

El transporte del propdleo desde
el lugar de recoleccién hacia un
I nstituto de Investigacidn Farmacéu-
tica de Recursos Naturales; se
realiz6 en frascosdevidrio estériles
para evitar la contaminacion del
propoleo.

Para €l procesamiento del EEP,
el propdleo fue extendido sobre una
mesa y se seleccionaron aguellos
gue no presenten impurezas, luego
fue cortado en trozos pequefios y
posteriormente pulverizado en un
mortero de porcelanay fue extraido
con alcohol de 70°csp 100ml. Se
prepararon  dos  extractos
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alcohdlicos, a 10% y al 30% por

maceracion durante 8 dias a 37°C

en estufa; luego sefiltré variasveces

con papd filtro whatman nimero 40

y seobtuvo lasolucién etandlicadel

propoleo.

Después fue sometido a un
rotavapor a 40°C para extraer el
etanol, luego de este proceso, aun
gueda residuos de etanol dentro del
extracto el cual tiene que ser
eliminado totalmente. Todo este
proceso fue llevado a cabo en un
Instituto de Investigacién
Farmacéutica de Recursos
Naturales.

Procedimiento microbiol 6gico: El
Cultivo delascepasserealizé en el
laboratorio de microbiologia de la
UPCH, por € investigador principal,
bajo la supervision de una
microbidloga antes de realizar el
cultivo de las cepas, estas fueron
reactivadas debido a que se
encontraban a -80°C, paralo cual,
fueron sometidos a dos pasos de
reactivacionalas24y 48 horasantes
del experimentoy fueron colocadas
a37°C. Posteriormente serealizé el
sembrado selectivo mediante la
técnica del hisopado sobre los
medios de cultivos respectivos.

- Agar Miller Hinton (MH):
Saphylococcus aureus (ATCC
25923).

- Agar Brain Heart Infusion (BHI):
Sreptococcus mutans (ATCC
25175).

Para la preparaciéon de los
mediosde cultivo, se prepararon 10
tubos de ensayo con Caldo Brain
Heart Infusién (BHA), 10 tubos de
ensayo con Caldo Mller Hinton
(MHB) y 10 tubos de ensayo con
Thioglicolato.

Ademas se prepararon 12 placas
demedio BHI con 20ml demedioy
12 placas de medio MH con 20m
de medio, para los cuales se
emplearan 250ml deBHA, 250ml de

MHA, 100ml de BHI y 100ml de
MHB, 100ml de Thioglicolatoy 50ml
de H20 destilada.

Lapreparacion delosdiscoscon
EEP fueconlosdiscosdepapel filtro
whatman ndmero 3 estériles, los
cuales fueron embebidos con 60l
deEEPa 10%Yy al 30% respectiva-
mentey como pruebas de control se
utilizaron discos de papel filtro
whatman embebidos en agua
destilada y clorhexidina al 0.12%,
clorhexidinaal 0,05%, Amoxicilina
y listerine solucion que fueron
colocados inmediatamente para el
enfrentamiento bacteriano en los
medios de cultivo especificos para
cada tipo de bacteria.

Para el andlisis de la actividad
antimicrobiana del EEP, los discos
con EEP al 10% y 30% fueron
colocados en placas petri estériles
conteniendo el agar nutriente
especifico para cada cepa,
incubadasa37°C, por 24y 48 horas,
la actividad antimicrobiana fue
determinada por la formacién del
halo inhibitorio alrededor de los
discos medida mediante una regla
vernier, el cual, nos determiné la
cantidad en milimetrosdel diametro
del halodeinhibicion.

Los datos fueron registrados
mediante una ficha de recoleccién
de datos.

Una vez terminada la
elaboracion de la prueba piloto, se
procedi6 a verificar las mediciones
de los halos de inhibicién entre el
investigador principal y la
especidistaen microbiologia, paralo
cua deusolapruebade Coeficiente
de correlacion intraclase (0,9) para
determinar la calibracion del
investigador principal .

Consideraciones éticas: El
presente estudioin vitro quetrabaj 6
con cepas bacterianas fueron
registradasy seobtuvo lagprobacion
del Comité de Eticade la UPCH.
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Andlisis estadistico: Los datos
fueron procesados y analizados
mediante el programa SPSSversion
15. Para el andlisis univariado, se
procedié a obtener la media y
desviacion estandar delasvariables
en estudio, registrada en una tabla
de frecuencia

Para conocer si lamuestratenia
distribucién normal se utilizé la
pruebade Shapiro-Wilk y laprueba
de Levene y para el analisis
bivariado, se observo larelacion de
las variables dependiente e
independiente; se realizo la Prueba
t de Student con una significancia
estadisticade p=0,05.

Resultados

Al analizar la accion anti-
bacteriana contra el S. aureus de
los EEP, se encontré que el propdleo
al 10% presenté una media de
9,95mm de halo de inhibicion con
una desviacion estandar de 0,62
mientras que el propdleo a 30%
present6 unamediade 11,77mm de
halo deinhibicién conunadesviacion
estandar de 0,19. Al comparar se
encontré que el diametro del halo de
inhibicion contrael S aureusdelas
dos concentraciones de propoleo
mostraron diferencia significativa
(p=0,007) (Tablal).

Al analizar la accion
antibacteriana contra e S. mutans
de los EEP, se encontr6 que el
propdleo a 10% presentd unamedia
de11,47mmdehaodeinhibicioncon
una desviacion estandar de 0,57
mientras que el propdleo a 30%
present6 unamediade 11,57mm de
halo deinhibicién conunadesviacion
estandar de 0,97. Al comparar se
encontré que el diametro del halo de
inhibicion contrael S mutansdelas
dos concentraciones de propdleo no
mostraron diferencia significativa
(p=0,865) (Tabla?2).

Al analizar la accién

antibacteriana contra el S aureus,
se encontro que el propoleo a 10%
presentd una media de 9,95mm de
hal o deinhibicion conunadesviacion
estandar de 0,62. Al comparar se
encontro que el EEP a 10% fue
mayor al compararlo con el de
listerine® p<0,001. Ademas, se
encontré que el diametro del halo de
inhibicion del EEPal 10% fue menor
al compararlo con el de la
clorhexidina al 0,05% con un
p=0,010. Y se encontrd que el
didmetro del halo de inhibicién del
EEPal 10% fuemenor al compararlo
con el de laclorhexidinaa 0,12%
(p=0,001). Al analizar la accion
antibacteriana contra el S aureus,
se encontro que el propoleo a 30%
present6 unamediade 11,77mm de
hal o deinhibicion conunadesviacion
estandar de 0,19. Al comparar se
encontré que el diametro del halo de
inhibicién del propdleo a 30% fue
mayor al compararlo con el de
listerine® con un p<0,001. Ademés,
seencontr6 que el diametro del halo
deinhibicionde propdleod 30%fue
mayor a compararlo con el de la
clorhexidina al 0,05% con un
p=0,237. Y se encontré que el
didmetro del halo de inhibicién del
propoleo al 30% fue menor al
compararlo con el delaclorhexidina
a 0,12% (p=0,001) (Tabla3).

Al analizar la accion anti-

bacteriana contra e S. mutans, se
encontré que el propdleo a 10%
present6 unamediade 11,47mm de
halo deinhibicién conunadesviacion
estandar de 0,57. Al comparar se
encontr6 que el diametro del halo de
inhibicién del propdleo a 10% fue
mayor al compararlo con el de el
listerine® con un p<0,001. Ademas,
seencontr6 que el diametro del halo
deinhibicionde propdleod 10%fue
menor a compararlo con el de la
clorhexidina0,05% con un p<0,001.
Y se encontr6 que el diametro del
halo de inhibicion del propdleo al
10% fue menor a compararlo con
el de la clorhexidina 0,12%
(p=0,001). Al analizar la accion
antibacteriana contra el S, mutans,
se encontro que el propoleo a 30%
present6 unamediade 11,57mm de
halo deinhibicién conunadesviacion
estandar de 0,97. Al comparar se
encontré que el diametro del halo de
inhibicién del propdleo a 30% fue
mayor al compararlo con el de el
listerine® con un p<0,001. Ademés,
seencontr6 que el diametro del halo
deinhibiciondel propdleod 30%fue
menor a compararlo con el de la
clorhexidina 0,05% con un
p<0,001.Y se encontrd que el
didmetro del halo de inhibicién del
propoleo al 30% fue menor al
compararlo con el delaclorhexidina
0,12% (p<0,001) (Tabla4).

Tabla 1. Evaluacion in vitro de la accion antibacteriana de los extractos
etandlicos de propdleo de Oxapampa - Per( frente al Saphylococcus
aureus (ATCC 25923). Halo alas 24 horas.

Grupo Media Mediana Min Max DS
Propdleo 10% 9,95 9,95 9,30 10,60 0,62
Propdleo 30% 11,77 11,82 11,50 11,95 0,19

Prueba T (p=0,007); Shapiro-Wilk=0,454; Prueba de L evene=0,005.

Tabla 2. Evauacion in vitro de la accion antibacteriana de los extractos
etandlicos de propéleo de Oxapampa - Per( frente a Streptococcus
mutans (ATCC 25175). Halo alas 24 horas.

Grupo Media Mediana Min Max DS
Propdleo 10% 11,47 11,55 10,8 12,0 0,57
Prop6leo 30% 11,57 11,40 10,6 12,9 0,97

Prueba T (p=0,865); Shapiro-Wilk=0,734; Prueba de L evene=0,535.
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Discusion

El propdleo estasiendo utilizado
en lamedicina natural debido alas
aplicaciones clinicas que presenta.
Segun Bankovaet al. (3) € propdleo
es una mezcla compleja que
contiene principamente fenoles.
Seguin Gangre (5) los flavonoides,
aglicoleshan sido consideradoscomo
los principales componentes
fendlicos y estadn asociados a los
efectos beneficiosos del propdleo.
Sin embargo, Bankova (3)
mencionan quelacomposiciondelos
componentes de la actividad
biol 6gicade este dependedel origen
de lamuestra de propdleo. (3)

Algunos estudios han reportado
que ciertos flavonoides presentan
actividad biologica contra
microorganismos orales 'y
mencionaron queel propoleoinhibia

invitrolaactividad delaformacién
del glucanoy laglucosiltransferasa
demostrando la actividad anti-
bacteriana contrael S. mutansy S
sobrinus. La actividad anti-
bacteriana del propdleo ha sido
estudiada por ciertos autores, sin
embargo, segun Bankova (3) y
Elaine (6) pocos estudios han
investigado esta actividad contra
patdgenos orales.

De lo antes mencionado, surgio
el propdsito del estudio, € cual fue
demostrar la actividad anti-
bacterianadel EEP enlosgruposde
estudiosque estuvieron conformados
por los cultivos de las cepas de S
mutans (ATCC 25175) y S. aureus
(ATCC 25923). La muestra del
estudio estuvo conformada por los
cultivos de las cepas de S mutans,
S aureusy el tamafio muestral fue
determinado en base a la prueba

Tabla 3. Evaluacion y comparacion del efecto antibacteriano del
propoleo a 10%, 30% y grupos control frente a Staphylococcus aureus

(ATCC 25923). Halo alas 24 horas.

Grupo Media Mediana Pruebat Shapiro- Prueba
Wilk deLevene

Propdleo 10%

Listerine® 9,95/0 9,95/0 p<0,001 0,454 0,002
Clorhexidina0,05% 9,95/11,6 9,95/11,6 p=0,010 0,714 0,003
Clorhexidina0,12% 9,95/13,9 9,95/14,0 p<0,001 0,702 0,006
Propdleo 30%

Listerine® 11,77/0 11,82/0 p<0,001 0,414 0,048
Clorhexidina0,05% 11,77/11,6 11,82/11,6 p=0,237 0,714 0,848
Clorhexidina0,12% 11,77/14,2 11,82/14,2 p<0,001 0,798 0,620

Tabla 4. Evaluacion y comparacion del efecto antibacteriano del
propoleo a 10%, 30% y grupos control frente a Sreptococcus mutans

(ATCC 25175). Halo alas 24 horas.

Grupo Media Mediana Pruebat Shapiro- Prueba
Wilk deLevene

Propdleo 10%

Listerine® 11,77/0  11,55/0 p<0,001 0,416 0,001
Clorhexidina0,05% 11,77/18,8 11,55/18,8 p=0,001 0,797 0,342
Clorhexidina0,12% 11,77/20,7 11,55/20,8 p<0,001 0,416 0,000
Propdleo 30%

Listerine® 11,57/0 11,4/0 p<0,001 0,734 0,060
Clorhexidina0,05% 11,77/18,8 11,4/18,8 p=0,001 0,797 0,295
Clorhexidina0,12% 11,77/20,7 11,4/20,8 p<0,001 0,734 0,038
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piloto donde se formaron cuatro
grupos experimentales, utilizando e
Método de Kirby-Bauer y la
medicion deloshalosdeinhibicion,
la actividad antimicrobiana fue
determinada por la formacion del
halo inhibitorio alrededor de los
discos medida mediante una regla
vernier, el cual, nos determind la
cantidad en milimetrosdel didmetro
del halo de inhibicion. Todos estos
procedimientos fueron realizados
por el investigador principal; sin
embargo, previamente se procedio
a verificar las mediciones de los
halos de inhibicion entre el
investigador principal y la
especidistaen microbiologia, paralo
cual se utilizd la prueba de
Coeficientede correlacionintraclase
(0,9) paradeterminar lacalibracién
interpersonal del investigador
principal.

El presente trabajo mostré que
el EEP a 30% tuvo una mayor
actividad antimicrobianain vitro que
el EEP a 10% frente a S aureus
(ATCC 25923) p=0,007. Unaposible
explicacion para que exista esta
diferenciaentre ambos EEP a 10%
y 30% serialaconcentracion, lacual
influye en sus respectivas
actividades antimicrobianas para
estacepautilizada. Sin embargo, tal
diferencia no pudo ser encontrada
entre el EEP a 10% y 30% frente
al S. mutans (ATCC 25175)
p=0,865.

Ademas, se evidencié que la
actividad antibacteriana del EEP al
10% y 30%, en comparacion a los
controles positivos, hubo diferencia
significativaante laclorhexidinaal
0,12%Yy antelaamoxicilina, tal vez
esto se debi6 a que estos controles
son altamente especificos para las
cepas utilizadas en el estudio, al
comparar estos resultados fueron
similares alos descritos por Soares
et al. (7) pero diferentes a los
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descritos por Eguizébal et al. (8)
quien encontré que el EEP mostro
mayor actividad antibacteriana que
laClorhexidina0,12%. Sinembargo,
en el presente estudio al anaizar y
comparar losresultados obtenidos se
encontr6 que la actividad
antibacteriana del EEP al 30%
contra el S. mutans fue superior
frente a listerine® (p<0,001), pero
menor antelaclorhexidinaa 0,05%,
a analizar y comparar losresultados
para el S. aureus se pudo apreciar
quelaaccion antibacterianadel EEP
al 30% fuemayor frented listerine®
p<0,001 y alcanzo en efectividad a
laclorhexidina 0,05% debido aque
no hubo diferencia entre ambas
(p=0,2112).

Al analizar y comparar los
resultados obteni dos se observé que
el EEP tiene una actividad
antibacteriana contra S. mutans y
el S aureusy estosfueron similares
a los descritos por Elaine et al.,
Popova et al., Cihangir et al.,
Fernandes et a., Fernandes et a.,
Gonsdleset a., AgradaSilvaet dl.,
Soares et al., Alencar et al.,
Yaghoubi et a., Muli et a.,Yi H et
al., Packer et al., Moreno et a. y
Equizéabal et al., quienes también
encontraron que el EEP tiene una
actividad antibacteriana, indepen-
dientemente del origen y de la
concentracion del EEP (6)(7)(9-21).

Por otro lado, a analizar los
resultados para todas las muestras
se evidencié una maxima accién
antibacteriana a las 24 horas de
incubacién comparandola con las
demés muestras, sin embargo, el
tiempo deexposicion delasbacterias
al propdleo es una variable
importante en la evaluacion de la
actividad antibacteriana frentea S
mutans y S. aureus. Ademas, al
evaluar laaccion antibacteriana del
EEP alas 48 horas, esta disminuye
en su capacidad para inhibir

microorganismos. Al analizar y
comparar estos resultados fueron
distintos a los mencionados por
Moreno et al. (19), quien encontré
que el extracto de propodleo
incrementaba su accion pasado las
48 horas. Segun Bankova (3) y
Farré (1) una posible explicacion
paraestosresultadosdiversosesque
la composicién del propdleo es
variable dependiendo delaregiony
estacion de la recoleccion.
Consecuentemente, la actividad de
los componentes no podriapresentar
€l mismo comportamiento.

Los EEP 10% y 30% empleados
en el presente estudio evidencian el
potencial de uso del EEP en la
estomatologia. Sin embargo, unade
las limitaciones del propdleo es su
variabilidad en composiciony accion
€como consecuencia de variaciones
en la flora de la region donde es
producido, pero de acuerdo con
Bankovaet al. (2002) (3), laaccién
antibacteriana siempre estara
presente porque es de vital
importancia como agente anti-
microbiano de las abejas,
independientemente de la region
donde el propdleo esproducido. Sin
embargo, segun Sforcin et a. (22),
en un reciente estudio, no encontrd
efectos diferentes debido a la
estacion de recoleccion en el
propoleo. Otra de las posibles
limitacionesen el uso del EEP seria
su toxicidad aunque no hay estudios
que afirmen o refuten su
biocompatibilidad en la
Estomatologia.

Deestamanera, a contrastar los
resultados obtenidos por los autores
mencionados con los del presente
trabaj o deinvestigacion se establece
laaccion antibacteriana del EEP, lo
que confirma la hipétesis,
encontrandose una relacion
significativa entre ambas. Por |o
antes expuesto, €l presente estudio

sirve como base para que
posteriormente se continte
ampliando | os conocimientos sobre
el propdleoy su uso potencial enla
prevencion y tratamiento de ciertas
patologiasdelacavidad oral. Por lo
tanto, la accién antibacteriana
observada del EEP sugiere como
importancia su uso como un
complemento en €l control deciertos
patdgenos orales.
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