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5. RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, del extracto etandlico del propoleo
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: El tipo de investigacion fue
experimental, cuantitativa, prospectiva, transversal, analitica: de nivel explicativo y
disefio experimental: experimento puro ; la poblacion estuvo conformada por cepas de
Streptococcus mutans, con una muestra de 16 placas Petri con agar sangre, donde se
cultivo la cepa bacteriana colocandose discos de papel Whatman N°1 embebidos con
extracto etanolico de propoleo al 25%,50%,75%,100%, asi como gluconato de
clorhexidina 0.12% como control positivo. Método de Kirby-Bauer. Para la lectura de
los halos de inhibicidn se utiliz6 una regla milimetrada. Resultados: Se observo el
promedio de halos de inhibicion para las distintas concentraciones, indicando que el
extracto del propdleo al 25% presentd un halo de inhibicion nula; el extracto al 50%
presentd un halo promedio de 8,63mm; el extracto al 75% un halo promedio de 9,56
mm, el extracto al 100% presentd un halo promedio de 13,75mm; el grupo control con
clorhexidina exhibié un halo de 15,31mm. Asimimo, al comparar los promedios de los
halos de inhibicion se encontré6 que existe una diferencia significativa entre las
concentraciones al 25, 50, 75 y 100%. Conclusion: El extracto etandlico del propoleo
al 100% mostrd efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans, siendo sensible]

segun la escala de Duraffourd.

Palabras clave: Antibacteriano, Propéleo, Streptococcus mutans



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial effect, in vitro, of the ethanolic extract of
propolis against Streptococcus mutans ATCC 25175. Methodology: The type of
research was experimental, quantitative, prospective, cross-sectional, analytical:
explanatory level and experimental design: pure experiment; The population consisted
of strains of Streptococcus mutans, with a sample of 16 Petri dishes with blood agar,
where the bacterial strain was cultivated by placing Whatman No. 1 paper discs soaked
with 25%, 50%, 75% ethanolic extract. ,100%, as well as 0.12% chlorhexidine
gluconate as a positive control. Kirby-Bauer method. A millimeter ruler was used to
read the inhibition halos. Results: The average inhibition halos were observed for the
different concentrations, indicating that the 25% propolis extract presented a null
inhibition halo; the 50% extract presented an average halo of 8.63mm; the 75% extract
had an average halo of 9.56 mm, the 100% extract presented an average halo of 13.75
mm; the control group with chlorhexidine exhibited a halo of 15.31mm. Likewise, when
comparing the averages of the inhibition halos, it was found that there is a significant
difference between the concentrations at 25, 50, 75 and 100%. Conclusion: The 100%
ethanolic extract of propolis showed an antibacterial effect against Streptococcus

mutans, being sensitive| according to the Duraffourd scale.

Keywords: Antibacterial, Propolis, Streptococcus mutans
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. Introduccion

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas orales mas frecuentes,
caracterizada por la destruccion de los tejidos duros del diente debido a la presencia de
acidos producidos por bacterias de la placa bacteriana, depositados en las superficies
dentales. La aparicion de caries esté influenciada con la dieta, el consumo de bebidas
azucaradas y habitos de higiene oral del huésped. La biopelicula dental dominada por
microorganismos constituye un factor de virulencia para la caries dental. Si no es tratada
la caries dental puede provocar pulpitis, gingivitis e incluso la pérdida de dientes.!?

El género Streptococcus representa una gran proporcion de todos los microorganismos
supragingivales presentes en las biopeliculas orales, el Streptococcus mutans es uno de
los patdégenos que desempefia un papel clave en la etiologia de la caries dental humana
y las infecciones periimplantarias.EIl Streptococcus mutans habita en la biopelicula de
la placa puede fermentar rapidamente varios carbohidratos, producir grandes cantidades
de &cido, disminuir el pH local y causar fracturas locales del tejido duro y caries
patoldgicas. Son microorganismos cocos Gram+ acondicionados en redes diminutas de
4 a 6 cocos, los cuales miden de 0.5 a 0.8um de diametro.*?

La Apiterapia es la materia que estudia el cuidado de la salud, tratamiento y alivio de
las enfermedades mediante la adquisicion y empleo de productos derivados de la
colmena de las abejas con fines terapéuticos y preventivos.?

El propoleo es un elemento complejo de procedencia vegetal que producen las abejas a
partir del acopio de resinas elaboradas en algunos arboles, por ende, la constitucion del
propbleo cambia de acuerdo a la region, época de cosecha, entorno ecologico y las
especies vegetales de las cuales se extraen las resinas. Las abejas revisten las paredes

internas de sus colmenas con una fina capa de propoleo con el objetivo de reparar o



proteger la colmena de invasores; dado que el prop6leo es una sustancia embalsamadora,
responsable de la baja incidencia de bacterias dentro de la colmena. La accion
bactericida que se le asigna al propodleo es debido a la abundancia y al tipo de
compuestos fendlicos que lo conforman, los cuales estan representados por las agliconas
de flavonoides, &cidos fendlicos o sus ésteres, ya que muchos flavonoides son conocidos
por conferir resistencia frente al ataque de microorganismos. Los flavonoides han
demostrado tener las mayores propiedades antimicrobianas contra Streptococcus
mutans, debido a su disposicidn de inhibir las glucosiltransferasas, asimismo, evita la
sintesis de glucanos y pueden influir en la composicion quimica y microbiana de la placa
dental 3#

Para prevenir la caries dental hay diferentes estrategias, como una correcta higiene oral,
el uso de productos que contienen xilitol y un adecuado porcentaje de fllor, asi como
también el consumo de sal fluorada y reducir el consumo de carbohidratos, para ello se
estd proponiendo la busqueda de agentes naturales con el objetivo de comprobar su
efectividad frente a Streptococcus mutans y otras bacterias precursoras de la caries
dental. El Per( es un pais con una gran diversidad de recursos naturales dentro de los
cuales podemos resaltar el propoleo que es una resina elaborada por las abejas la cual
es obtenida de los brotes de las flores, plantas, arbustos y que es empleada para la
proteccion de las colmenas.’

A nivel mundial, Dziedzic A, et al 1° efectuaron un estudio titulado efecto antibacteriano
del propdleo polaco frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus, concluyendo que
existe una influencia inhibidora positiva del extracto etandlico de prop6leo polaco frente
al crecimiento de microorganismos orales; mientras que en un estudio realizado por

Ghada A et al * encontrd que los valores de CMI del propdleo de Nueva Zelanda fueron



inferiores a los valores de CMI del propdleo Egipcio, lo que demuestra que el propoleo

de Nueva Zelanda posee un mayor efecto antimicrobiano.

Un estudio realizado en Per( por Checalla J, Sanchez M. (Tacna, 2021) evidencio6 que
el EEP mostr6 efecto antibacteriano frente a S. mutans; sin embargo, fue inferior al

compararlo con clorhexidina al 0,12 %.

De acuerdo a lo descrito, se planted el siguiente problema ¢Cudl es el efecto
antibacteriano, in vitro, del extracto, etanolico del propdleo frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo - 2021?; cuyo objetivo general es : Evaluar el efecto
antibacteriano, in vitro, del extracto etandlico del propoleo frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo — 2021; y sus objetivos especificos: Determinar la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida del propéleo

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo — 2021.

El presente trabajo tiene importancia tedrica porque permitid determinar el efecto
antimicrobiano del propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans y del mismo modo,
sirve como fuente de informacion para futuras investigaciones, en el aspecto social
beneficia a los pacientes, ya que este tipo de estudios contribuyen a la utilizacion de
productos naturales como agentes prometedores para el control de la placa dental y la

caries, incluido el efecto cariostatico.

La metodologia fue experimental, cuantitativa, prospectiva, transversal, analitica; de
nivel explicativo; la poblacion estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans,
con una muestra de 16 placas Petri con agar sangre, donde se cultivo la cepa bacteriana
situando discos de papel Whatman N°1 impregnados con extracto etandlico de propoleo

al 25%,50%,75%,100 %,asi como gluconato de clorhexidina 0.12% como control



positivo. Se utilizé el método de Kirby-Bauer. Midiendo los halos de inhibicién con una
regla milimetrada. Al comparar los promedios de los halos de inhibicion se encontr6
que existe una diferencia significativa entre las concentraciones al 25% y 100%.
Concluyendo que el extracto etanolico del propoleo al 100% mostrd efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans, siendo sensible segin la escala de

Duraffourd.

El presente trabajo consta de los siguientes capitulos: Introduccion, revision de la
literatura , planteamiento de una hipétesis, metodologia se hace una revision de tipo,
nivel, disefio, poblacién y muestra, los resultados se presentan en resultados de la
investigacion, analisis de los resultados y culminando con las conclusiones y

recomendaciones.



1. REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Antecedentes
Internacionales

Yuan J, Wengin Y, Yuyang G, Qian W, Wang F, Hongzhuan X.” (China, 2022).
Realizaron un estudio titulado “Actividades del aceite esencial de propdleo del
adlamo chino contra Streptococcus mutans.” Objetivo: Determinar las
propiedades antibacterianas del aceite esencial de propdleo chino contra
Streptococcus mutans. Metodologia: Experimental, prospectivo, analitico y
transversal. Resultados: Indicaron que PEO inhibia significativamente a S.
mutans. El valor de PEO (24,5mm) fue mayor que el de gentamicina (22,5 mm),
ampicilina (11,0mm) y vancomicina (8,5mm). Los valores de CMI y CMB de
PEO contra S. mutans fueron 0,625 y 1,8 uLL/mL, respectivamente. Conclusion:
El aceite esencial de propdleo (PEO) tiene una excelente actividad antibacteriana
contra S. mutans, el cual inhibe la viabilidad celular dentro de la biopelicula, al
disminuir el total de biomasas de la biopelicula y al destruir la estructura de la
biopelicula. También notamos que la PEO reduce la adherencia bacteriana,
reduciendo la produccion de polisacéridos extracelulares al inhibir la actividad
de los GTF. Ademés, la PEO no tuvo citotoxicidad en las células orales

normales.



Hegde K, Bhat S, Rao A, Sain, S.8 (India, 2018) Desarrollaron un estudio titulado
“Efecto del propdleo en los recuentos de Streptococcus mutans”. Objetivo:
Evaluar la accién antibacteriana del propoleo sobre la concentracién
de Streptococcus mutans colonizadores de la cavidad bucal de los nifios.
Metodologia: Experimental, prospectivo, transversal y analitico. Se recolectd
saliva de treinta nifios en dos momentos: antes de usar el producto, 1 hora
después del enjuague: realizaron los enjuagues, sin otras modificaciones en sus
habitos de higiene bucal y dietéticos. Resultados: Hubo una reduccion en el
recuento de Streptococcus mutans en comparacion con las muestras obtenidas al
inicio. Se observaron reducciones significativas al final de 1 hora. El resultado
fue estadisticamente significativo. No hubo efectos secundarios en los tejidos
blandos y duros de la boca. Conclusién: El propoéleo posee actividad
antimicrobiana in vivo contra Streptococcus mutans presente en la cavidad oral

y podria ser utilizado como medida para prevenir la caries dental.

Airen B, Sarkar P, Tomar U, Bishen K.° (India, 2018) Realizaron un estudio
titulado “Efecto antibacteriano del propdleo derivado de la region tribal sobre
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus”. Objetivo: Determinar la
actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de propoleos (EEP) y el
extracto acuoso de propdleos contra dos patdgenos orales cariogénicos:
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus. Metodologia: Experimental,
prospectivo, analitico y transversal. El propoleo se obtuvo de colmenas en la
region de Jhabua de la India. Los extractos etandlicos y acuosos se prepararon a
concentraciones de 5% y 20% peso/volumen (p/v). Para apoyar los resultados,

se utilizd un control positivo (clorhexidina 0,2%) y un control negativo (agua



destilada) Resultados: Mostraron que las concentraciones al 5% y 20%, fueron
eficaces contra S. mutans y L. acidophilus. La mayor actividad antibacteriana
fue con clorhexidina (0,2%) con zonas medias de inhibicion de 13,9mm y
15,1mm frente a S. mutans y L. acidophilus. Conclusion: El propéleo extraido
de las regiones tribales de Jhabua posee eficacia antibacteriana contra S. mutans

y L. acidophilus.

Dziedzic A, Kubina R, Wojtyczka R, Kabata A, Tanasiewicz M, Morawiec T.1°
(Polonia, 2013). Realizaron un estudio titulado “Efecto antibacteriano de
propdleo Polaco frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus”. Objetivo:
Determinar las propiedades antibacterianas del extracto etanélico de propéleo,
recolectado en Polonia, contra las principales bacterias cariogénicas:
Streptococcus mutans 'y Lactobacillus. Metodologia: Experimental,
prospectivo, analitico y transversal . Para el aislamiento de las bacterias
Streptococcus mutans y Lactobacillus se realizd mediante deslizamiento de
inmersion de bacterias CRT. Se utilizo el método de difusion de caldo y ensayo
Alamar Blue para evaluar la actividad antimicrobiana de EEP, con la estimacion
de su concentracion inhibitoria minima y concentracion bactericida minima.
Resultados: Se encontro que los valores medios de CMI y CMB de EEP, en
concentraciones que varian de 25 mg/ ml a 0.025 mg/ mL, para SM y LB fueron
1.10 mg / mL versus 0.7 mg / mL y 9.01 mg / ml versus 591 mg / mL,
respectivamente. Conclusion: Existe una influencia inhibidora positiva del
extracto etandlico de propdleo polaco con respecto al crecimiento de
microorganismos orales. El efecto antibacteriano del propoleo parece ser una

representacion de la actividad sinérgica de los polifendlicos y otros ingredientes



organicos. Las medidas locales, por ejemplo, pastillas y enjuagues bucales que
contengan propdleos, serian agentes prometedores para el control de la placa

dental y la caries, incluido el efecto cariostatico.

Ghada A, Imana 1.1}(Egipto, 2012) Realizaron un estudio titulado “Comparacion
del efecto antimicrobiano del propoleo Egipcio frente al propdleo de Nueva
Zelanda sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus en saliva” Objetivo:
Evaluar el efecto antimicrobiano del propdleo Egipcio frente al propdleo de
Nueva Zelanda sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus en saliva.
Metodologia: Experimental, longitudinal, prospectivo y comparativo. Las cepas
utilizadas para el experimento se aislaron de 12 pacientes que tenian un alto
indice de caries. Las propiedades antimicrobianas de los dos tipos de propdleos
y sus fracciones en Streptococcus mutans y Lactobacillus se examinaron por
separado determinando la concentracion inhibitoria minima (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB). Se obtuvieron doce aislados clinicos
de la saliva recolectada de todos los pacientes, uno (Streptococcus mutans y
Lactobacillus) de cada paciente, para las pruebas de susceptibilidad.
Resultados: Los valores de CMI del propoleo de Nueva Zelanda fueron mas
bajos que los valores de CMI del propoleo Egipcio, lo que indica que el propdleo
de Nueva Zelanda y las fracciones de hexano (H-fr) en general tenian efectos
antimicrobianos maés fuertes. Ademas, su accion antimicrobiana fue mayor sobre
S. mutans que sobre Lactobacillus. Conclusion: La fraccion de hexano de
propéleo comercial de Nueva Zelanda tuvo la accion antimicrobiana mas fuerte.
La EEP tuvo un efecto antimicrobiano mas potente sobre S. mutans que sobre

Lactobacillus.



Leitdo D, Filho A, Polizello A, Bastos J, Spadaro A.*?(Brasil, 2004) Realizaron
un estudio titulado “Evaluacion comparativa de los efectos in vitro de los
extractos de propoleo verde brasilefio y Baccharis dracunculifolia sobre los
factores cariogénicos de Streptococcus mutans”. Objetivo: Evaluar los efectos
in vitro de los extractos de propoleo verde brasilefio y Baccharis dracunculifolia
sobre los factores cariogénicos de Streptococcus mutans. Metodologia:
Experimental, longitudinal, prospectivo y comparativo. Los efectos inhibidores
de los extractos sobre la produccion de &cido bacteriano se evaluaron mediante
la medicion potenciométrica del pH de suspensiones bacterianas tratadas con
concentraciones seriadas de ambos extractos. Resultados: Ambos extractos
produjeron un efecto bacteriostatico sobre cultivos de S. mutans a una
concentracion de 0,40 mg / ml. Valores inhibidores estimados de extractos de
enjuague foliar de propdleo verde y Bd sobre la sintesis de glucanos insolubles
(IC 50= 12,9 y 25,0 ug / ml, respectivamente) y los glucanos solubles (IC 50 =
50,4 y 49,1 pg / ml, respectivamente) no fueron significativamente diferentes
entre si en p <0,05. Conclusion: El enjuague de hojas de Bd y los extractos de
prop6leo verde tienen efectos inhibidores similares sobre los factores
cariogénicos de S. mutans lo que permite sugerir que las hojas de Bd pueden ser

una fuente potencial de productos farmacéuticos empleados para este proposito.



Nacionales

Checalla J, Sanchez M.*(Tacna, 2021) Realizaron un estudio titulado
“Caracterizacion Quimica y Actividad Antibacteriana in vitro de un extracto
etanolico de propoleo peruano frente a Streptococcus mutans”. Objetivo:
Caracterizar quimicamente un extracto etanolico de propéleo peruano y evaluar
su actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans. Metodologia:
Experimental, prospectiva, transversal y analitica. La actividad antibacteriana se
realizd mediante la prueba de difusion en disco sobre medio Brain Heart infusion
agar (BHA) inoculado con S. mutans ATCC 25175, se empled clorhexidina
(CHX) al 0,12 % como control positivo.Se realiz6 la medicion de los halos de
inhibicién con un compés Vernier. Resultados: Todas las concentraciones del
EEP presentaron actividad antibacteriana frente al S. mutans (25 %= 17,582 +
2,578 mm; 50 % = 16,906 + 1,892 mm; 75 % = 16,881 + 2,013 mm; 100 % =
17,201 + 1,305 mm); sin embargo, fueron menores al compararlos con CHX al
0,12 % (24,543 £ 2,486 mm) (p<0,05). Segun la escala de Duraffourd, S. mutans
fue sensible (+) y muy sensible (++) para todas las concentraciones del EEP,
mientras que para CHX al 0,12 % fue sumamente sensible (+++) (p<0,05).
Conclusion: Las diversas concentraciones de EEP peruano presentaron
actividad antibacteriana significativa, considerada como sensible y muy sensible

frente a S. mutans.

Obando M.*(Trujillo, 2021) Realizé un estudio titulado “Efecto antibacteriano,
in vitro, de tres métodos de recoleccion de extractos etanolicos de propéleo sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 ”.Objetivo: Determinar el efecto

antibacteriano, in vitro, de tres métodos de recoleccidn de extractos etandlicos



de propdleo sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia:
Prospectivo, transversal, comparativo, analitico, experimental. Se realiz6 5
repeticiones para cada tipo de recoleccion y concentracién por cada tipo de
recoleccion, se enfrentaron concentraciones al 5%, 10% y 30% con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante la técnica de Kirby — Bauer.
Resultados: Encontré diferencia altamente significativa (p< 0.01) a la
concentracion de 30% entre el método de raspado con espatula metélica y
raspado con espéatula plastica. Este ultimo método presentd el mayor halo de
inhibicion (1.28cm ) Conclusion: El método de raspado con espétula tiene

mayor efecto antibacteriano.

Millones P.* (Lima, 2021) Realiz6 un estudio titulado “Efecto antibacteriano de
propoleos peruanos y accién de una fraccién metandlica sobre un biofilm in vitro
de Streptococcus gordonii y Fusobacterium nucleatum.” Objetivo: Evaluar el
efecto antibacteriano del propoleo peruano y la accién de una fraccion
metandlica sobre un biofilm in vitro de Streptococcus gordonii ATCC 51656 y
Fusobacterium nucleatum ATCC 10953.Metodologia: Experimental,
longitudinal, prospectivo, analitico. Se recolectaron 13 propoleos de los andes
peruanos y se evaluaron midiendo su efecto antibacteriano sobre cepas de S.
gordonii y F. nucleatum a través de halos de inhibicion. Se usaron clorhexidina
y DMSO como controles, se evalué la citotoxicidad del propoleo sobre lineas
celulares HGF-1-ATCC CRL-2014 mediante técnicas colorimétricas de
bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolio y densidad Optica
Resultados: Se encontré que la muestra de propodleos de Oxapampa presento

efecto antibacteriano sobre las dos cepas estudiadas, en extractos crudos,



fracciones cloroférmicas, fraccion butandlica y metandlica. La concentracion
inhibitoria minima de 0,78 mg/mL de la fraccion metandlica del residuo
cloroférmico del propoleo de Oxapampa no resultd toxica sobre los fibroblastos
gingivales. Concentraciones de 0.78 mg/mL y 1,563 mg/mL de la fraccion
metanolica del residuo cloroférmico de propéleos de Oxapampa influyeron en
el espesor del biofilm y nimero de copias del gen srtA de S. gordonii y gen radD
de F. nucleatum a las 120 horas. Conclusion: De los 13 propoleos peruanos, se
encontrd que la fraccion metandlica del residuo cloroférmico del propoleo de
Oxapampa presentd efecto antibacteriano in vitro sobre S. gordonnii y F.

nucleatum y efecto sobre el espesor del biofilm.

Cayo C, Cervantes L.*(Lima, 2020) Llevaron a cabo un estudio
titulado““Actividad antibacteriana de Camellia sinensis comparada con propdleo
frente al Streptococcus mutans.” Objetivo: Evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etanolico de té verde (Camellia sinensis) al
10% y 20% comparado con el extracto etandlico de propoleo al 10% y 20%,
frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Metodologia: Experimental, longitudinal, prospectivo y comparativo. La
muestra estuvo constituida por 90 discos de difusion y 15 discos embebidos en
té verde (Camellia sinensis) o propdleo a diferentes concentraciones,
clorhexidina acuosa al 0,12 % y agua destilada. Resultados: El ancho maximo
de halo inhibitorio logrado por clorhexidina acuosa al 0,12 %, extracto etanolico
de té verde (Camellia sinensis) al 20% y extracto etandlico de propdleo al 20%
fue a las 24 h con valores de 10,64 mm £ 0,924 mm, 6,82 mm + 0,982 mm y

8,36 mm £ 1,286 mm, respectivamente. El extracto etanolico de té verde



(Camellia sinensis) al 20%, presentd diferencias estadisticamente significativas
respecto al extracto etanolico de propoleo al 20%, tanto a las 24 h (p= 0,013),
como a las 48 h (p= 0,011). Conclusion: Frente al crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), el extracto etanolico de propéleo al 20%
presenta mayor actividad antibacteriana respecto al extracto etanolico de té verde
(Camellia sinensis) al 10% y 20%, actividad que disminuye con el paso del

tiempo.

Talavera J.}(Arequipa, 2018) Realiz6 un estudio titulado“efecto antibacteriano
del propdleo peruano sobre Streptococcus mutans ATCC 35668”.0Objetivo:
Determinar la accién antibacteriana del extracto etanélico del propdleo peruano
(EEPP) producido en la ciudad de Arequipa. Metodologia: Experimental,
transversal, prospectivo, analitico, mediante el método de difusion en placa se
uso las cepas Streptococcus mutans ATCC 35668, para enfrentarlo a la solucién
madre con una concentracion de“50gr/100ml”relacion p/v del EEP. Resultados:
La C.M.l. y la C.MB. encontrandose resultados positivos en diluciones de 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100% comparandola con el testigo clorhexidina al
0,05%. Se determind que la accion antibacteriana del EEP contra S. mutans
muestra una tendencia de actividad inversamente proporcional a su
concentracion, tal accion antibacteriana en las diluciones de 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% y 100% es significativa. Conclusion: EI EEP en solucién madre
al 100% tiene una mejor accion antibacteriana contra S. mutans y presento un
promedio de halo inhibitorio de 16.13mm frente al S. mutans, demostrando una

sensibilidad intermedia.



Mayta F, Sacsaquispe S.'® (Oxapampa,2010) Realizaron un estudio titulado
“Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo
de Oxapampa — Per0 sobre cultivos de Streptococcus mutans y Staphylococcus
aureus. Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
propdleo de Oxapampa — Peru frente a Streptococcus mutans y Staphylococcus
aureus.  Metodologia: Experimental, longitudinal, prospectiva, estuvo
conformada por 16 cultivos de las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Resultados: Se determin6 que para el
S. aureus, el EEP al 30% presentd mayor eficacia con una media de
11,77mm=0,19 y se encontrd que las dos concentraciones de propéleo a las 24 'y
48 horas mostraron diferencia significativa p = 0,007. Ademas, se determind que
para el S. mutans, tanto el EEP al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron
diferencia significativa. Conclusion: EI EEP al 30% tuvo mayor efecto
antibacteriano que listerine contra el S. mutans p < 0,001 e igual en efectividad

que la clorhexidina 0,05% frente al S. aureus.

Eguizdbal M, Moromi H.!° (Pasco, 2010) Realizaron un estudio titulado
actividad antibacteriana in vitro del extracto etanélico de propoleo peruano sobre
Streptococcus mutans y Lactobacillus. Objetivo: Determinar la accion
antibacteriana del extracto etanolico del prop6leo peruano proveniente del valle
de Oxapampa. Metodologia: Experimental, longitudinal, prospectivo, analitico.
Se uso cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 y Lactobacillus casei ATCC
393, para enfrentarlas a las soluciones: 20 y 30% y compararlas a los testigos
Clorhexidina 0,12% y alcohol 70%. Resultados: La accion antibacteriana del

EEP contra S. mutans muestra una mayor tendencia de actividad inversamente



proporcional a su concentracion, que en el caso del L. casei; tal accion
antibacteriana en las concentraciones 20 y 30 % es significativa en comparacion
al testigo negativo; asi mismo la accién contra S. mutans es mayor que en L.
casei; siendo significativas en las concentraciones de 0,8 y 20 % ; y también la
accion antibacteriana del EEPP al 0,8 % es mayor que la accién de la
Clorhexidina, tanto para S. mutans y L. casei. Conclusion: EI EEP en solucion
al 0,8 % tiene una mejor accién antibacteriana contra S. mutans y L. casei que

la Clorhexidina al 0,12 %.



2.2 Bases Tedricas
Caries Dental

Es un desarrollo patolégico complejo de origen infeccioso y transmisible que
altera las estructuras dentales y se caracteriza por presentar un desequilibrio
bioquimico que, de no ser revertido a favor de los factores de resistencia, puede

proceder a la cavitacion y deformacion del complejo dentino pulpar.t?

En la actualidad la caries dental constituye la enfermedad mas comun en el ser
humano. Existen algunos componentes de la ecologia oral que pueden favorecer
su desarrollo tales como caracteristicas del tejido adamantino, papel de la saliva
en el medio oral y el papel relevante del consumo de carbohidratos que pueden

predisponer la aparicion de caries dental.l?
Etiologia

La aparicion de caries esta intimamente asociada con el microbioma y la dieta,
como el consumo de alimentos y bebidas azucaradas , habitos de higiene bucal
del huesped. La biopelicula dental dominada por microorganismos constituye un
factor de virulencia para la caries dental. Se han propuesto varios prototipos para
argumentar la posible etiologia de la caries dental, como la triada de
Keyes,donde se explica la probable relacion causal de la existencia de
microorganismos determinados como el grupo de Streptococcus mutans,

Lactobacillus en la placa dental e incidencia de la caries dental.®

Por ende, la etiologia de la caries dental es explicada mediante un gréfico de
Venn sencillo, que consta de tres circunferencias, donde dos circunferencias

simbolizan la dieta, la placa dental o carga microbiana y la ultima circunferencia



representa al huésped la interseccién de estas tres circunferencias simboliza la
caries dental. Finalmente, se agregd una cuarta circunferencia que representa al
tiempo, la cual explica la duracion de la interaccion de las circunferencias
anteriores. La placa dental y la dieta son interdependientes entre si en la causa
de la caries dental de manera opuesta, la tercera circunferencia que simboliza al
hospedero actia como medio para la interaccion de estos factores dichos
microorganismos especificos estan vinculados con el inicio y posterior
progresion de la caries dental. El Streptococcus mutans y Lactobacillus tienen
un vinculo importante para el inicio y progreso de la caries dental, donde los
sustratos para estos microorganismos son los carbohidratos fermentables y el
depdsito de carbohidratos producidos por bacterias en la biopelicula. Asi mismo
que las bacterias metabolizan estos sustratos, van a formar &cido lactico, el cual
unido con los factores del huésped va a disminuir el coeficiente del oxigeno a
nivel local, lo que origina la progresion de la caries dental. Los ciclos reiterados
de produccion de é&cidos van a dar como consecuencia la disolucion

microscopica de los tejidos duros del diente y finalmente la cavitacion.®
Streptococcus mutans

Es un microorganismo cuyo ambiente natural es la cavidad oral, se clasifica
como bacteria Gram+ anaerobia facultativa, la cual estd asociada en el inicio y
desarrollo de la caries dental, se extiende en un habitat con un PH bajo,
metaboliza azUcares y sintetiza acidos, elabora polisacaridos extracelulares para
proveer de sustancias celulares para la adhesion a las caras libres de los dientes,

asimismo para generar polisacaridos intracelulares para su metabolismo. El



objetivo principal del S. mutans es la formacion de la biopelicula dental, fijacion

para sintetizar glucanos lo que permitira la lisis del esmalte.’
Factores de virulencia

Son aquellas caracteristicas propias de cada microorganismo que lo hacen
patdgeno. En el caso del Streptococcus mutans, los mas involucrados en la

produccion de caries son:®

Acidogenicidad: El Streptococcus mutans fermenta los azlcares de la dieta para
producir acido lactico como resultado final del metabolismo. Esto origina que

descienda el pH y se desmineralice el esmalte dental.

Aciduricidad: Es la capacidad que adquiere el microorganismo para elaborar

acido en un medio con un PH bajo.

Acidofilicidad: EIl Streptococcus mutans puede resistir la acidez del medio

bombeando protones (H +) afuera de la célula.

Sintesis de glucanos y fructanos: Mediante enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas, se producen polimeros como glucano y fructano, a partir
de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a unirse al

diente y ser usado como reserva de nutrientes

Sintesis de polisacaridos intracelulares. Como el glucogeno: sirven como
depdsito alimenticio y mantienen la produccion de acido durante periodos largos,

aun en ausencia de consumo de azlcar.®



Propoleo

La palabra Propolis se deriva del griego pro (en defensa de) y polis (la ciudad)
lo que significa en defensa de la ciudad. El propoleo es un concentrado resinoso
que presenta un color verde o en ocasiones adopta un color que se asemeja al
negro que va a ser recolectado por las abejas de las yemas y revestimientos de
algunos arboles, el cual es mezclado con cera. Las abejas recubren las paredes
internas de sus colmenas con una fina capa de propoleo con el objetivo de
restaurar o proteger la colmena de invasores; ya que el propoleo es un
concentrado embalsamador, el cual es responsable del descenso de la incidencia

de bacterias dentro de la colmena.’4

El propdleo es una sustancia resinosa constituida por una aleacién de diversas
partes de plantas y particulas producidas por las abejas. El propdleo es
considerado una fuente esencial de particulas bioactivas con caracteristicas
farmacoldgicas, entre las que podemos mencionar su caracteristica
antimicrobiana, actividad antiinflamatoria, antiparasitaria. EIl prop6leo puede ser
de distintos origenes, a pesar de que pueden presentar caracteristicas similares,
su composicion quimica puede variar por el lugar de origen, el tiempo en el cual
fue recolectado, asi como el método utilizado para su recoleccién, la dieta de las

abejas, influyendo de esta manera en el efecto antibacteriano.*

El propdleo se constituye aproximadamente de 50 -55% de resinas y balsamos
de 30-40% de cera y un 10-15 de aceites esenciales y 5% de polen y 5% de
minerales, dentro de sus componentes podemos indicar que posee compuestos

fenolicos, flavonas, flavonoides, isoflavonas en un 50% las cuales van a refrenar



bacterias y hongos. Por ello se le atribuye la eficacia antibacteriana del propéleo
a los flavonoides presentes, el cual puede variar segln la zona en la cual es
recolectada por las abejas, donde su mecanismo de accion antibacteriana esta
dado por la inhibicion de la division celular, interrupcion del ADN,
desorganizacion de la membrana citoplasmatica e inhibicion de la sintesis de la
pared celular, lo cual va a generar una bacteridlisis parcial e inhibiendo la sintesis

proteica.*

El mecanismo antimicrobiano del propoleo es complejo y es otorgado al
sinergismo entre algunos de sus compuestos, como flavonoides, &cidos
aromaticos, acidos grasos, ésteres, hidroxiacidos, entre otros compuestos
fendlicos presentes en su configuracion. Por ende, el propoleo es considerado un

producto natural de procedencia mixta, vegetal y animal.>#
Implicaciones del Propdleo:

La eficacia antimicrobiana de los extractos depende del solvente empleado, la
procedencia del propoleo y la especie bacteriana estudiada, donde los extractos
etandlicos son los méas efectivos. La composicion quimica del propdleo indica
que los componentes farmacoldgicos activos mas relevantes son los flavonoides
y compuestos fenolicos, aromaticos, entre los cuales se encuentra la apigenina
(flavonoides) y terpenoides los cuales han demostrado tener las mayores
cualidades antimicrobianas contra Streptococcus mutans, demostrando su
aptitud de impedir las glucosiltransferasas y la sintesis de glucanos los cuales

pueden influir en la composicion quimica y microbiana de la placa dental .’



Obtencion del propdleo en el apiario:

Hay que estimar que la cantidad de propdleo que elabora una colmena obedecera
a la etnia de la abeja, asi como de su lugar geogréafico. Se ha considerado que las
colmenas situadas en bosques o en los margenes de los rios contienen mas
propdleo que las situadas en zonas llanas. La cantidad promedio que puede
producir una colmena en un afio fluctda entre los 150 y los 300 gramos. Las
abejas van a propolizar durante todo el afio, pero al término del verano y otofio
son las de mayor valor. El apicultor debera recolectar el propoleo pasado el
invierno, pero también podemos estimar otra forma de obtencion, la que consiste
en ubicar sobre los cuadros de la colmena una rejilla de pléstico que rdpidamente
sera propolizada por las abejas, donde podemos obtener el propéleo facilmente

mediante un raspado.?



I11. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion

El extracto etandlico del propdleo posee efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo - 2021.

Hipdtesis Nula(Ho)

El extracto etandlico del propdleo no posee efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo - 2021.

Hipotesis alterna (H a)

El extracto etanolico del propdleo tiene efecto antibacteriano frente a Streptococcus

mutans ATCC 25175, Trujillo — 2021



IV. METODOLOGIA

4.1 Disefio de la investigacién

Tipo de investigacion

Segun la intervencion del investigador: Experimental

Fidias G. Arias.?! (2015) Es un proceso que consiste en someter a un objeto o
grupo de individuos, a determinadas condiciones, estimulos o tratamiento
(variable independiente), para observar los efectos o reacciones que se

producen (variable dependiente).

Segun el enfoque de la investigacion: Cuantitativa

Hernandez, Fernandez y Baptista?® (2015) Se utiliza la recoleccion de datos
para probar hipdtesis, con base en la medicion numérica y el analisis
estadistico, para establecer patrones de comportamiento y probar teorias,

ademas sefialan que este enfoque es secuencial y probatorio.

Segun planificacion de la toma de datos es : Prospectiva

Hernandez, Fernandez y Baptista®! (2015) Toda la informacidn se recogera, de
acuerdo con los criterios del investigador y para los fines especificos de la

investigacion, después de la planeacion de esta.



Segln el nimero de ocasiones en que se mide la variable de estudio es:

Transversal

Hernandez, Fernandez y Baptista?!(2015) Todas las variables son medidas en
una sola ocasion; por ello de realizar alguna comparacion, se trata de muestras

independientes.
Segun el nimero de muestras a estudiar es: Analitica

Fidias G. Arias.?? (2015) Son aquellos que retinen condiciones adecuadas para
evaluar hipétesis y responder al porqué de los fendmenos de salud vy

enfermedad.
Nivel de la investigacion.
Explicativo

Hernandez, Fernandez y Baptista?1?%(2014) Esta investigacion esta dirigida a

responder a las causas de los eventos, sucesos y fendmenos fisicos o sociales.

Disefio de la investigacion

Experimental: Experimento Puro

Fidias G. Arias.??(2015) En estos estudios el investigador comprueba los
efectos de una intervencion especifica, en este caso el investigador tiene un
papel activo, pues lleva a cabo una intervencion. Donde someten a grupos de
individuos u objetos a determinadas condiciones o estimulos, con el propésito

de observar los efectos que se producen. Se controlan las variables.



4.2 Poblacion y muestra
Poblacion de estudio
Estuvo constituida por cultivos de cepas de Streptococcus mutans del
Laboratorio de la Facultad De Medicina De La Universidad Nacional De

Trujillo (UNT), teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

Los criterios de seleccion:

Criterios de inclusién

Cepa bacteriana de Streptococcus mutans debe ser identificada

fenotipicamente por un método automatizado como el Microscan.

Criterios de exclusion

Halos de inhibicién no muy claros, o con contaminacion microbiana

Cepas con evidencia de contaminacién microbiana.

Muestra

Estuvo conformada por un total de 80 repeticiones divididas en 5 grupos de 16
repeticiones para cada concentracion al 25,50,75,100%, gluconato de

clorhexidina al 0.12%.

Unidad de Andlisis

La unidad de analisis estuvo constituida por 16 placas petri sembradas con 100

ML de suspension bacteriana de Streptococcus mutans.



Calculo del numero de duplicados de unidades de ensayo

El nimero de duplicados para cada ensayo se determiné aplicando la siguiente
formula estadistica que es aplicable en investigaciones experimentales para

determinar el nUmero minimo de observaciones, duplicados y repeticiones.

Empleando la formula para el tamafio de muestra, comparar medias, dada por:

2
2(2a+2) §°
__\ 2

(%1 — %)’

Donde:

n = tamafo de muestra necesario para cada grupo.

Z 2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un a = 0.05

Zp = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un 3 = 0.20

S =1.01 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no haber informacion
sobre los valores paramétricos en estudios similares.

Reemplazando obtenemos: n = 16 repeticiones

La muestra estuvo conformada por n= 16 repeticiones por cada

concentracion



4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion conceptual Definicion Indicador Tipode | Escala Valor
Independiente operacional variable
Sustancia muy
Extracto concentrada que se Preparacion liquida a base Solucién
etandlico de obtiene de una planta, de etanol y propodleo, a diluida Cuantitativa | De Concentracion
propoleo semilla por diversos diferentes concentraciones: Mg/ml razén | 25%,50%,75%,100%
procedimientos.* 25%,50%,75%,100%
Variable Definicion conceptual Definicion Indicador Tipo de Escala Valor
Dependiente operacional variable
Capacidad de inhibir el Diametro Halos de inhibiciéon
Efecto crecimiento bacteriano Determinacion de la de los mm
antibacteriano | de streptococcus mutans |  capacidad inhibitoria o halosde | Cualitativa | Ordinal | Resistente o nula (-): <
sobre por la presencia de antibacteriana de diferentes | inhibicion: 6=8mm
Streptococcus diferentes concentraciones del mm / Sensible (+): >8mm < 1
mutans concentraciones de extracto etanolico Escala de 4mm
extracto de propéleo.* propdleo. 2 Duraffourd Muy sensible
(++): >14 <20mm
Sumamente sensible
(+++): >20mm




4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica
Observacion
Instrumento
Regla milimetrada: La cual se utilizé para registrar la informacion necesaria
para la investigacion. La informacion obtenida se registrd en una ficha de
recoleccion de datos, su aplicacion fue de facil uso, la cual fue elaborada por

la investigadora.(Anexo 02)

Procedimiento para el ambiente de trabajo

Se solicit6 la autorizacion y permiso para poder ejecutar la investigacion en la

Direccién de la Escuela Profesional de Odontologia - Sede Trujillo (Anexo 01)

Con la autorizacion se solicito el permiso a la coordinadora de la seccion de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UNT y la coordinadora de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNT para poder

desarrollar la investigacion.

De la obtencion del propdleo en el apiario

La recoleccion fue realizada mediante el empleo de rejillas que optimizaron el
proceso y garantizaron la obtencidén de un producto exento de impurezas y
contaminantes. Utilizamos el uso de mallas matrizadas plasticas con espacios
de 4,5 mm. fabricadas especificamente para el almacenamiento de propéleo;
estas fueron utilizadas sobre los cabezales de los cuadros debajo de la entre

tapa de la colmena. Después de un periodo de tiempo prolongado (de 1 a 6



meses), las rejillas fueron retiradas de la colmena y se reemplazaron por otra

limpia.2*
De la remocion y transporte

Para extraer el propoleo de las rejillas con facilidad, se introdujeron en un
congelador, después de una hora en su interior, se sacudieron sobre una
superficie dura para que se desprenda, ya que al congelarse se vuelve muy
quebradizo. Con las rejillas, se obtuvo el propbleo de mejor calidad y mas puro,

ademas arrastré muy pocas impurezas

El propdleo por ser un producto delicado, fue conservado en frascos de vidrio
estériles y para su conservacion estuvo a una temperatura ambiente de 15 °C,
se embalo menos de un kilogramo para facilitar su analisis posterior. La
temperatura de conservacion idonea es 15 °C, a mas de 20 °C comienza a

desactivarse y permite la reproduccion de algunos parasitos.?
De la Recoleccion de la muestra de propoleo

El propoleo fue recolectado del distrito de Condebamba, Provincia de
Cajabamba, region Cajamarca. Esta localidad se encuentra ubicada a 2000
m.s.n.m. La recoleccion se realiz6 mediante el entrampado, ya que nos ofrece

mejor calidad y menos contaminacion de la muestra.?®

El transporte del prop6leo desde el lugar de recoleccion hacia el Laboratorio
de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, se realiz6 en frascos de vidrio estériles para evitar la

contaminacion de las muestras.



De la elaboracion del extracto Etandlico del Propdleo

Antes de preparar los extractos, se procedio a eliminar las impurezas visibles

que se encuentren en el propoleo, tales como partes de abejas, restos vegetales.

Las muestras de propdleo en bruto fueron fraccionadas en trozos de 2 cm
aproximadamente y colocadas en refrigeracion a 0 °C por 24 horas para

solidificarlas. Luego, se trituraron los trozos en un mortero.>2

Se pesaron 150 g de propdleo, y se colocaron en un balén de fondo plano de 1
litro de capacidad, luego se agregd 200 ml de etanol de 70° y se llevé a reflujo
por espacio de 2 horas. Transcurrido el tiempo se procedi6 a filtrar al vacio
con papel de filtro Whatman N° 2 y se concentrd los extractos en una rota vapor
a presion reducida a una temperatura de 40° C. El solido obtenido se sometio6 a
secado en estufa a 70 °C durante 2 horas, para obtener el denominado extracto
blando total. A partir de este extracto blando se prepar6 las concentraciones de
25%, 50%, 75%,100% disueltos en etanol de 70°. Cada una de las
concentraciones fueron colocadas en frascos estériles de vidrio de color &mbar

y se llevd a refrigerar a 4 °C hasta su posterior evaluacion microbioldgica.?

Obtencidn del cultivo puro Streptococcus mutans ATCC 25175

El cultivo puro de Streptococcus mutans, se obtuvo del cepario de la Seccion
de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Trujillo (cepa procedente y estandarizada como Streptococcus mutans ATCC

25175).



Preparacion del indculo

Las cepas se cultivaron en tubos de ensayo con tapa rosca; los cuales contenian
el medio agar Mueller Hinton, se incubaron a 37 °C con el fin de obtener
colonias jovenes. Las cepas se diluyeron en tubos con caldo peptonado estéril,
hasta que se obtuvo una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 de la escala de
McFarland (1.5x108 UFC/mI). Los tubos que contenian las bacterias fueron
girados verticalmente sobre su eje longitudinal aproximadamente durante 30
segundos hasta observar un liquido homogéneo, con el fin de distribuir los
microorganismos antes de proceder al sembrado.?’

Sembrado

Los hisopos estériles fueron embebidos con la cepa previamente preparada de
S. mutans y se usaron para sembrar en cada Placa de Petri con Agar Mueller
Hinton a una distancia de 10cm de la llama del mechero. Se distribuyeron
uniformemente, sobre toda la superficie del agar y se giraron cada placa a 30
grados por 10 veces aproximadamente. Posteriormente, las placas Petri se
incubaron a 37° por 24 horas.?’

De la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI):

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mediante la técnica
de macrodilucion en caldo de tioglicolato, con el fin de enfrentar la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175 con concentraciones del extracto etanolico
del Propdleo a 25%, 50%, 75% y 100%. Teniendo el indculo bacteriano y los
extractos etanolicos listos, se inici6 el proceso de determinacion de la CMI,

procediendo a colocar 0.2ml del in6culo de la macrodilucién en caldo en cada



uno de los 5 tubos de ensayo de 15 x 100mm, para luego afiadir 0.4ml de
extracto etanolico en sus diferentes concentraciones.?’

Terminado el tiempo de incubacion, se realizé la siembra, para ello se tomé en
una jeringa estéril 0.1 ml de muestra de cada uno de los tubos, colocandola en
las placas Petri preparadas con agar soya para luego ser extendida por todas las
superficies del agar con ayuda de la espatula Drigalsky, previamente
esterilizada. Este procedimiento permitié que la bacteria crezca en toda la
extension de la placa. Todo el procedimiento se llevd a cabo dentro del
didmetro de 10cm de la Ilama de un mechero. Las placas sembradas se llevaron
a una jarra de Gaspak para el proceso de micro anaerobiosis. Luego, se incub6
en una estufa 37° C por 24 horas. Tras el periodo de incubacion se examinaron
cada una de placas.?’

La Concentracion Minima Inhibitoria es la concentracion méas baja de un
agente antimicrobiano requerida para inhibir el crecimiento de un

microorganismo.

La placa con la concentracion en la cual se encontro 0 UFC, se consideré como

Concentracion Minima Bactericida.

El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del propéleo se evalud
siguiendo el procedimiento descrito por Sakha et al.?’ (2018); el mismo que
corresponde al método de difusion en discos a base a los fundamentos descritos
Kirby-Bauer; conocido también como el test de susceptibilidad. Se prepararon
discos de papel de filtro Whatman N°1 de 6 mm de didmetro previamente, los
cuales fueron sumergidos dentro de cada una de las diluciones del extracto

etanolico de propdleo (concentraciones de 25%, 50% ,75, 100%), luego con



una aguja estéril estos se colocaron sobre los cultivos de S. mutans en placas
de Petri con Agar Mueller Hinton; se usaron 4 discos por placa. Paralelamente,
se realiz6 la determinacion de la susceptibilidad de los controles para S.mutans.
Posteriormente las placas Petri se incubaron a 37° por 24 horas. Todo el
procedimiento se llevd a cabo dentro del didmetro de 10 cm de la Ilama del
mechero. Pasado este tiempo se realizo la lectura de resultados. Se midieron
los halos de inhibicion, incluyendo el area del disco de papel de filtro con una
pinza vernier.?’

Lectura de resultados:

La lectura de los halos de inhibicion producidos se registré en milimetros, para
ello se utiliz6 una regla milimetrada, teniendo en cuenta la escala de Duraffourd
(escala utilizada para la determinacion cualitativa del efecto inhibitorio in vitro,
segun diametro de inhibicidn, que considera que la sensibilidad es determinada

por un didmetro superior de 8mm), con las respectivas especificaciones.?

CONDICION DIAMETRO EN MM
Resistente o nula : (-) <6 =8mm

Sensible: (+) >8mm < 14mm

Muy sensible: (++) >14 < 20mm

Sumamente sensible: (+++) > 20mm




4.5 Plan de analisis

La informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue digitada e
ingresada en una base de datos en el programa ofiméatico Excel 2019; donde se
organizo, codifico y tabul6; para luego ser exportados al software estadistico
SPSS v26 donde utilizando la estadistica descriptiva, se realiz6 las medidas de
tendencia central y dispersion para variables cuantitativas ,asimismo se utilizo
diagramas sectoriales y de barras, mediante el analisis univariado.

Se realizo la prueba de normalidad que verificd que las muestras provienen de
una poblacion con distribucion no normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Se utilizd la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis con un nivel de

significancia del 5%.



4.6 Matriz de Consistencia

EFECTO ANTIBACTERIANO, IN VITRO, DEL EXTRACTO, ETANOLICO DEL PROPOLEO

FRENTE A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, TRUJILLO - 2021

ENUNCIADO OBJETIVOS DE LA HIPOTESIS METODOLOGIA
DEL INVESTIGACION
PROBLEMA
Objetivo general: Evaluar El presente trabajo es una investigacion
Cual es el efecto antibacteriano, in vitro, del El extracto cuantitativa de nivel explicativo, transversal
efecto extracto etandlico del propdleo etanolico del analitica, prospectiva. Disefio: Experimenta
antibacteriano, frente a Streptococcus mutans propéleo Experimento puro.

in vitro, del
extracto

etandlico del
propoleo frente
a Streptococcus
mutans ATCC
25175, Trujillo-

2021.

ATCC 25175, Trujillo-2021.
Objetivos Especificos

1. Determinar la concentracion
minima inhibitoria del
propdleo frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo
—2021.

2. Determinar la concentracion
minima bactericida del
propdleo frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo-
2021.

posee efecto

antibacteriano
frente a

Streptococcus
mutans
ATCC
25175,

Trujillo-2021

Poblacion: Estuvo constituida por

cepas de Streptococcus mutans ATCC 2517
Trujillo-2021 del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina d
la UNT.

Muestra: Estuvo conformada por un total de
80 repeticiones divididas en 5 grupos de 16
repeticiones para cada concentracion al
25,50,75,100% , gluconato de clorhexidina
0.12%




4.7 Principios éticos

La presente investigacion considerd, los principios éticos del cédigo de ética

para la investigacion de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.

Beneficencia y no maleficencia. - Toda investigacion debe tener un balance
riesgo-beneficio positivo y justificado, para asegurar el cuidado de la vida y el
bienestar de las personas que participan en la investigacion. En ese sentido, la
conducta del investigador debe responder a las siguientes reglas generales: no

causar dafo, disminuir los posibles efectos adversos y maximizar los beneficios.

Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad. Toda investigacion
debe respetar la dignidad de los animales, el cuidado del medio ambiente y las
plantas, por encima de los fines cientificos; y se deben tomar medidas para evitar
dafios y planificar acciones para disminuir los efectos adversos y tomar medidas

para evitar dafios.

Justicia. El investigador debe anteponer la justicia y el bien comun antes que el
interés personal. Asi como, ejercer un juicio razonable y asegurarse que las
limitaciones de su conocimiento o capacidades, 0 sesgos, no den lugar a practicas
injustas.

Integridad cientifica. El investigador (estudiantes, egresado, docentes, no
docente) tiene que evitar el engafio en todos los aspectos de la investigacion;
evaluar y declarar los dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar
a quienes participan en una investigacion. Asimismo, el investigador debe
proceder con rigor cientifico, asegurando la validez de sus métodos, fuentes y

datos.%



V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1: Evaluacion del efecto antibacteriano, in vitro, del extracto etanolico

del propoleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Concentracion N Media Des,\n.auon Sig. (p)*
tipica
25% 16 0.00 0.00
50% 16 8.63 0.50
75% 16 9.56 0.51 0.000
100% 16 13.75 0.68
Control 16 15.31 0.48

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.
*Prueba de Kruskal Wallis

15.31

13.75

0.00

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 1

Grafico 1: Evaluacion del efecto antibacteriano, in vitro, del extracto etanolico
del propoleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Interpretacion: El EEP al 25% sobre Streptococcus mutans present6 un halo
de inhibicion nula, al 50% presentd un halo de 8,6mm; al 75% mostro un halo
de 9,56 mm y con mayor medida el extracto al 100% mostré un halo de
13,75mm; para el grupo control con clorhexidina present6 un halo de 15,31mm.
Mediante la prueba no paramétrica Kruskal wallis, se obtuvo p = 0.000 < 0.05,
de ello podemos indicar que existe una diferencia significativa entre las

concentraciones en la investigacion.



Tabla 2: Prueba Post hoc Duncan, Comparacion del efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico del propdleo frente a Streptococcus mutans ATCC

25175, Trujillo -2021.

Subconjunto para alfa = 0.05

Concentracion N
1 2 3 4 5

25% 16 0.00

50% 16 8.63
75% 16 9.56

100% 16 13.75

Control 16 15.31
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Interpretacion:
Se observa mediante la prueba de Duncan con un nivel de significancia del

5% que existe una diferencia significativa entre las concentraciones al

25,50,75,100% y con el grupo control con clorhexidina .



Tabla 3: Concentracion minima inhibitoria del propdleo frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Concentracion 50%

Media 8.63
Desviacion tipica 0.50
N 16

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

Concentracién 50%

[N
=]

8.63

o BN W R U N W

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 3

Grafico 3: Concentracion minima inhibitoria del propoleo frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Interpretacion: La Concentracion minima inhibitoria del propéleo frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021, fue la concentracion al
50%, ya que presentd una medida de halo promedio de 8.63mm, siendo la
concentracion méas baja que limitd el crecimiento bacteriano , siendo este

sensible segun la escala de Duraffourd.



Tabla 4: Concentracion minima bactericida del propéleo frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Concentracion 100%

Media 13.75
Desviacion tipica 0.68
N 16

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

Concentracién 100%
16

13.75

14

12

10

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 4

Gréfico 4: Concentracion minima bactericida del propoleo frente a

Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Interpretacion: La concentracién minima bactericida del propoleo frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021, fue la concentracion al
100%, ya que present6 una medida de halo promedio de 13.75mm, siendo la
concentracion mas efectiva observandose que a mayor concentracion se
produjo un mayor efecto antibacteriano, siendo este sensible segun la escala

de Duraffourd.



5.2 Analisis de resultados

En el presente estudio se buscé evaluar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico del propoleo sobre cepas de Streptococcus mutans al comparar los
promedios de los halos de inhibicion se encontrd que el extracto del propéleo
al 50%,75%,100% presentaron efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus mutans,enfatizando que al 100% obtuvo mayor promedio de
halo 13.75mm determinando que, a mayor concentracion del extracto mayor es
el efecto antibacteriano. Tal como es indicado por Talavera R.Y" (Arequipa ,
2018) quien busco determinar la accion antibacteriana del extracto etanolico
del propdleo peruano, obteniendo la C.M.I. y la C.M.B. concluyendo que la
esencia del propdleo en solucion al 100% tiene accidn antibacteriana contra S.
mutans y presento un promedio de halo de inhibicion de 16. 13mm lo que nos
indica que fue sumamente sensible. Lo que concuerda con el estudio realizado
por Hegde S8 (India, 2013) quién indic6 que en un total del 90% de las muestras
hubo una reduccion en la carga bacteriana. En el 6,6% no hubo unidades
formadoras de colonias, concluyendo que el propdleo tiene accion
antimicrobiana contra S. mutans presente en la cavidad oral y podria usarse
como una alternativa para la prevencion de la caries dental. Dichos resultados
podrian atribuirse a la presencia de los flavonoides y flavonas que se
encuentran en el propéleo lo que le atribuye la propiedad antimicrobiana los
cuales han demostrado su aptitud de impedir las glucosiltransferasas y la
sintesis de glucanos los cuales pueden influir en la composicion quimica y
microbiana de la placa dental, lo que concuerda con el estudio realizado por

Yuan J, et al 7 (China, 2022) el cual menciona que el extracto etandlico de



propdleo actla inhibiendo la viabilidad celular dentro de Ila
biopelicula,disminuyendo el total de biomasas y reduciendo la produccién de

polisacéridos extracelulares.

En un estudio realizado por Checalla J*3 (Tacna, 2021) se evidencio que todas
las concentraciones de la esencia de propoleo presentaron actividad
antibacteriana significativa frente a S. mutans; pero fueron menores al ser
comparados con la chorhexidina. Lo que discrepa con los resultados
conseguidos en la presente investigacién, ya que en la concentracion al 25%
mostré una sensibilidad nula. En un estudio de Mayta F*® (Lima , 2010) se
evalué la eficacia antibacteriana del propéleo, sobre la superficie bacteriana,
en los cuales midieron los halos de inhibicion, donde la esencia etandlica de
propdleo en la concentracion del 30% presentd mayor eficacia antimicrobiana
frente al S. mutans con un halo de inhibicién de 11,77mm. Lo que discrepa con
los resultados conseguidos en la presente investigacion, donde la esencia
etanolica de propdleo en la concentracion del 100% tuvo mayor efecto
antibacteriano, ya que se registro un halo de inhibicion de 13.75mm, resaltando
que existe una diferencia significativa. Dicha variacion puede explicarse ya que
la composicion quimica del propoleo varia segun el lugar de origen, dieta de
las abejas, el tiempo en el cual fue recolectado, asi como el método utilizado
para su recoleccion Recomiendo realizar mas trabajos de investigacion sobre
el extracto estudiado, porque se demostrd que posee efecto antibacteriano en

la concentracién al 100%.



V1. Conclusiones

1. El extracto etandlico del propdleo al 100% presentd efecto antibacteriano
frente a Streptococcus mutans ATCC-25175, Trujillo -2021, siendo éste sensible
segun la escala de Duraffourd.

2. La concentracion minima inhibitoria del propoleo frente a Streptococcus
mutans ATCC-25175, Trujillo -2021, fue al 50%, ya que fue la concentracion mas
baja que limito el crecimiento bacteriano, siendo éste sensible segun la escala de
Duraffourd.

3. La concentracion minima bactericida del propéleo frente a Streptococcus
mutans ATCC-25175, Trujillo -2021, fue al 100%, ya que fue la concentracion
capaz de destruir el 99.9 % de un in6culo, siendo éste sensible segln la escala de

Duraffourd.



VI1Il. Recomendaciones

1. Se recomienda al coordinador de Escuela Profesional de Odontologia- Sede
Trujillo, seguir realizando investigaciones in vitro con productos derivados de
las abejas, para promover la busqueda de productos naturales para la prevencion
y tratamiento de muchas enfermedades en nuestro campo profesional.

2. Se recomienda se incorpore como linea de investigacion la evaluacion del
efecto antibacteriano in vitro del propdleo frente a microorganismos de la
cavidad oral.

3. Se recomienda seguir desarrollando investigaciones para promover el
tratamiento de patologias de la cavidad oral mediante la utilizacion de productos
derivados de las colmenas de las abejas.

4. Se recomienda desarrollar investigaciones para determinar la prevencion de
enfermedades bucales mediante el uso de productos naturales.

5. Se recomienda seguir realizando estudios para determinar la composicion

activa del propdleo.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FILIAL TRUJILLO
CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, 11 de mayo del 2021

Sra. (Srta)

Dra. ELVA MEJIA DELGADO.

Coordinadora de la seccion de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UNT.
Presente

De mi especial consideracion:

Es grato dingime a usked para saludarla muy cordialmente en mi condicion de
Coordinador d¢ Camera de la Escucla Profesional de Odontologia de la
Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote Filial Trujillo. Siendo ¢l motivo
de la presente manifestarle que, en ¢l marco del cumplimiento cumricular de la
Carrera Profesional de Odontologia, nuestra alumna, REYES RENGIFO, Marnitza
Violeta; debe llevar a cabo ¢l desarrollo de su proyecto de tesis, titulado “Efecto
antibacteriano, in vitro, del extracto, etanolico del propoleo frente a streptococcus
mutans ATCC 25175."  Asi mismo para realizar ¢l presente trabajo se ha
scleccionado su prestigiosa institucion, por lo que se solicita ¢l apoyo a nuestro

alumno para pueda ejecutar con toda nomalidad su proyecto de tesis.

Es propicia la oportunidad, para reiterarle las muestras de mi especial
consideracion y estima personal,

Atentamente

7'-;:.':\". bm“‘ﬂ‘
ied
. Calle Aguamaring N*161 - 165 . Urb. San Inés - Trulio - Periy
Teddfonos: (044) 600 569 / 600 568
Cel: 044 425 768
www uladech edu pe




LINIVENSIA D CATOLE A Lo AMHLIs
CHIBIGT]

FILIAL TEUFLLD
CARRFRA FROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, 13 de mayo dal 2021
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CONSTANCIA DE APOYO EN ASESORIA

o, Elva Manuela Mejia Delgado, docante prncipsl, a tiempo completo, con codigo
UNT: 3147 del Departamento Ciencias Basicas y Coordinadora de |la Seccion de
Microbiclogia de ks Facultad de Medicina de la Universidsd Nacional de Trugillo.

CERTIFICO:

Estar apoyando en la realizacion del Proyecio de Tesis titulsda: “Efecio
antiacteriano, in vitro, del extracio, etandlico del propdleo frente a Sfrepfococous
mufans ATCC 251753 7, cuyo autor es: REYES REMGIFO, Maritza Vicleta de |a
Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catdlics Los Angsles de

Chambote Filial Trujillo. Por lo cual se ke bdndara el apoyo necesario posible en la

Seccion de Microbiologia de la Universidad Macional de Trujillo.

Se sxpide la presente para los fines comespondientss,

Trugillo, 28 de mayo del 2021



CONSTANCIA

Yo, Marild Roxana Soto Vasquez, docente de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con nimero de colegiatura N°
06952.

Mediante la presente dejo constancia de estar colaborando en la preparacion del
extracto etandlico de propdleo a las concentraciones de 25%, 50%,75% y 100%,
en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Nacional de Trujillo, a la alumna Maritza Violeta Reyes Rengifo,
de la Escuela Profesional de Odontologia de la Facultad de Ciencias de la Salud
de laUniversidad Catélica los Angeles de Chimbote.

Asimismo, la preparacion de estos extractos, sera utilizada para la ejecucion de
la tesis titulada: Efecto antibacteriano, in vitro del extracto etandlico del
propoleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 - Trujillo 2021.

Se expide esta constancia, a solicitud del interesado, para los fines que estime
pertinentes.
Trujillo 21 de mayo del 2021.

e, //
mn./o SOTO VASQUEZ

Y Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioguimica
Laboratorio de Farmacognosia
Universidad Nacional de Trujillo
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UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

EFECTO ANTIBACTERIANO, IN VITRO, DEL
EXTRACTO ETANOLICO DEL PROPOLEO
FRENTE A STREPTOCOCCUS MUTANS 25175,

Nombre del operador:

Nombre del extracto:

ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

TRUJILLO-2021”

Nombre del microorganismo:

Porcentaje que presenta efecto antibacteriano

Grupo control

Fecha:

PROPOLEO

CEPAS

MEDICION DE
HALOS DE
INHIBICION

GRUPO
CONTROL

Fuente: Elaboracion propia de la investigadora.




FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del operador: Eevas Benpifo Mantza Vieleta Facha:13/052021
Nombre del extracto: Extracto Etanclico de Propdlac
Nombre del microorganizmo: Streptococcus Mutans ATTC 23173

Porcentaje que prezenta efecto antibacteriano: 10050

Grupo control : Clorheoding 0.12%

FEOPOLED CEPAS MEDICION DE GELUPO
HAILOSDE CONTEOL
INHIBICION
11 halos de 1 3mm
Concentracion 23% Streptococous mutans | Resistente 3 halos da 16 num
10 halos de S
Concentraciom 0% Streptococous mutans | 6 halos da Smm
9 halos de 10mam
Concentrazion 73% Streptococous mutans | 7 halos da Smm
2 halos de 13mam
Concentracion 100%: Streptococous mutans | 6 halos da 13mm
£ halos de 14mm

Dztos obtemdos en el Espactrofotometro

concentracion Medicion del halo
de mhibicion
Concentracion 23% 0.43
Concentracion 30% 0.78
Concentracidn 73% 0.83
Comcentracidn 100%4 0.58

I - o rermr




ANEXO 3

PRUEBA DE NORMALIDAD

Prueba de normalidad, Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto

etanolico del propdleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

Concentracion - Halos de inhibicion (mm)
Repeticiones

25% 50% 75% 100% Control
1 0 9 10 15 15
2 0 9 9 13 15
3 0 8 9 15 15
4 0 8 10 14 15
5 0 9 9 14 16
6 0 9 10 14 15
7 0 8 10 14 16
8 0 9 9 13 15
9 0 9 9 13 15
10 0 8 10 13 16
11 0 9 10 14 15
12 0 8 10 13 15
13 0 9 10 14 16
14 0 8 9 14 15
15 0 9 9 14 15
16 0 9 10 13 16
Promedio 0.00 8.63 9.56 13.75 15.31
p (sig.) * 0.000 0.00 0.002 0.000
Prueba No No No No No

Shapiro-Wilk  Normalidad Normalidad Normalidad Normalidad  Normalidad

Interpretacion: Al tener menos de 30 datos por cada grupo, es recomendable usar la
prueba de normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la distribucion normal de los
datos, de donde observamos que los datos presentan una distribucién no normal, es
decir con una significancia menor a 0.05 (p < 0.05).

Con lo cual podemos concluir, en general los datos no presentan una distribucién

normal, es decir se hara uso de pruebas no paramétricas.



Criterio para determinar la normalidad
P-valor > 0.05 Aceptar HO = Los datos provienen de una distribucién normal.
P-valor < 0.05 Aceptar H1 = Los datos provienen de una distribucion no normal.

Grafico de normalidad, Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico del propdleo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.
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Grafico Q-Q normal de data

para cod= 75%
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CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Tabla 1: Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico del propoleo
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

ciggqrzggs Gl cu';/lderg![?ca F Sig.
Entre grupos 2285.675 4 571.42 2364.49 0.000
Dentro de grupos 18.125 75 0.24
Total 2303.800 79

Fuente: Analisis ANOVA SPSSV.26

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente.
Nivel de significancia 0. =0.05

Se presupuso igualada de varianzas para el anélisis.
Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Tratamiento 4 Extracto etandlico del propdleo al 25%, 50%, 75%, 100%

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust.  ValorF Valor p
Tratamiento 4 2285.675 571.42 2364.49 0.000

Error 75 18.125 0.24

Total 79 2303.800

Resumen del Modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
1.8872 73.89% 72.65% 71.96%
Medias
Grupos de tratamiento N Media Desv. Est. IC de 95%
25% 16 0.00 0.00 (0.00 - 0.00)
50% 16 8.63 0.50 (8.36 - 8.89)
75% 16 9.56 0.51 (9.29-9.84)

100% 16 13.75 0.68 (13.39 - 14.11)



El andlisis de varianza muestra como resultado que existe una diferencia significativa
(p=0.000) entre el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del propoleo al 25%,
50%, 75%, 100% frente a Streptococcus mutans ATCC25175, Trujillo -2021.

Gréfico 1: Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del prop6leo
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo -2021.

T137s

8

25% 50% 75% 100%

Extracto

Fuente: Analisis ANOVA SPSSV.26



FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO

ANEXO 4

PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PROPOLEO

o |
Pesando 500 g de prop6leo

Fotografial.

Fotografia 2. Propéleo colocado
en refrigeracion a 0° C por 24 h.

Fotografia 4. 500 g de
polvo de propéleo

Fotografia 5. Colocando 500g de polvo de
propdleo en un frasco + 2000 mL de etanol
96°, llevando a extraer con agitacion x 48 h.

Fotografia 3.
Trituracion del
propéleo en un mortero.

Fotografia 6. Filtracién
del extracto etandlico de
prop6leo con papel de filtro
Whatman N° 40.

Fotografia 7. Extracto
etandlico de prop6leo
filtrado.

Fotografia 9.
Extracto etandlico
seco de propéleo.

Fotografia 8. Evaporacion del
solvente etanol del extracto
etandlico de propéleo en el
rotaevaporador.

10.

Fotografia
Preparacion de los
extractos etandlicos de
propéleo en una fiola de 10
mL.

1).25%, 2). 50% y 3)75%

y 4) 100%

Fotografia 11. Extractos
etanolicos de propoleo
colocados en frascos de vidrio
de color &mbar de
concentraciones de 25%,50%,
75% y 100%, listos para ser
ensayados.




FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO

Activacion e incubacion de placas y aplicacion del extracto etandlico del propdleo




Lectura de placas




Determinar laCMI Y CMB
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