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RESUMEN

La presente investigacion fue de tipo experimental-comparativa, de enfoque cuantitativo,
observacional in vitro, prospectiva, analitica y longitudinal, cuyo objetivo principal fue:
Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de propéleo (EEP) e hipoclorito
de sodio (NaClO) frente a cepas aisladas de Enterococcus faecalis a partir de dientes con
necrosis pulpar, la muestra se conformd de 08 placas Petri con cepas bacterianas de
cultivos puros de Enterococcus faecalis a partir de las cuales se conformé 4 grupos para
la aplicacion del principio activo. Se preparo6 el EEP mediante el método de macerado, se
filtré y diluyo a concentraciones deseadas (30%, 70% y 100%), luego se aislo la bacteria,
se cultivaron las cepas y se identifico la especie faecalis, al obtener la cantidad de cepas
deseadas se realizaron las pruebas de sensibilidad empleando el EEP 30%, 70% y 100%
e NaClO 4%, realizado el antibiograma se procedio a incubar para los controles de lectura
de placas a las 12, 24, 48 y 72 horas. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente
empleando la prueba de ANOVA y Post Hoc. Los resultados obtenidos denotaron que el
NaClO 4% generd mayor efecto antimicrobiano frente a E. faecalis seguido del EEP 30%,
mientras que el EEP 70% y EEP 100% no presentaron diferencias significativas en el
efecto generado, por tanto, se concluye que el EEP si genera efecto antimicrobiano, pero

no supera al efecto generado por NaClO frente a Enterococcus faecalis.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano, Enterococcus faecalis, extracto etandlico de
propoleo, hipoclorito de sodio.
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ABSTRAC

The present investigation was of an experimental-comparative type, with a quantitative
approach, observational in vitro, prospective, analytical and longitudinal, whose main
objective was: To evaluate the antimicrobial effect of the ethanolic extract of propolis
(EEP) and sodium hypochlorite (NaClO) against isolated strains of Enterococcus faecalis
from teeth with pulp necrosis, the sample was made up of 08 Petri dishes with bacterial
strains of pure cultures of Enterococcus faecalis from which 4 groups were formed for
the application of the active principle. The EEP was prepared by the maceration method,
filtered and diluted to the desired concentrations (30%, 70% and 100%), then the
bacterium was isolated, the strains were cultivated and the faecalis species was identified,
obtaining the amount of Desired strains, sensitivity tests were carried out using 30%, 70%
and 100% EEP and 4% NaClO. Once the antibiogram was carried out, we proceeded to
incubate for the plate reading controls at 12, 24, 48 and 72 hours. The data obtained were
statistically analyzed using the ANOVA and Post Hoc test. The results obtained denoted
that 4% NaClO generated a greater antimicrobial effect against E. faecalis followed by
30% EEP, while 70% EEP and 100% EEP did not present significant differences in the
effect generated, therefore it is concluded that EEP if it generates an antimicrobial effect

but does not exceed the effect generated by NaClO against Enterococcus. faecalis.

Keywords: Antimicrobial effect, Enterococcus faecalis, ethanolic extract of propolis,
sodium hypochlorite.
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INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades de la cavidad oral tienen una gran prevalencia a
nivel mundial, la caries dental y las patologias pulpares que se producen a raiz de
la misma son enfermedades que no distingue ni género ni edad ya que la gran
mayoria de las personas a padecido de ellas al menos una vez durante toda su vida.
(OMS, 2020). Los procesos cariosos se generan por el desequilibrio en la carga
microbiana bucal a partir de la cual se desencadenan patologias pulpares, segun la
clasificacion de la AAE del 2009 hace mencién que en una patologia como la
necrosis de la pulpa existe la muerte del tejido pulpar, de tal manera que las pruebas
de vitalidad pulpar marcan como negativas, por ello existe ausencia de dolor y
sensibilidad a excepcion de algunas piezas multirradiculares que vagamente
podrian presentar fibras nerviosas que conduzcan leves impulsos sensoriales, se
evidencia un cambio de color a nivel de la corona tornandose al paso del tiempo de
color opaca (parda), podria presentar en algunos casos exposicion pulpar en los que
se evidencie visiblemente algin conducto radicular en contacto con la cavidad bucal

directamente (como se cit6 en Sagfiay, 2020)

La especialidad de endodoncia en la actualidad ha cobrado gran relevancia ya que
nos permite realizar el diagndstico, prondstico y tratamiento de estas afecciones
pulpares gracias a la eliminacion de los microorganismos causantes de la infeccion,
restos pulpares, material inorganico mediante técnicas de instrumentacion y
preparacion biomecanica del conducto radicular las cuales se acompafian de la
irrigacion con sustancias que poseen capacidad antimicrobiana para posteriormente
sellar el conducto radicular previamente preparado con una sustancia biocompatible

de esta forma mantener la pieza dentaria en boca.

Desde mucho tiempo es de conocimiento que la infeccion y muerte del tejido pulpar
se ocasiona por la exposicion y presencia de microorganismos y germenes en la
cavidad pulpar, hecho que se fundamenta en los estudios realizados por Kakehashi
(1965) quien realiz6 un experimento que consistia en realizar una cavidad que
comprometiera la pulpa en molares de ratas, a un grupo se le realizo cavidades que
comprometieran la pulpa y se mantuvieron expuestas pero sin contacto con
microbiota contaminada y en otro grupo estas cavidades fueron expuestas a una
carga microbiana proveniente de la cavidad bucal de otros ratones, Kakehashi pudo

observar que en las cavidades expuestas pero sin contacto con microorganismos

16



bacterianos la pulpa conservaba su vitalidad caso contrario sucedié en las cavidades
expuestas a cargas microbianas en las que se observo una diseminacion de un
proceso infeccioso por todo el conducto radicular generando un cuadro de necrosis
pulpary lesiones periapicales, que eran evidentes clinicamente y radiograficamente,
este estudio como muchos otros evidencian la relacion que existe entre el desarrollo
de las patologias pulpares y la presencia de microorganismos dentro del conducto
radicular. (Como se cito en Castro 2018). Debido a estos estudios se determina que
mientras exista un dafio pulpar mas pronunciado y evidente la existencia de

bacterias anaerobias sera méas prevalente en las necrosis pulpares.

La necrosis pupar se define como la ausencia de sensibilidad en el nervio o la
muerte del mismo que puede ser parcial o total, esta patologia se desencadena a
partir de una afectacion primaria de la pulpa a causa de la presencia y colonizacion
de bacterias debido a un desequilibrio dentro del microbiota oral normal

acompariada por la acumulacion de detritus alimenticios. (Vilchis, et al 2018).

Aquellos microorganismos que se encuentran de forma libre dentro de los
conductos radiculares se consideran méas sencillos al momento de su eliminacion en
un tratamiento de conductos, mientras que los que logran formar adherencia en las
paredes dentinarias se consideran con mayor dificultad para su remocion por ello la
utilizacion de sustancias irrigantes que generen efecto antimicrobiano es de vital

importancia (Avila, et.al 2017).

A lo largo del tiempo diversos estudios se han enfocado en la determinacion de los
microorganismos que son los causantes de las patologias pulpares como necrosis
pulpar o periodontitis apical, en los que se ha encontrado que los microorganismos
causantes de dichas patologias pueden estar solos o formando asociaciones dentro
del conducto radicular motivo por el cual su eliminacién resulta de mayor
complejidad. Los microorganismos que se encuentran dentro del conducto radicular
por un proceso de inflamacion y necrosis de los tejidos pulpares suelen ser en su
mayoria microorganismos anaerdbicos facultativos entre los cuales encontramos a
los del género Streptococcus spp, Enterococcus spp, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella nigrescens, Porphyrormonas endodontalis y Porphyrormonas
gingivallis. (Lopez, et al 2017). De este grupo de bacterias presentes en el conducto

radicular se considera al género Enterococcus con su especie faecalis como aquel
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patdgeno que es el causante de las infecciones pulpares, produciendo infeccion
dentro del conducto radicular o fuera de él afectando a los tejidos periapicales,
ademas se considera a este microorganismo como una de las bacterias con mas
resistencia a los agentes quimicos que se emplean para la desinfeccion de los

conductos radiculares en un tratamiento endodéntico. (Alghamdi 2020)

Los Enterococcus faecalis son bacterias patogenas que segun su forma se
encuentran dispuestos en cocos formando cadenas cortas, segun su tincion son gram
positivos, tienen la capacidad de adaptarse y sobrevivir en medios con ausencia de
oxigeno de alli su denominacion de anaerébicas facultativas. (Alghamdi 2020). Se
encuentran en su mayoria dentro del tracto gastrointestinal siendo esta su habitat
natural, durante la eliminacion de las sustancias de desecho llegan hasta el tracto
genital, se presume que de alli a traveés de la contaminacion con las manos,
alimentos e higiene deficiente llegan a formar parte de la microbiota de la cavidad
bucal de tal manera que cuando hay exposicion pulpar en las piezas dentarias este
microorganismo coloniza y se adhiere a las superficies, ingresa por los tubulos
dentinarios y se instaura dentro de los conductos radiculares y junto a otros
microorganismos es el causal de los procesos infecciosos.(Moya 2021)

En 1930 Rebeca Lancefield clasifico a los Enterococcus dentro del grupo D de la
clasificacion de los Streptococcus y para determinar la especie Lancefield estudi
el tipo de hemdlisis que generaban al crecer en agar sangre (Lancefield, 1932). Se
establecio asi tres grupos los que generaban hemolisis tipo Beta (B) estos
presentaban hemdlisis total de los eritrocitos dando un halo de color blanquecino,
los Enterococcus alfa (o) hemoliticos con una hemolisis parcial de los eritrocitos
generando asi un halo de color verde y los Gamma (y) hemoliticos aquellos que no
generaban hemolisis por ende el halo que producian era transparente dejando notar
solamente las colonias, Lancefield clasifico dentro del grupo de los gamma (y)
hemoliticos a los Enterococcus de la especie faecalis. (Como se citd en Pulido
2020).

Se relaciona a Enterococcus faecalis con la mayoria de los fracasos de tratamientos
endodonticos (Prada 2019). Las enzimas convertidoras angiotensina y la serina
proteasa son las responsables de la capacidad de adherencia a las superficies de los

tejidos dentarios que posee Enterococcus faecalis, capacidad por la cual se generan
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los fracasos en los tratamientos endoddnticos ya que la remocion por completo de
este microorganismo se vuelve complejo. (Moya 2021). Se hace hincapié en la
correcta preparacion biomecanica de los conductos radiculares, asi como la eficaz
limpieza y desinfeccion de los mismos con la finalidad de eliminar a esta bacteria,
por ello la correcta irrigacion y el empleo del agente adecuados es fundamental para

evitar el fracaso en los tratamientos endodonticos.

La irrigacion en endodoncia es un procedimiento que consiste en realizar un lavado
del conducto radicular empleando una jeringa para depositar la sustancia irrigadora
y dejarla actuar por unos segundos para luego aspirar la sustancia y continuar con
la secuencia de instrumentacion del conducto radicular, las sustancias mas
empleadas como irrigantes endoddnticos son el hipoclorito de sodio (NaClO) en
concentraciones de 5,25% generalmente asi como al 0,5%; 1%; 2,5% la
clorhexidina al 2% también se emplea como irrigante, el EDTA y otras sustancias
como el acido citrico, agua destilada, suero fisiolégico aunque estas ultimas no
generan ningun efecto antimicrobiano. (Falcon y Guevara 2019). Realizada la
conformacion, limpieza y desinfeccion se procede al sellado del conducto radicular
con un material biocompatible de manera que se mantiene la pieza dentaria en boca

conservando su funcionalidad.

Las soluciones irrigadoras que se emplean durante el tratamiento de conductos
requieren ciertas propiedades como ser capaces de causar un efecto bactericida
dentro del conducto radicular para reducir al maximo la carga microbiana, asi como
también la disolucion de restos pulpares, la eliminacion de las particulas generadas
por los instrumentos durante la preparacién biomecéanica, el irrigante considerado
como el gold estandar actualmente es el hipoclorito de sodio ya que redne las
cualidades deseadas. (Marin et al 2019)

Actualmente se considera al hipoclorito de sodio (NaClO) como el irrigante mas
efectivo para el uso durante un tratamiento endodontico, esta sustancia compuesta
guimicamente por iones de cloro, sodio, oxigeno presenta un pH alcalino que oscila
entre 11y 12,5 con capacidad disolutiva de tejido organico e inorganico asi como
propiedad antimicrobiana, pese a los beneficios que brinda esta sustancia posee
también una alta capacidad hemolitica sobre los glébulos rojos, genera un efecto

irritante aln en sus concentracion mas baja al entrar en contacto con la piel y
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mucosas es por ello que su uso en la cavidad bucal debe ser con sumo cuidado ya
que este agente irrigante al poseer capacidad disolutiva de tejido organico puede
Ilegar a causar lesiones ulcerativas y por necrosis de los tejidos de la mucosa bucal
o periapical llegando a ocasionar una complicacion mas severa como la necrosis
histica de los tejidos por una extravasacion del irrigante hacia los tejidos
periapicales circundantes. (GOmez et al 2018).

Para evitar las complicaciones irritantes o citotoxicas de algunos agentes empleados
en medicina y en odontologia en la actualidad se busca sustituirlos por sustancias
de origen natural derivadas de plantas o productos generados por insectos que
poseen cualidades antimicrobianas, antiinflamatorias, cicatrizantes que sea

beneficiosas para su empleo en la preservacion de la salud.

Per( es un pais que posee una gran variedad de recursos naturales y nuestra region
Amazonas no es la excepcion al poseer gran variedad de plantas medicinales y
productos como el propoleo los cuales brindan propiedades beneficiosas para su
uso en el area de la salud; el propo6leo es un producto de origen natural de
consistencia resinosa que es elaborado por las abejas “Apis Mellifera” a partir de la
recoleccion de productos y sustancias presentes en arbustos, brotes, flores y yemas
de los arboles, el propoleo sirve como mecanismo de proteccion para las

colmenas.(Checalla y Snchez 2021).

A escala mundial se distingue al prop6leo como un producto nativo elaborado por
distintas especies de abejas, este producto tiene origen a partir de la mezcla de
secreciones glandulares (saliva) producidas por las abejas y sustancias resinosas,
gomosas, lipofilicas, mucilaginosas y latex derivadas de los arboles. El propoleo es
de consistencia pastosa y de acuerdo a la variedad de plantas y el lugar donde se
recolecten las sustancias variaran en diferentes aspectos como en el color
obteniendo propdleos rojizos, parduzcos, negros, marron oscuro e incluso verde, las
abejas elaboran este producto como una barrera protectora, para mantenerse exentas

de agentes externos (Salamanca et al 2022)

El propoleo posee diversas propiedades beneficiosas para el ser humano, las cuales
pueden variar de acuerdo a diversos factores como el clima, la geografia, la
biodiversidad de especies de plantas de las que esté rodeada la colmena, las

estaciones en las que se recolecte el propdleo entre otras circunstancias; dentro de

20



las propiedades mas conocidas encontramos su capacidad antimicrobiana,
antiinflamatoria, cicatrizante, antihipertensivo, antivirales, se estan estudiando sus

propiedades anticancerigenas, antitumorales y antihepatotoxicas. (Salamanca 2022)

La capacidad antimicrobiana de los propoleos varia de acuerdo al ecosistema donde
se desarrollen, un estudio realizado en Colombia demostrd que las propiedades
antimicrobianas de los propdleos de Narifio- Colombia se veian modificadas o
variaban de acuerdo a el clima, la variabilidad de flora y el tiempo en el que se
llevaba a cabo la propolinizacion de las abejas, también concluy6 en que existia
presencia de fenoles dentro de los componentes principales de los prop6leos los que
le ofrecian capacidad antimicrobiana, y que su efectividad estaba influenciada por

la zona geogréfica de la que precedia. (Salamanca et al 2022)

En odontologia se realiza investigaciones para determinar cuan efectivo es el
propdleo frente a microorganismos presentes en la cavidad oral mediante el uso de
extractos, geles, pastas a base de propoleo y comparandolas con medicamentos
empleados dentro del conducto radicular o sustancias irrigantes cuyo fin es causar
un efecto de desinfeccion del conducto radicular en tratamientos endodénticos, en
uno de estos estudios se determiné que la capacidad antimicrobiana que posee el
propbleo frente a Streptococcus mutans radica en la capacidad de producir
polifenoles y flavonoides quienes son responsables de generar como mecanismo de
accion la degradacién de la membrana citoplasmatica de los microorganismos asi
como una inhibicion en la produccion de acidos nucleicos de microorganismos
como Streptococcus mutans, Enterococcus, Staphylococcus aureus que son
microorganismos patdégenos esenciales que desencadenan enfermedades

bucodentales. (Navarro 2018)

En diversos estudios se determina la sensibilidad generada por los productos
naturales mediante la escala de Duraffourd en la que halos < a 8mm se consideraran
como sensibilidad nula, los >8mm y <14 con una sensibilidad de (+), los que se
encuentren siendo >14 pero <20mm seran muy sensibles (++) y aquellos con un

halo >20mm seran sumamente sensibles (+++). (Morillo y Balseca 2018).

Eta investigacion se presenta con un enfoque cuantitativo, de tipo experimental—
comparativo, prospectivo, analitico, longitudinal, en la cual surge la iniciativa de

estudiar mas a fondo una de las propiedades que nos ofrece este producto natural es
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por ello que se aborda como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de propoleo e hipoclorito de sodio frente a cepas aisladas de Enterococcus
faecalis a partir de dientes con necrosis pulpar, se aborda también evaluar la
diferencia en el tamafio del didmetro del halo de inhibicién producido por cada
concentracion del extracto etanélico del propéleo (EEP) al 30%, 70% y 100% y el
hipoclorito de sodio (NaClO) al 4% a las 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas y
realizar las comparaciones para determinar el tamafio del halo inhibitorio, para lo
cual nos guiamos protocolos de aislamiento, cultivo bacteriano y pruebas de
sensibilidad (Castro, 2018). Cabe mencionar que la capacidad antimicrobiana de
los propdleos depende del ecosistema del que se obtienen, por ello en la presente
investigacion se empled propoleo de la Region Amazonas, en este sentido se
planted la siguiente interrogante ¢Cudl es el efecto antimicrobiano del extracto
etandlico del propdleo e hipoclorito de sodio frente a Enterococcus faecalis,
Amazonas 2022?
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1 Materiales, equipos y medios de cultivo empleados.

A

B.

Material de laboratorio

Frasco de vidrio de color oscuro.

Espatula de metal.

Tijeras

Frasco de vidrio boca ancha 500ml

Frasco de vidrio boca ancha 250ml

Pipetas de vidrio de 1000 ml

Micropipeta de 10-100 ul

Puntas para micropipeta de 100 ul

Probeta de 50 ml y 100 ml

Bolsas de plastico color negro

Tubos crioviales de plastico 2 ml
Conos de papel estériles #20, #25, #30
Matraz de vidrio de 250 ml y 500 ml

Placas Petri de vidrio

Medios de cultivo.

Agar Base
Agar Bilis Esculina

Tioglicolato

. Equipos

Cabina de flujo laminar.
Estufa

Bafio Maria

Refrigerador -20°C y 80°C
Balanza electronica

Cocina eléctrica
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Mecheros

Asa de col estéril

Isopos estériles

Pinzas de algoddn estériles
Disco de papel filtro #02
Hipoclorito de sodio
(clorox) 4%

Alcohol 96%

Peroxido de hidrogeno
Cloruro de sodio (sélido)
Solucion salina

Guantes descartables
Equipo de bioseguridad (EPP)

Laminas portaobjeto



e Autoclave

e Microscopio

2.2 Enfoque, tipo y disefio de la investigacion:
La investigacion desarrollada es de tipo experimental — comparativo, con
un enfoque cuantitativo, de acuerdo a la intervencion de la investigadora
observacional — experimental in vitro, la recopilacion de datos fue
prospectivo, analitico y teniendo en cuenta el nimero de veces en las que

la variable fue estudiada se considera longitudinal. (Supo, 2012)

Disefio de la investigacion

Vi s | O
v2 | | 02 ~
Comparacion
M3 - 03 entre grupos
v oy | |
Donde:
M: Muestra.

O: Observacion.

M1: Placas Petri con cultivos de Enterococcus faecalis con el principio activo
EEP 30%.

M2: Placas Petri con cultivos de Enterococcus faecalis con el principio activo
EEP 70%.

Ma3: Placas Petri con cultivos de Enterococcus faecalis con el principio activo
EEP 100%.

M4: Placas Petri con cultivos de Enterococcus faecalis con el principio activo
NaClO 4%

24



O1: Medida de los halos generados en M1.

02: Medida de los halos generados en M2

O3: Medida de los halos generados en M3

O4: Medida de los halos generados en M4

2.3. Poblacién y muestra.

Poblacion:

Bacterias presentes en dientes con necrosis pulpar.

Muestra:

Compuesta por 08 placas Petri con cepas bacterianas de cultivos puros de

Enterococcus faecalis.

2.4. Criterios de inclusion y exclusion.

Inclusion:

Dientes con necrosis pulpar que no hayan sido tratados.

Propdleo libre de sustancias contaminantes.

Extracto etanolico de propdleo en concentracion de 30%, 70% y
100%.

Hipoclorito de sodio a concentracion del 4%.

Placas Petri en las que se evidencie crecimiento de la bacteria
Enterococcus faecalis.

Placas Petri manipuladas con normas de higiene y bioseguridad.

Halos de inhibicion mayores a 8mm.

Exclusion:

Dientes con necrosis pulpar que hayan sido tratados anteriormente.
Propoleo contaminado.

Concentracion alterada del extracto etandlico del propoéleo.
Concentracion alterada del hipoclorito de sodio.

Placas Petri que no evidencien crecimiento de la bacteria
Enterococcus faecalis.

Placas Petri que se encuentren fracturadas, defectuosas o

contaminadas.
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2.5.

2.6.

e Halos de inhibicion menores a 8mm, incompletos o traslapados.

Variables de estudio.
Variable Independiente.
Extracto etanolico de propodleo e hipoclorito de sodio.
Variable Dependiente.

Efecto antimicrobiano

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

2.6.1. Técnica:
Se empled como técnica la observacion, debido a que la medicion de halos
de inhibicion bacteriana se realizo a las 12 hora, 24 horas, 48 horas y 72
horas a partir de la aplicacion de los discos que contenian el principio
activo EEP e NaClO.

2.6.2. Instrumento de medicion:

» Ficha de recoleccion de datos: fue elaborada por la investigadora
con ayuda de los asesores en base a los objetivos planteados en la
investigacion.

2.6.3.Protocolo de experimentacion:
A. Aspectos éticos.

Se obtuvo el permiso dado por el decano de la Facultad de Ciencias de

la Salud de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza

de Amazonas para la ejecucion de la investigacion y el empleo de los
laboratorios.

Se obtuvo el consentimiento informado para la recoleccion de

muestras de dientes con necrosis pulpar.

Los resultados que se han obtenido seran empleados solo para fines de

investigacion.

B. Recoleccion de muestras.
=  Muestra vegetal.

El propoleo en su estado natural fue recolectado al medio dia en el CP.

San Martin, provincia de Utcubamba y fue transportado en un frasco

de vidrio de color oscuro para aislarlo de la luz y conservar sus

propiedades.
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=  Muestra bioldgica.
Las cepas de bacterianas fueron aisladas a partir de dientes con
necrosis pulpar, obteniendo cultivos puros de Enterococcus faecalis.
= Sustancia antimicrobiana.
Se empled el hipoclorito comercial de la marca Clorox al 4%.
1. Preparacion:

Figural
Esquema de elaboracion del extracto etanolico de propdleo.

MUESTRA
VEGETAL

Recoleccion de
propdleo en su estado
natural

ransporte al
laboratorio

Preparacion de
extracto

concentracion
deseada

2 3
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El extracto etandlico de propoleo (EEP) se elabor6 mediante
maceracion, para ello se obtuvo propdleo en su estado natural,
recolectado de la colmena mediante el método de raspado
convencional, para lo cual se empled una espatula de metal con la cual
se procedid a desprender mediante el raspado el propdleo que se
encontraba en las cajas que contenian a las colmenas de las abejas, una
vez recolectado el propoleo fue transportado hasta el laboratorio de la
FACISA en la UNTRM, el transporte se realizé empleando un frasco
oscuro con el fin de mantenerlo aislado de la luz solar y conservar mejor
sus propiedades, una vez en las instalaciones de los laboratorios se
procedio a realizar la seleccion.

El propdleo se seleccion6 mediante la eliminacion de impurezas, restos
de hojas, ceras, tierra y posteriormente se pesé en una balanza
electrénica obteniendo 119 gramos, con una tijera se cort6 en trozos y
se coloco en un frasco de vidrio de boca ancha en el cual se enrazo con
200ml de alcohol al 96% Yy se dejo macerar por un periodo de un mes,
cubierto con una bolsa negra para evitar el contacto con la luz.

Pasado el tiempo de maceracion el extracto se sometié a filtrado y
eliminacion del etanol mediante proceso de rotavapor, para obtener un
extracto puro de propdleo, posteriormente se procedié a realizar las
diluciones, para ello se separ6 en un frasco el extracto puro de prop6leo
al 100%, en un segundo frasco se coloco el extracto puro de propoleo
restante y del cual se extrajo el propdleo necesario con el que se realiz6
las diluciones con alcohol de 96% para obtener las concentraciones
deseadas de 30% y 70% respectivamente los extractos etanolicos

obtenidos se almacenaron en refrigeracion a 4°C cubiertos de la luz.
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Figura 2

Esquema de la recoleccion de muestra bioldgica.

MUESTRA
BIOLOGICA

Preparacion de medio de
transporte (caldo de cultivo
de tioglicolato)

l

Toma de
muestra

Toma de
consentimiento
informado

72 Recoleccion de
muestra (diente con
necrosis pulpar

ransporte de muestra
en el medio de cultivo
hacia el laboratorio

\ 4

Incubacion
de muestra

Lectura del
medio de
cultivo

l

Seleccion de medios de
cultivo que dieron positivo
(+ turbidez)
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Para iniciar la recoleccion de la muestra se esterilizo con luz UV en la
cabina de flujo laminar los tubos crioviales, posteriormente se procedio
a preparar el medio de cultivo de caldo de tioglicolato para el transporte
e incubacion de las muestras, el caldo de cultivo se obtuvo diluyendo
14 gr de tioglicolato en 500ml de agua destilada, se colocé en una
cocina eléctrica para la mejor dilucion del medio y posteriormente se
esterilizd en autoclave a 121°C por 2 horas. Los tubos crioviales se
sirvieron con 2ml de caldo de cultivo de tioglicolato y se refrigeraron a
4°C para su uso en la recoleccion de las muestras.

Para cada muestra recolectada se realizé como primer paso la toma de
consentimiento informado.

Se realiz6 asepsia y antisepsia tanto del medio extraoral como intraoral
para la toma de muestra.

Se continu6é con el aislamiento absoluto de la pieza dentaria con
necrosis pulpar, luego se realizd la apertura cameral.

Finalizada la apertura cameral se realiz6 la toma de muestra empleando
conos de papel estériles numero 25 o0 30 de acuerdo a la anatomia de la
pieza.

El cono de papel se dejé en el conducto radicular por un periodo de 60
a 90 segundos.

La muestra obtenida se colocé inmediatamente en tubos crioviales que
contenian 2ml de caldo de cultivo de tioglicolato y fueron trasportados
inmediatamente al laboratorio de la FACISA de la UNTRM donde
fueron incubados a 35C° por 18 horas en la estufa de la marca
VENTICELL eco line.

Pasadas las 18 horas de incubacion se observo la presencia de turbidez
positiva en los tubos crioviales que contenian la muestra lo que indico

la presencia de bacterias.
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Figura 3

Esquema del cultivo, identificacion y resembrado bacterioldgico.

CULTIVO
BACTERIOLOGICO

Siembra en Agar
Bilis Esculina

Lectura del
medio de cultivo

Placas con lecturas positiva
para Enterococcus (Agar tefiido
de color marrén oscuro)

Identificacion de la

especie bacteriana

Pruebas
bioauimicas

2 3 4
Catalasa NaCl 6.5% Agar
Sangre
Colonias con :>
gamma hemolisis

Resembrado
bacteriol6aico

Tincién
gram

Almacenamiento
(refrigeracion)
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= Cultivo de la bacteria.
Se emple6 como medio de cultivo el agar de bilis esculina, se suspendio
20gr en 1000ml de agua destilada, se calent6 el medio de cultivo en una
cocina eléctrica para su mejor dilucion y se llevo a esterilizar en
autoclave a 121°C por 2 horas, una vez esterilizado el medio de cultivo,
dentro de la cabina de flujo laminar se sirvio en placas Petri de vidrio
para realizar la siembra a partir de las muestras recolectadas.

La siembra se realizo en la cabina de flujo laminar empleando un hisopo

estéril el cual se embebid en el caldo de cultivo de tioglicolato que

contenia a la muestra en los tubos crioviales y se procedié a sembrar
mediante la técnica de estrias.

Luego se incubd a 35C° por 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé la lectura del medio de

cultivo, se busco las placas Petri que dieron como resultado a la lectura

positivo para Enterococcus (coloracion del agar marrén oscuro, dado
que los Enterococcus son capaces de sintetizar la esculina).
= Identificacion de la especie.

Una vez obtenido el género se busco identificar la especie, para lo cual

se realizo 4 pruebas de identificacion.

- Tincion gram: se buscé aquellas colonias que fueran gram positivos
(cadenas de cocos cortas o pares)

- Prueba de catalasa: se buscé las colonias que dieran a la lectura
catalasa negativa (ausencia de burbujas).

- Crecimiento en NaCl 6.5%: Aquellas colonias que presentaron
crecimiento positivo (turbidez en el medio) indicando su tolerancia
salina, cualidad que poseen los Enterococcus.

- Cultivo en Agar Sangre: Aquellas colonias que presentaron en las
pruebas anteriores tincién gram (+), catalasa (-) y crecimiento en
NaCl 5,6% (+) se sembraron en agar sangre con un asa de col estéril
con el objetivo de identificar las colonias gamma hemoliticas (sin
halo o un halo transparente) cualidad propia de los Enterococcus de
la especie faecalis.

- Las placas de agar sangre sembradas se incubaron a 35C° por 48

horas para su lectura correspondiente.
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= Resembrado en agar sangre.
Aquellas colonias cuya hemdlisis es de tipo gamma (con halo
trasparente o sin halo) se resembraron en placas Petri con agar sangre
con el objetivo de conseguir aislar colonias puras de la especie
faecalis.
Una vez obtenidas las cepas necesarias de especie faecalis se procedid

a almacenarlas en refrigeracion para las pruebas de sensibilidad.

Figura 4
Esquema de las pruebas de sensibilidad.

PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD

l

Preparacion del indculo y siembra
en Agar Mueller Hinton

Conformacion

de grupos

|

Se conform6 4 grupos con
un total de 8 placas Petri

2 placas Petri con 4
repeticiones de EEP
30% por cada placa.

2 placas Petri con 4
repeticiones de EEP
100% por cada placa.

' '

2 placas Petri con 4 2 placas Petri con 4
repeticiones de EEP repeticiones de NaClO

70% por cada placa. 4% por cada placa.
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Aplicacion del

principio activo

EEP (30, 70, 100%) y :>
NaCIO 4%

Control de medicion
de halos

Siembra del inéculo en las placas de agar Mueller Hinton.

Para las pruebas de sensibilidad se preparo6 el medio de cultivo agar
Mdeller Hinton, se suspendié 199 de polvo de agar en 500ml de
agua destilada, se calenté el medio de cultivo para lograr su dilucién
completa y se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 2 horas.

Se prepard un indculo a partir de las cepas aisladas de cultivos puros
de Enterococcus faecalis.

En un tubo de ensayo estéril se depositdé 2ml de solucién salina,
luego con la ayuda del asa de col estéril se tomd colonias puras de
Enterococcus faecalis y se obtuvo un inéculo con turbidez en la
escala 0.4 de McFarland.

El tubo de ensayo que contenia el inoculo fue agitado para lograr
homogeneidad.

Se introdujo un hisopo estéril en el tubo de ensayo que contenia el
in6culo y se dejé por un minuto con movimientos de rotacion para
que se humedezca, luego se elimin0 los excesos al frotar
suavemente contra las paredes del tubo de ensayo, se flamed la boca

del tubo de ensayo y se procedié a sembrar.
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En placas de agar Mueller Hinton se realiz6 la simbra con el hisopo
previamente humedecido frotando el hisopo suavemente en cuatro
direcciones y girando suavemente la placa en angulos de 90° para
obtener una siembra uniforme de toda la superficie de la placa Petri.
El hisopo utilizado se desechd en un vaso de precipitado que
contenia hipoclorito de sodio.

Aplicacion del principio activo:

Para la aplicacién del principio activo se conformé los grupos de
manera que se hagan 8 repeticiones por cada sustancia, en tal
sentido se distribuyé 4 discos por cada placa, haciendo un total de
8 placas, obteniendo asi la M1 conformada de 2 placas Petri cada
una con 4 discos de tal forma que se obtuvo 8 repeticiones para EEP
al 30%, de igual forma se distribuyé para la M2 con discos
embebidos en EEP 70%, en la M3 los discos se embebieron en EEP
100% vy finalmente se repitio el procedimiento con discos
embebidos en NaClO 4%.

Se emple6 discos de papel filtro N° 4 con un espesor de 0,6mm y
un diametro de 5mm.

Para la aplicacion del principio activo se empled el método de Kirby
Bauer o difusion en agar por disco.

Los discos se embebieron con 40ul de EEP al 30%, EEP al 70%,
EEP al 100% e hipoclorito de sodio al 4% usando una micropipeta.
Empleando pinzas estériles se colocaron 4 discos de cada solucion
sobre los cultivos procurando mantener la distancia adecuada entre
ellos, terminado el proceso de aplicacion del principio activo las
placas se llevaron a incubar a una temperatura de 35 C° por el
tiempo necesario para la medicion de halos correspondiente
Medicidn de los halos de inhibicion.

La medicion de los halos de inhibicion se realizé con la ayuda de
un vernier digital a las 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas a

partir de la aplicacion del principio activo.

35



2.7. Analisis estadistico.
Para el procesamiento y andlisis de datos se realiz6 empleando el programa
Microsoft Excel y el software SPSS (version 26), para contrastar la hipotesis
se empled la prueba estadistica paramétrica ANOVA de un factor con una
significancia de p< 0,05 y para las comparaciones multiples entre grupos se
aplico la prueba de Post Hoc con un nivel de significancia p< 0,05.
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RESULTADOS

Tabla 1
Diferencia en el tamafio del didmetro del halo de inhibicion producido por el extracto etandlico de propdleo (EEP) al 30% e hipoclorito de

sodio (NaClO) al 4% a las 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Intervalo de confianza al 95%

Controles Sustancias Difer_encia de E,rror Sig. .
(horas) medias (I-J)  estandar Li Ls
12 EEP 30% NaCIO 4% 8 -7,47125" 55394 .000 -9.3559 -5.5866
24 EEP 30% NaCIO 4% 8 -5,77250" 1.06841 .004 -9.5087 -2.0363
48 EEP 30% NaCIlO 4% 8 -3.72500 1.68049 315 -9.7435 2.2935
72 EEP 30% NaCIO 4% 8 -5,80625" 1.34438 .020 -10.6332 -.9793

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda: *. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Interpretacion: La tabla 1 muestra la diferencia en el tamafio del didmetro de los
halos de inhibicién del EEP 30% comparado con NaClO 4% donde se puede
observar que el NaClO 4% fue superior al EEP 30% donde la diferencia en el
diametro de los halos generados a las 12 horas de aplicadas las sustancias fue de -
7,47125mm, a las 24 horas la diferencia del diametro generado fue de -5,77250mm,
a las 48 horas se fue de -3,72500mm y a las 72 horas la diferencia de halos fue de -
5,80625mm, todas las diferencias son mayores para NaClO 4%.

Aplicando la prueba de Post Hoc para hacer comparacion entre los grupos se
encontré que la mayor diferencia significativa en los diametros de los halos de
inhibicion se genero a las 12 horas siendo mayor para NaClO 4% en relacion a EEP
30% con una significancia de 0,000 donde P<0,05, mientras que a las 48 horas se
encontré que la diferencia de halos generados no es significativa para EEP 30%
frente a NaClO 4% siendo de 0,315 donde p>0,05, esto se puede deber a que EEP

30% presenta un aumento en el didmetro de halo sustantivamente.
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Tabla 2
Diferencia en el tamafio del didmetro del halo de inhibicion producido por el extracto etandlico del propdleo (EEP) al 70% e hipoclorito de

sodio (NaClO) al 4% a las 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Intervalo de confianza al

i - 95%
Controles SUSTANCIAS N D|fer_enC|a de Error Sig.
(horas) medias (I-J) estandar i
Li Ls
12 EEP70%  NaClO 4% 8 -9,51250" 54703 .000 -11.3980 -7.6270
24 EEP70%  NaClO 4% 8 -7,27375" 1.05023 .001 -11.0265 -3.5210
48 EEP 70%  NaClO 4% 8 -4.81875 1.67069 132 -10.8506 1.2131
72 EEP 70%  NaClO 4% 8 -7,16875" 1.34244 .006 -11.9983 -2.3392

Fuente: Elaboracion propia.
Leyenda: *. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Interpretacion: La tabla 2 muestra la diferencia en el tamafio del diametro de los
halos de inhibicion generados por el EEP 70% comparado con NaClO 4%, en la
cual se observa mayor diferencia en el tamafio de los halos generados por NaClO
4% con respecto a EEP 70% siendo al control de 12 horas de -9,51250mm, a las 24
horas -7,27375mm, a las 48 horas -4,81875mm y a las 72 horas la diferencia de
halos fue de -7,16875mm, el diametro de halos generados en todos los controles es
mayor para NaClO 4%.

Aplicando la prueba de Post Hoc para hacer comparacion entre los grupos se
encontrd que el didmetro de los halos generados fue mas significativo a las 12 horas
siendo p<0,05, seguido de los halos generados a las 24 horas y 72 horas, mientras
que a las 48 horas se evidencid gue no existe diferencia significativa en el diametro
de los halos generados siendo p>0,05, al igual que en la tabla anterior se evidencia
que los halos generados son mayores para NaClO 4% y que a las 48 horas no existe
diferencia significativa esto se puede deber al aumento de la sustantividad del EEP

70% en este tiempo.
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Tabla 3
Diferencia en el tamafio del diametro del halo de inhibicion producido por el extracto etanolico del propéleo (EEP) al 100% e hipoclorito
de sodio (NaClO) al 4% a las 12 horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Intervalo de confianza al

Controles . Diferencia de Error . 95%
(horas) Sustancias N medias (1-J) estandar Sig. Li Ls
12 EEP 100% NaClO 4% 8 -8,89125" .68126 .000 -10.9869 -6.7956
24 EEP 100% NaClO 4% 8 -6,77125" 1.05057 .002 -10.5236 -3.0189
48 EEP 100%  NaClO 4% 8 -4.47125 1.69088 175 -10.4779 1.5354
72 EEP 100%  NaClO 4% 8 -6,92250" 1.36125 .007 -11.7309 -2.1141

Fuente: Elaboracion propia.
Leyenda: *. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Interpretacion: La tabla 3 denota la diferencia en el tamafio del diametro de los
halos de inhibicion generados por el EEP 100% comparado con NaClO 4%, donde
se visualiza que los halos generados por el EEP 100% son menores que los
generados por NaCl o 4% siendo la mayor diferencia de -8,89125mm al control de
12 horas, seguido de la diferencia de halos de -6,92250mm a las 72 horas y una
diferencia de -6,77125mm a las 24 horas, la menor diferencia en el tamafio de los
halos se genero a las 48 horas siendo -4,47125mm.

Aplicando la prueba de Post Hoc para comparar el tamafio de halos generados entre
los grupos se encontré que, existe diferencia significativa entre los halos generados
por EEP 100% respecto a NaClO 4% en los tiempos de 12, 24 y 72 horas donde
p<0,05 donde al control de las 12 horas se evidencia la diferencia en el tamafio de
halo mas significativa, seguido del control a las 24 y 72 horas respectivamente,
siendo mayor para NaClO 4%, mientras que se evidencia que no existe diferencia
significativa en la medida de los halos generados a las 48 horas donde p>0,05 esto
al igual que en las concentraciones antes mencionadas se debe al aumento de la

capacidad de sustantividad que puede poseer el EEP 100%.
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Tabla 4

Diferencia en el tamafio del diametro de halo de inhibicion producido por el extracto etanolico de propoleo (EEP)en sus tres concentraciones
al 30%, 70% y 100% a las 12 horas, 24 horas, 48 horas 'y 72 horas.

Intervalo de confianza al 95%

Controles Sustancia Diferencia de medias Error Sig _
(horas) (1-J) estandar Li Ls
EEP 70% 8 2,04125" .22988 .000 1.3359 2.7466
EEP 30%
EEP 100% 8 1.42000 46660 079 -.1346 2.9746
EEP 30% 8 -2,04125" 22988 .000 -2.7466 ]
12 EEP 70% 1.3359
EEP 100% 8 -.62125 45838 .756 -2.1730 .9305
EEP 30% 8 -1.42000 46660 .079 -2.9746 1346
EEP 100%
EEP 70% 8 62125 45838 .756 -.9305 2.1730
EEP 70% 8 1,50125" .28206 .001 .6054 2.3971
EEP 30% *
EEP 100% 8 ,99875 28330 027 .1008 1.8967
EEP 30% 8 -1,50125" 28206 .001 -2.3971 -.6054
24 EEP 70%
EEP 100% 8 -.50250 20433 154 -1.1274 1224
EEP 30% 8 -,99875" 28330 027 -1.8967 -.1008
EEP 100%
EEP 70% 8 50250 20433 154 -.1224 1.1274
48 EEP 30% EEP 70% 8 1,09375" 23109 .005 3421 1.8454
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Intervalo de confianza al 95%

Controles Sustancia N Diferencia de medias Error Sig
(horas) (1-J) estandar Li Ls
EEP 100% 8 74625 34824 273 -.3330 1.8255
EEP 30% 8 -1,09375" 23109 .005 -1.8454 -.3421
EEP 70%
EEP 100% 8 -.34750 29737 .853 -1.3496 .6546
EEP 30% 8 -. 74625 34824 273 -1.8255 3330
EEP 100%
EEP 70% 8 34750 29737 .853 -.6546 1.3496
EEP 70% 8 1,36250" 19150 .000 7750 1.9500
EEP 30% .
EEP 100% 8 1,11625 29585 .018 1708 2.0617
EEP 30% 8 -1,36250" 19150 .000 -1.9500 -.7750
72 EEP 70%
EEP 100% 8 -.24625 .28690 .958 -1.1799 6874
EEP 30% 8 -1,11625 29585 .018 -2.0617 -.1708
EEP 100%
EEP 70% 8 24625 .28690 .958 -.6874 1.1799

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda: *. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.0
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Interpretacion: En la tabla 4 podemos observar la diferencia en el tamafio de los
halos de inhibicidn generados por el EEP en sus tres concentraciones (30%,70% y
100%) en los 4 tiempos de control establecidos, donde se puede observar que la
mayor diferencia en el tamafio del didmetro de halo de inhibicion se genero en el
EEP 30% respecto al EEP 70% al control de 12 horas y se mantuvo en los controles
siguientes, la menor diferencia en el tamafio del diametro del halo generado se
encontré en el EEP 70% en relacién al EEP 100%. Aplicando la prueba de Post Hoc
para comparar la diferencia significativa en el tamafio de halos inhibitorios
generados entre los grupos se encontré que, al control de 12 horas de aplicadas las
sustancias so6lo existe una diferencia significativa en el diametro del halo de
inhibicidn generado entre el EEP 30% y EEP 70% donde p<0,05, en tanto que no
existe diferencia significativa en el diametro de halos de inhibicion generados entre
EEP 30% y EEP 100% de la mima forma entre EEP 70% y EEP 100% donde
p>0,05. Al control de 24 horas la diferencia sigue siendo significativa para EEP
30% respecto a EEP 70% (p<0,05) y también se encontr6 una diferencia del tamafio
del diametro del halo inhibitorio generado entre EEP 30% y EEP 100%, (p<0,05);
sin embargo, se observa que no existio diferencia entre el tamafio del halo
inhibitorio entre EEP 70% y 100% (p>0,05) por lo que se observa que EEP 100%
tuvo un incremento en su efecto antimicrobiano a las 24 horas y fue capaz de
generar halos semejantes a EEP 70% pero menores que EEP 30%. En el control de
48 horas la diferencia fue significativa solo entre EEP 30% y 70% (p<0,05),
mientras que no existié diferencia significativa entre las otras dos concentraciones
(p>0,05). En el dltimo control realizado a las 72 horas se present6 diferencias
significativas en el tamafio del didmetro del halo inhibitorio entre EEP 30% y EEP
70% al igual que entre EEP 30% y EEP 100% donde p<0,05, mientras que la
diferencia no fue significativa entre EEP 70% y EEP 100% (p>0,05); por lo que se
establece que EEP 30% es maés sustantivo aumentando su efecto en relacion a las
otras dos concentraciones mientras EEP 70% y EEP 100% presentan un efecto
significativamente similar. Resultados que se pueden deber a que mientras mas
diluido el propoleo mejor difusion causa y el efecto aumenta, ya que es una
sustancia resinosa por ello se observa mejor tamafio de didmetro de halos a menos

concentracion de propdéleo
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Tabla 5
Efecto antimicrobiano del extracto etanolico del propoleo (EEP) al 30%, 70% y 100%. en las cepas de Enterococcus Faecalis frente al
hipoclorito de sodio (NaClO) al 4%.

Controles Sustancias N Diferencia de Error si Intervalo de confianza al 95%
(horas) medias (1-J) estandar g Li Ls
EEP 30% 8 7,47125" .55394 .000 5.5866 9.3559
12 NaClO 4% EEP 70% 8 9,51250" 54703 .000 7.6270 11.3980
EEP 100% 8 8,89125" .68126 .000 6.7956 10.9869
EEP 30% 8 5,77250" 1.06841 .004 2.0363 9.5087
24 NaClO 4% EEP 70% 8 7,27375" 1.05023 .001 3.5210 11.0265
EEP 100% 8 6,77125" 1.05057 .002 3.0189 10.5236
EEP 30% 8 3.72500 1.68049 315 -2.2935 9.7435
48 NaClO 4% EEP 70% 8 4.81875 1.67069 132 -1.2131 10.8506
EEP 100% 8 4.47125 1.69088 175 -1.5354 10.4779
EEP 30% 8 5,80625" 1.34438 .020 9793 10.6332
72 NaClO 4% EEP 70% 8 7,16875" 1.34244 .006 2.3392 11.9983
EEP 100% 8 6,92250" 1.36125 .007 2.1141 11.7309

Fuente: Elaboracion propia. Leyenda: *. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Interpretacion: La tabla 5 muestra el efecto antimicrobiano producido por el EEP
a sus tres concentraciones (30%, 70% y 100%) comparado con el efecto
antimicrobiano del NaClO 4% frente a Enterococcus faecalis controlados en cuatro
tiempos, donde aplicando la prueba de Post Hoc para determinar la diferencia del
efecto antimicrobiano generado entre los grupos se encontré que al control de 12
horas el efecto antimicrobiano que produce el NaClO 4% fue significativamente
mayor que el efecto antimicrobiano producido por EEP (30%,70% y 100%) donde
el valor de p=0,00 (p<0,05) para todos los grupos frente a E. faecalis, al control de
24 horas el efecto antimicrobiano producido por el NaClO 4% frente a E. faecalis
siguid siendo significativamente superior al efecto antimicrobiano producido por el
EEP 30% (p=0,04), seguido del efecto producido por EEP 70% (p=0,01) y por el
efecto producido por EEP 100% (p=0,02) frente a Enterococcus faecalis.
Transcurridas las 48 horas se realizé el siguiente control en el cual se encontr6 que
el efecto antimicrobiano producido por NaClO 4% no presentd diferencia
significativa con respecto al efecto antimicrobiano producido por EEP 30%, EEP
70% y EEP 100% (p>0,05) esto se puede deber a que lo extractos de propdleo
presentan una mejor sustantividad en su efecto a las 48 horas mientras que el NaClIO
4% lo mantiene, en el dltimo control realizado a las 72 horas el efecto
antimicrobiano producido por NaClO 4% volvio a superar al efecto producido por
los extractos etandlicos de propdleo (p<0,05), siendo mayor que EEP 30%
(p=0,020), seguido del EEP 70% (p=0,020) y EEP 100% (p=0,007) por lo que se
puede decir que el NaClO 4% genera mayor efecto frente a Enterococcus faecalis
que los extractos etandlicos de propdleo y que estos presentan su mas alta
sustantividad en el efecto a las 48 horas de aplicada la sustancia, efecto que
disminuye al transcurrir el tiempo, mientras que el efecto que produce NaClO 4%
es permanente en todos los tiempos, asi mismo se puede interpretar que el mayor
efecto antimicrobiano frente a Enterococcus faecalis lo produce el NaClO 4%,
seguido de EEP 30%, luego EEP 70% y EEP 100% donde estos dos ultimos

presentan un efecto significativamente similar.
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran que el extracto
etandlico de propoleo posee efecto antimicrobiano sobre la bacteria Enterococcus
faecalis pero que este efecto no supera al generado por el hipoclorito de sodio,
debido a que el mayor efecto antimicrobiano se produjo por el NaClO 4%
generando diferencias significativas en relacion al EEP 30%, seguido de los
extractos de propoleo a concentraciones de 70% y 100% los cuales no generaron
diferencias significativas en su efecto uno respecto al otro.

En una investigacion desarrollada por (Rodriguez, 2018) en Ecuador en la que
compara in vitro el efecto antibacteriano frente a Enterococcus faecalis que
presentan tres sustancias, siendo una de ellas el extracto etandlico de propoleo al
50% obtuvo como resultado que un halo inhibitorio promedio de 10mm y considera
a esta sustancia como la que menos efecto inhibitorio causo en el crecimiento de la
bacteria, resultados que semejantes se encontraron en esta investigacion ya que a
concentraciones de 70% EEP el halo promedio fue de 10,1375mm y a 30% el EEP
generd un halo promedio de 12.1788mm y en comparacién con la sustancia
empleada en este estudio (NaClO 4%) también se concluye que el EEP es menos
efectivo, los resultados encontrados en ambas investigaciones pueden ser similares
dado que las sustancias con las que se compararon los EEP son antimicrobianos

ampliamente empleados.

Resultados diferidos se encuentran entre nuestra investigacion y la de (Bone, 2018)
realizada en Ecuador, en la que se busca comprobar el efecto antimicrobiano del
extracto etandlico de propd6leo en combinacion con extracto acuoso de Rosmarinus
Officinalis frente a Enterococcus faecalis para posteriormente compararlo con
hipoclorito de sodio; en dicha investigacion se encontrd que a concentraciones de
25% de propoleo y 100% romero el halo generado era de 6mm, a concentraciones
de 50% propoleo y 100% romero el halo aumentd entre 6mm y 7mm siendo
considerado como un efecto nulo, mientras que a concentraciones de 75% propo6leo
y 100% romero el halo fue significativamente mayor 10mm considerandose como
sensibilidad minima frente a la bacteria, estos resultados difieren con nuestra
investigacion ya que a concentraciones de 30% el EEP gener6 halos de 12,1781mm
siendo una diferencia significativa ya si representa un efecto antimicrobiano frente

a Enterococcus. faecalis; en tanto a concentraciones de 70% el EEP en esta
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investigacion alcanzé halos de 10,1375mm siendo en este caso semejantes a los
encontrados por Bone, la diferencia es que en esta investigacion se emple6 el EEP
sin otra asociacion siendo este un factor en la diferencia de los halos generados,
Bone también realiz6 comparaciones entre el extracto de propoleo combinado con
romero e hipoclorito de sodio 5,25% en el que se evidencid que el efecto generado
por el hipoclorito de sodio era superior resultado que es semejante al que se

encontrd en esta investigacion al comparar el EEP con el NaClO 4%.

En el &mbito nacional también encontramos investigaciones como la de (Gonzales,
2018) realizada en Cajamarca, investigacion cuyos resultados obtenidos coinciden
con los nuestros, dado que al investigar el efecto antimicrobiano del extracto
hidroalcoholico de propoleo al 30% frente a Enterococcus faecalis obtuvo que si
presentaba efecto antimicrobiano generando halos de hasta 10.6mm, resultados que
no difieren mucho con los encontrados en esta investigacion ya que en EEP 30%

gener0 halos promedios de 12,1788mm considerandose efectivo frente a la bacteria.

Con investigaciones como las de (Torres, 2019) en la que realizd comparaciones
entre el efecto que causaban sustancias como el extracto etanolico de propdle a dos
concentraciones y el PMCFA frente a bacterias como Enterococcus faecalis y
faecium, encontré como resultado que transcurridas las 24 horas de aplicado el EEP
al 30% este presento un halo de inhibicion de 14,23mm frente a Enterococcus
faecalis, constituyendo asi el efecto mayor en comparacién con el EEP al 20% que
presento un halo de inhibicién de 10,32mm, este resultado para el EEP al 30% se
asemeja mucho al obtenido en esta investigacion ya que el halo promedio generado
a las 24 horas fue de 13,0275mm siendo el mayor halo obtenido en las tres
concentraciones estudiadas del EEP; por otro lado el control de 24 horas Torres en
su investigacion obtuvo que el efecto antimicrobiano aumentaba puesto que el halo
de inhibicién generado por EEP 30% fue de 14,96mm con lo cual nuestra
investigacion concuerda ya que al control de 48 horas el efecto antimicrobiano del
EEP 30% aumentd generando halos de 13,3113mm, con estos resultados se puede
decir que una caracteristica que presentan los EEP es su sustantividad y que

aumentan a las 48 horas significativamente.
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En Huancayo (Arias, 2019) realiz6 un estudio en el que evalud el efecto
antibacteriano in vitro del propoleo, hipoclorito de sodio y gluconato de
clorhexidina frente a Enterococcus Faecalis y Staphylococcus Aureus encontrando
como resultado que a una concentracion de 30% el propdleo generaba halos de
inhibicion de 13mm frente a Enterococcus Faecalis, estos resultado se asemejan a
los encontrados en esta investigacion ya que el EEP 30% genero halos de inhibicidn
de 12,1788mm sin embargo los resultados encontrados por Arias difieren con los
nuestros en la dimension de halo inhibitorio generado por el NaClO 4% ya que en
su investigacion Arias obtuvo halos de 14mm mientras que en esta investigacion
los halos generados por NaClO 4% son superiore siendo de 19,6500mm, en este
aspecto el efecto antimicrobiano del EEP se considera efectivo pero con relacion al
efecto producido por NaClO 4% la variacion se puede deber a que la marca
comercial del NaClO sea diferente y eso pueda alterar la capacidad en a generacion
de un halo inhibitorio diferente entre ambos.

Resultados que difieren con los nuestros también se encuentran comparando la
investigacion de (Estela, 2019) quien hizo una investigacion in vitro para cotejar la
capacidad antimicrobiana entre el irrigante de oro hipoclorito de sodio y el extracto
hidroetandlico de propdleo frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, donde
obtuvo en sus resultados que en una concentracion de 100% del extracto
hidroetanolico del propoleo alcanzo6 valores menores a los que presentaba el nivel
de significancia por ende no presenta una eficacia en la inhibicidn bacteriana, es
decir tiene una sensibilidad nula, a su vez el hipoclorito de sodio al 5% mostrd una
sensibilidad limite, pero el hipoclorito al 3% presento una sensibilidad nula, es decir
no presento un efecto inhibitorio frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212,
mientras que en nuestra investigacion se encontr6 como resultados que el EEP al
100% genero halos de 10,7588mm generando efecto antimicrobiano frente a las
cepas aisladas de Enterococcus faecalis e incluso el EEP a esta concentracion
genero uno de los efectos menores relacionado con la concentracion de EEP 30%,
con respecto a la inhibicion generada por el hipoclorito de sodio en nuestra
investigacion se empled a concentracion de 4% por lo que se concuerda que si
genera efecto antimicrobiano al igual que en la investigacion de Estela, en tal
sentido se discrepa en relacion al efecto antimicrobiano generado por el EEP en

tanto que en nuestra investigacion si presentd efecto antimicrobiano frente a la
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bacteria, esta variacion se puede deber entre otros factores a la calidad del propdleo
ya sea de acuerdo al manejo durante su recoleccién, a la vegetacion de donde
provienen lo sustancias que lo componen, el clima e incluso la familia de abejas
que lo producen asi como el cuidado en su almacenamiento y los cuidados durante

la obtencién del extracto.
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V. CONCLUSIONES

>

Se concluye que el extracto etanolico de propoleo (EEP) si presenta un efecto
antimicrobiano frente a Enterococcus faecalis, pero este efecto
antimicrobiano no supera al efecto generado por el hipoclorito de sodio
(NaClO 4%).

El mayor efecto antimicrobiano frente a Enterococcus faecalis esta dado por
el hipoclorito de sodio (NaClO 4%), seguido del EEP 30%.

No existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto
antimicrobiano generado por el EEP 70% y EEP 100%.

Los extractos etanolicos de propdleo presentan mayor sustantividad a las 48
horas, tiempo en el que no existe estadisticamente diferencia significativa en
comparacion con el NaClO 4% frente a Enterococcus faecalis.

La sustantividad que presentan los EEP a las 48 horas disminuye al transcurrir
el tiempo, sin embargo, el NaClO 4% mantiene constantemente su efecto
antimicrobiano inhibiendo el crecimiento bacteriano inclusive hasta las 72

horas de aplicada la sustancia.
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VI.

RECOMENDACIONES

>

Se sugiere seguir esta linea de investigacion sobre el propoleo especialmente
de los propdleos producidos en la region de Amazonas ya que debido a la
variedad de flora de la que se recolecta podria presentar otras propiedades

beneficiosas para la salud.

Se recomienda profundizar en investigaciones relacionadas con el propdleo
ya que teniendo en cuenta su capacidad antimicrobiana y sustantividad frente
a patogenos orales se podria buscar la forma de emplearlo en distintas areas
de odontologia ya sea como colutorios, vehiculos de transporte de materiales,
medicacion intracanal o sustancias desinfectantes de Utiles de aseo como los

cepillos dentales.
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ANEXOS



ANEXO 1
FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS
> Ficha de recoleccién de datos de toma de muestras.

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PROPOLEO E HIPOCLORITO DE SODIO FRENTE A
Enterococcus faecalis AMAZONAS 2022.

Numero de | Fecha de tomade | Hora de toma Numero de Presencia de
Muestra muestra de muestra cono de papel Lugar de toma de muestra Enterococcus OBSERVACIONES
faecalis

Fuente: Elaboracion propia.
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» Ficha de recoleccion de datos (registro de medidas del didmetro de halos)

NOMBRE DE LA INVESTIGADORA:

SUSTANCIA APLICADA:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FECHA:

CONTROLES DE LAS MEDIDAS DEL DIAMETRO DE LOS HALOS

N° PLACA

HALO

12 HORAS

24 HORAS 48 HORAS

72 HORAS

OBSERVACIONES

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL PROPOLEO E
HIPOCLORITO DE SODIO FRENTE A Enterococcus faecalis AMAZONAS 2022.

Yo, Susan Yesabel Bustamante Visalot en mi condicion de estudiante del XII ciclo de la
carrera profesional de Estomatologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza — Amazonas, expongo, que me
encuentro realizando una investigacion cuya intencion es comparar el efecto
antimicrobiano que posee el extracto etanolico del propoleo al 30% e hipoclorito de sodio
al 4% frente a Enterococcus faecalis, para lo cual es necesario obtener muestras de dientes
con necrosis pulpar y de esta manera poder realizar el aislamiento y cultivo del
microorganismo, el procedimiento de recoleccion de la muestra serd un paso mas del
tratamiento de endodoncia que usted ha decidido realizarse, empezara con la limpieza 'y
asepsia del diente, aislamiento absoluto, recoleccion de muestra y siembra para
posteriormente evaluar el efecto antimicrobiano del propoleo e hipoclorito frente al
microorganismo, es preciso informarle que su participacion en la investigacion no
conlleva a ningun efecto adverso o riesgo para usted, sera confidencial, no tendra costo,
el resultado que se obtenga podria significar mejoras en el uso del prop6leo como irrigante
en endodoncia, es importante indicarle que su participacién en la investigacion es
totalmente VOLUNTARIA, siendo libre usted de elegir si acepta o rechaza participar de

la investigacion.

D e I de...... anos de edad,
DNI ............. con domicilio en.......................... habiendo leido y entendido lo
expuesto en este documento por la estudiante, SI ( ) / NO ( ) ACEPTO participar en la
investigacion, efecto antimicrobiano del extracto etanolico del propoleo e hipoclorito de
sodio frente a Enterococcus faecalis, Amazonas 2022, confirmo mi participacién

firmando el presente documento.

PARTICIPANTE INVESTIGADOR
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ANEXO 3
FOTOGRAFIAS.

» Recolecciéon del propoleo mediante el método de raspado convencional.
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» Proceso de seleccion, eliminacion de impurezas, pesado y corte en trozos
del  propoleo.

» Preparacion del extracto: A: Enrazado con alcohol 96%; B: macerado
(protegido de la exposicion a la luz solar; C: dilucion a la concentracion
deseada (obtencion del extracto al 30%, 70% y 100%)
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» Medios de cultivo: A: Caldo de cultivo de Tioglicolato; B: Agar Bilis

Esculina; C: Agar Mueller Hinton
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» Colocacion del medio de cultivo en los tubos crioviales para transportar las

muestras

» Toma de muestra de diente con necrosis pulpar y almacenamiento en tubos

crioviales con caldo de cultivo de tioglicolato
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» Cultivo en Agar Bilis Escuiilina'y control de crecimiento (+) de la bacteria en agar
Bilis esculina.

> Pruebas bioldgicas de identificacion de la especie Enterococcus. faecalis

A: Tincién Gram + (cocos en pares 0 cadenas cortas)
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B: Prueba de Catalasa (Se buscé colonias que den como resultado Catalasa -)

» Crecimiento en NaCl 6.5 % (Crecimiento positivo, se muestra turbidez en el
tubo de ensayo)
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» Cultivo y control de crecimiento en Agar Sangre a las 18 horas (se aislo las
colonias con gamma hemolisis)

» Resembrado bacteriologico en Agar Sangre (colonias puras de Enterococcus
faecalis)
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> Pruebas de sensibilidad.

A: Preparacion del in6culo a partir de cepas de Enterococcus faecalis gamma
hemoliticos aisladas de Agar Sangre (notese la turbidez en el tubo de ensayo, en
escala McFarley 0.4))
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» Aplicacion de las sustancias (EEP e NaClO) mediante el método por difusion de
disco en las placas de agar Mueller Hinton que contenian la bacteria Enterococcus
faecalis.
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» Control y medicion de halos de inhibicion generado.
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ANEXO 4

TABLAS DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS

» Tabla de las pruebas de normalidad.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
EEP 30% ,145 8 ,200" ,948 8 ,696
EPP 70% ,183 8 ,200" ,943 8 ,641
EEP 100% 172 8 ,200" ,942 8 ,630
NaClO 4% 174 8 ,200° 917 8 404
*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
» Tabla de la prueba de homogeneidad de varianzas.
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
72 80,686 3 28 ,000
48 83,411 3 28 ,000
24 39,632 3 28 ,000
12 4,532 3 28 ,010
» Tabla de la prueba ANOVA de un factor
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
72 Entre grupos 272,375 3 90,792 24,023 ,000
Dentro de grupos 105,821 28 3,779
Total 378,196 31
48 Entre grupos 117,924 3 39,308 6,748 ,001
Dentro de grupos 163,098 28 5,825
Total 281,022 31
24 Entre grupos 271,166 3 90,389 38,195 ,000
Dentro de grupos 66,262 28 2,366
Total 337,427 31
12 Entre grupos 463,861 3 154,620 149,548 ,000
Dentro de grupos 28,950 28 1,034
Total 492,811 31
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» Tabla de la prueba de Post Hoc para comparaciones multiples.

Comparaciones multiples

Tamhane
Intervalo de confianza al
Diferencia de Error 95%
() grupo  (J) grupo medias (I-J) estandar Sig. Li Ls
72 EEP 30% EEP 70% 1,36250" , 19150 ,000 , 7750 1,9500
EEP 100 1,11625" ,29585 ,018 ,1708 2,0617
NaClO 4% -5,80625" 1,34438 ,020 -10,6332 -,9793
EEP 70% EEP 30% -1,36250" , 19150 ,000 -1,9500 -, 7750
EEP 100 -,24625 ,28690 ,958 -1,1799 ,6874
NaClO 4% -7,16875" 1,34244 ,006 -11,9983 -2,3392
EEP 100 EEP 30% -1,11625" ,29585 ,018 -2,0617 -,1708
EEP 70% ,24625 ,28690 ,958 -,6874 1,1799
NaClO 4% -6,92250" 1,36125 ,007 -11,7309 -2,1141
NaClO EEP 30% 5,80625" 1,34438 ,020 ,9793 10,6332
4% EEP 70% 7,16875" 1,34244( 006 2,3392| 11,9983
EEP 100 6,92250" 1,36125 ,007 2,1141 11,7309
48 EEP 30% EEP 70% 1,09375" ,23109 ,005 3421 1,8454
EEP 100 , 74625 ,34824 ,273 -,3330 1,8255
NaClO 4% -3,72500 1,68049 ,315 -9,7435 2,2935
EEP 70% EEP 30% -1,09375" ,23109 ,005 -1,8454 -,3421
EEP 100 -,34750 ,29737 ,853 -1,3496 ,6546
HIPOCLORI
0 -4,81875 1,67069 ,132 -10,8506 1,2131
EEP 100 EEP 30% -, 74625 ,34824 ,273 -1,8255 ,3330
EEP 70% ,34750 ,29737 ,853 -,6546 1,3496
HIPOCLORI -4,47125 1,69088 , 175 -10,4779 1,5354
TO
HIPOCLO EEP 30% 3,72500 1,68049 ,315 -2,2935 9,7435
RITO EEP 70% 4,81875 1,67069 ,132 -1,2131| 10,8506
EEP 100 4,47125 1,69088 , 175 -1,5354 10,4779
24 EEP 30% EEP 70% 1,50125" ,28206 ,001 ,6054 2,3971
EEP 100 ,99875" ,28330 ,027 ,1008 1,8967
HIPOCLORI
0 -5,77250" 1,06841 ,004 -9,5087 -2,0363
EEP 70% EEP 30% -1,50125" ,28206 ,001 -2,3971 -,6054
EEP 100 -,50250 ,20433 ,154 -1,1274 ,1224
HIPOCLORI
0 -7,27375" 1,05023 ,001 -11,0265| -3,5210
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Comparaciones multiples

Tamhane
Intervalo de confianza al
Diferencia de Error 95%
() grupo  (J) grupo medias (I-J) estandar Sig. Li Ls
EEP 100 EEP 30% -,99875" ,28330 ,027 -1,8967 -,1008
EEP 70% ,50250 , 20433 ,154 -,1224 1,1274
HIPOCLORI
-6,77125" 1,05057 ,002 -10,5236 -3,0189
TO
HIPOCLO EEP 30% 5,77250" 1,06841 ,004 2,0363 9,5087
RITO EEP 70% 7,27375" 1,05023 ,001 3,5210 11,0265
EEP 100 6,77125" 1,05057 ,002 3,0189 10,5236
12 EEP 30% EEP 70% 2,04125" ,22988 ,000 1,3359 2,7466
EEP 100 1,42000 ,46660 ,079 -,1346 2,9746
HIPOCLORI
-7,47125" ,55394 ,000 -9,3559 -5,5866
TO
EEP 70% EEP 30% -2,04125" ,22988 ,000 -2,7466 -1,3359
EEP 100 -,62125 ,45838 , 756 -2,1730 ,9305
HIPOCLORI
-9,51250" ,54703 ,000 -11,3980 -7,6270
TO
EEP 100 EEP 30% -1,42000 , 46660 ,079 -2,9746 ,1346
EEP 70% ,62125 ,45838 ,756 -,9305 2,1730
HIPOCLORI
-8,89125" ,68126 ,000 -10,9869 -6,7956
TO
HIPOCLO EEP 30% 7,47125" ,55394 ,000 5,5866 9,3559
RITO EEP 70% 9,51250" 54703 | 000 7,6270| 11,3980
EEP 100 8,89125" ,68126 ,000 6,7956 10,9869

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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