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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo comparar y determinar el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de propdleo al 30% Yy cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés digluconato
de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de Streptococcus Mutans (ATCC 25175) mediante
pruebas microbioldgicas. De tipo experimental in vitro, usando como muestra 1, el extracto
etandlico de propoleo al 30% y muestra 2, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al 0.05% y como grupo control el digluconato de clorhexidina
al 0.12%. Se realiz6 la medicion de halos de inhibicién que se formaron alrededor de cada
uno de los discos embebidos de las sustancias antibacterianas colocados en las placas, se
incubaran por 48 horas y se mediran con regla de vernier. Se usard la escala de Duraffourd
et al., 1986 para la interpretacion del efecto antibacteriano frente a streptococcus mutans.
Se usara la técnica de estriado y agotamiento en los agares. Se sembraron 30 unidades
experimentales en agar sangre en el cual se colocaran 3 discos estériles de antibiograma de
émm por placa inoculadas con Streptococcus Mutans. Se depositd en cada disco
antibiograma 10 uL de cada sustancia de prueba y se anotd en una ficha de recoleccion de
datos. Los resultados indicaron que para la muestra 1, extracto etandlico de propdéleo al
30% con un promedio de medidas de halo de 18,79mm una media de 18.78 y desviacion
estandar 2.78. Para la muestra 2, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% obtuvo un promedio de 16,87mm de medicion de halos, una media
de 16,86 y desviacion estandar 2,81. Son diferentes significativamente entre si, ya que el
valor de p=0.017 siendo menor que p=0.05. En conclusién, el extracto etandlico de
propoleo presentd una mayor efectividad antibacteriana frente a la cepa ATCC 25175 de

Streptococcus mutans a las 48 horas.

PALABRAS CLAVE: Efecto antibacteriano, halo de inhibicién, Streptococcus

mutans, in vitro, Propolis.



ABSTRACT

The objective of this study was to compare and determine the antibacterial effect of 30%
propolis ethanolic extract and 0.05% cetylpyridinium chloride plus 0.05% chlorhexidine
digluconate on Streptococcus Mutans strains (ATCC 25175) through microbiological tests.
Experimental in vitro type, using as sample 1, 30% propolis ethanolic extract and sample
2, 0.05% cetylpyridinium chloride plus 0.05% chlorhexidine digluconate and 0.12%
chlorhexidine digluconate as a control group. The measurement of inhibition halos that
formed around each of the disks embedded with the antibacterial substances placed in the
plates was carried out, they will be incubated for 48 hours and they will be measured with
a vernier rule. The scale of Duraffourd et al., 1986 will be used for the interpretation of the
antibacterial effect against streptococcus mutans. The striatum and depletion technique will
be used in the agars. 30 experimental units were seeded in blood agar in which 3 sterile
6mm antibiogram discs per plate inoculated with Streptococcus Mutans will be placed. 10
uL of each test substance was deposited on each antibiogram disk and recorded on a data
collection sheet. The results indicated that for sample 1, 30% propolis ethanolic extract
with an average halo measurements of 18.79mm, a mean of 18.78 and a standard deviation
of 2.78. For sample 2, 0.05% cetylpyridinium chloride plus 0.05% chlorhexidine
digluconate obtained an average of 16.87mm of halo measurements, a mean of 16.86 and
standard deviation 2.81. They are significantly different from each other, since the value of
p = 0.017 being less than p = 0.05. In conclusion, the ethanolic extract of propolis
presented a greater antibacterial effectiveness against the ATCC 25175 strain of

Streptococcus mutans at 48 hours.

KEY WORDS: Antibacterial effect, inhibition halo, Streptococcus mutans, in vitro,

Propolis.



INTRODUCCION

Actualmente, estan apareciendo mas colutorios o enjuagatorios con el fin de prevenir y
evitar y la aparicion de caries dental o biofilm. Debido a esto, el tema de efectividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans es muy concurrida. Los streptococcus mutans

son bacterias que se encuentran en cavidad oral adheridas al biofilm.

Se informa todo el procedimiento y la serie de investigacion in vitro del extracto etandlico
del propdleo, un producto natural que posee una alta cantidad de flavonoides, producto

proveniente de las abejas reconocido por sus propiedades antibacterianas.

Conforme va pasando el tiempo se estan llevando a cabo investigaciones sobre productos
naturales, ya que es importante para la investigacion de farmacos y el progreso de

medicamentos.

El objetivo de esta investigacion es comparar el efecto antibacteriano de un compuesto
natural como es el extracto etanolico de propdleo al 30% vy el cloruro de cetilpiridinio al

0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05%.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Considerada como una enfermedad de extrema importancia; la caries dental, para la
odontologia, ya que si no se trata a tiempo puede conllevar a la pérdida de dientes. Esta
enfermedad esta definida por la disipacion quimica de la extension del diente incitada por
la actividad metabdlica, llamada biopelicula dental que se caracteriza por la continua
actividad microbiana. Se estima que el 85% del trabajo de la comunidad odontoldgica esta

dedicado solo al tratamiento de caries. (1)

La caries es una afeccién que abarca a nivel mundial, debido a su epidemiologia varios
paises de Latinoamérica han decidido optar por la prevencion; en México, se tiene como
objetivo mejorar la salud oral de toda la ciudad proponiendo normas para controlar y
prevenir las enfermedades orales, destacando la prohibicién de venta de sal yodada
fluorada, ya que el agua posee una concentracion mayor a 0.7 ppm y fomentando la
realizacion de semanas de la salud oral. En Argentina, de manera preventiva se recomendo
el cepillado semanal con gel de fluorfosfato acidulado al 4660 ppm bajo supervision,
colutorio cada semana después del cepillado dental con fluoruro al 0.2% con esto se podria
reducir la prevalencia de caries. En Chile, se relacion6 que los nifios de estrato social bajo
padecen de maés lesiones cariosas que los nifios de estrato acomodado. Para la prevencion
al alcance de todos, en zonas rurales se facilito la via de acceso para los fluoruros a traves
del consumo de agua potable y leche, también se priorizd la atencion odontoldgica en
edades con riesgo (2, 4, 6, 12 afios y mujeres embarazadas.) En Paraguay, el 98% sufre de

problemas bucodentales incidiendo en escolares de 6 a 12 afios para la cual se adaptaron



estrategias para el control de la caries como firmar convenios con diferentes instituciones
para la calidad de vida y salud, se extendieron e implementaron especialidades
odontoldgicas en las redes de salud y se aperturaron clinicas moéviles de salud bucal. Se
registré una baja del 98% al 86% en incidencia de caries. En Brasil, se cred un programa
con el fin de extender el acceso a la atencidén odontoldgica gratuita por medio del Sistema
Unico en salud para garantizar promociones de salud oral, prevencion y recuperacion de la
poblacién brasilera. Se implementaron equipos de salud oral, centros de especialidades
odontoldgicas y laboratorios de protesis dental. En Venezuela, prevalece la caries en nifios
de 5 a 12 afos con un 80.5%. Se cred un plan con el fin de determinar la influencia de
frecuencia de aplicacion de barniz de fldor fluorado. Hasta el 2014 se concluy6 que ningun
nifio dentro del programa presentaba caries luego de la colocacion del flaor. En Ecuador,
prevalece en nifios de 3 a 11 afios un 62.39% y de 12 a 19 afios un 31.28% existe un
programa con el fin de vigilar, prevenir y controlar las enfermedades que ataca a
embarazadas, nifios de 0 a 5 afios y de 6 a 14 afios. En el Perd, segin MINSA en el 2005 se
hall6 el 90% de prevalencia en escolares. Un 90.6 % en zonas urbanas y 88.7% en rurales.
Se adoptd la medida de actividades preventivas, la fluorizacion de la sal donde se deben
indicar el contenido de 200 ppm de flGor en su composicién. Debido a que no existe
control de la composicion de la sal fluorada, se esta llevando a cabo un ensayo clinico en
una poblacion donde se esta agregando el xilitol en la leche para la prevencion en escolares
de 4 a 8 afos. Se sugiere establecer un sistema de atencion epidemioldgica y agregar

actividades preventivas eficientes. (2)

El microorganismo mas vinculado al inicio de caries es el Streptococcus mutans, un agente
etioldgico que fué descrito a mediados de la década de los 60 encontrado mayormente en el
biofilm o biopelicula, considerado el agente etioldgico principal de caries, ya que se adapta

facilmente a cambios de ambiente inesperados y sustanciales. (3) Streptococcus Mutans



(St. Mutans) puede sobrevivir en un pH bajo aparte de producir acido causando la
desmineralizacion del diente. Sin embargo, con una buena remocion del biofilm con el uso

del cepillo y el hielo dental se puede reducir la carga de bacterias cariogénicas.

Actualmente, se ha estado aplicando agentes profilacticos con el objetivo de evitar la
acumulacién de biofilm dental y mantener el control de este, el mas eficiente es la
clorhexidina, antibacteriano con gran espectro de accidén contra gramnegativos y gram
positivos. (4) Los agente profilacticos como la clorhexidina, reprimen las funciones
metabolicas de microorganismos orales como la sintesis extracelular de polisacaridos y
actividad proteasa, el transporte de azucar y la produccidén de acidos favoreciendo al
control y disminucion de biofilm dental para evitar el alcance del pH critico que tarda 2

dias en madurar. (3)

Comunmente se usa en concentraciones de al 0.12% o 0.2% para la prevencion de caries,
ya que disminuye la densidad del agente patdgeno es decir el st. Mutans. (4) Las moléculas
de la clorhexidina inhiben la formacién, adhesion y crecimiento del biofilm, dafiando la
membrana de la célula bacteriana. Disminuye biofilm dental y previene la gingivitis. Esta

disponible en varias presentaciones como son los enjuagues, geles y barnices. (3)

Otra sustancia poseedora de propiedades antibacterianas es el propdleo, constituida por
varios compuestos quimicos que varian seguin su procedencia. Posee también propiedades
fungicidas, antiinflamatorias, antivirales y analgésicas. El propoleo descompone la
membrana citoplasmatica, el citoplasma y la pared celular inhibiendo la sintesis proteica
causando bacteridlisis parcial. Es un potente antimicrobiano poseedor de flavonoides que
inhiben distintas clases de bacterias, enzimas virales, protozoos y diversas proteasas. (5) Se
estima que esta formado por resinas 50%, cera 30%, polen 5%, aceites esenciales 10% vy

otros residuos organicos. (6) El propdleo fué usado también como anestésico local en el



area de salud, asi como en el tratamiento de enfermedades respiratorias al ser bactericida y

bacteriostatico. En odontologia, se usa en tejidos orales como anestésico y cicatrizante. (7)

Actualmente, el cloruro de cetilpiridinio (CPC) es muy conocido por tener un amplio
espectro antimicrobiano con propiedades tensioactivas que elimina gram positivos y
levaduras en cavidad bucal. Los colutorios que contienen CPC han demostrado la

efectividad en contra de biofilm y la gingivitis. (8)

Por tal motivo la presente investigacion tiene como objetivo determinar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de propoleo al 30% y del cloruro de cetilpiridinio al
0.05% més digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre streptococcus mutans, bacteria
responsable de la caries dental, con el fin de llevar a la practica métodos complementarios

para la prevencion y tratamiento de esta enfermedad.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢Cual es la comparacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoéleo al
30% y el cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre

cepas de streptococcus mutans. Estudio comparativo in vitro?

1.2.2 Problemas especificos
e ;Cual sera el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo al 30% sobre
cepas de streptococcus mutans a las 48 horas. Estudio comparativo in vitro?
e ;Cual serd el efecto antibacteriano del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans a las 48

horas. Estudio comparativo in vitro?



e ;Cual es la diferencia antibacteriana del extracto etandlico de propoleo al 30%,
cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre

cepas de streptococcus mutans a las 48 horas. Estudio comparativo in vitro?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general
Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propéleo al 30% vy el cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% méas digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de

streptococcus mutans. Estudio comparativo in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos

o ldentificar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de propdleo al 30% sobre
cepas de streptococcus mutans in vitro a las 48 horas. Estudio comparativo in vitro.

e Identificar el efecto antibacteriano del cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans in vitro a las 48 horas.
Estudio comparativo in vitro.

e Establecer la diferencia del efecto antibacteriano del extracto etanélico de propoleo
al 30% y cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de streptococcus mutans a las 48 horas. Estudio comparativo in

vitro.

1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1 Tedrica
El método experimental in vitro de esta investigacion asegura que los resultados sean de

gran utilidad y valiosos para la comunidad odontoldgica, de tal manera poder agregar a los



aportes cientificos anteriormente reportados sobre la actividad antibacteriana de dichos

antimicrobianos.

1.4.2 Metodoldgica

Al ser este trabajo in vitro, serd desarrollada en un laboratorio de microbiologia. El
instrumento serd una ficha de recoleccion de datos en el cual estardn las medidas en
milimetros de los halos de inhibicion que se formardn como reaccién a la sensibilidad

frente a S.M.

1.4.3 Préactica

El fruto de esta investigacion asegura la aportacion de conocimientos o bases sobre el
efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo, digluconato de clorhexidina y
cloruro de cetilpiridinio y asi tener mas opciones en la practica odontoldgica. Es necesario
contribuir conocimientos sobre los efectos de cada antibacteriano que puedan servir de

guia al odontologo.

1.4.4 Social
El presente estudio contribuye a la sociedad a tener mas alternativas para el uso diario
como antiséptico bucal tanto en el consultorio como fuera de. Ademas, es una alternativa

mas econdmica que otros y al alcance de la poblacién.

1.5 Delimitaciones de la investigacion

1.5.1 Temporal

El presente trabajo no presenta ningun tipo de limitacion para su desarrollo.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Checalla y Sanchéz. (2021) en la investigacion tuvieron como objetivo ‘“caracterizar
quimicamente un extracto etandlico de propdleo peruano y evaluar su actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans (St. mutans).” El estudio es analitico,
prospectivo, transversal y experimental in vitro. Se empleé una muestra de 150 gr del
prop6leo proveniente de Tacna que fueron almacenados en frascos esterilizados
previamente, para obtener el extracto etandlico de propéleo (EEP) se procesé hasta obtener
un polvo fino, se colocd 100 gr de prop6leo en un frasco al cual se agregd 500 ml de
alcohol al 70% posteriormente colocado al horno en 37°C por 15 dias. Se diluyd en agua
destilado para obtener concentraciones de EPP al 25%, 50% y 75%. Se usé la prueba de
difusion en disco sobre un medio agar Brain Heart inoculado con St. Mutans. El
instrumento usado fue el compés Vemier que sirvié para medir los halos de inhibicion. Se
demostré que las composiciones terpenos, diterpenos y terpenoidales del propdleo
presentan actividad antibacteriana frente al St. Mutans (25 %= 17,582 + 2,578 mm; 50 % =
16,906 + 1,892 mm; 75 % = 16,881 12,013 mm; 100 % = 17,201 £ 1,305 mm). Como
control positivo se utilizo la clorhexidina al 0.12% (24,543 = 2,486 mm) que segun la
escala de Duraffourd fué sumamente sensible (+++) (p<0,05) a comparacion del EEP que
fue sensible (+) y muy sensible (++) para todas las concentraciones. Se concluye que todas

las concentraciones de EPP si presentan actividad antibacteriana significativa. (7)

Nazeri, et al., (2019) en este estudio el objetivo fué “determinar las propiedades
antibacterianas del propdleo y evaluar su uso como enjuague bucal antibacteriano con
minimas complicaciones.” Se realizd un estudio in vitro experimental. Se calculd la

concentracion inhibitoria minima para cuatro especies bacterianas, incluida streptococcus



mutans. Se us6 una dilucion de agar triptosa. Se recogieron muestras salivales de ratas a las
12 horas, 1 semana y 2 semanas luego de haber usado el colutorio antibacteriano de
propdleo y se examinG mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

El nivel basal de st. Mutans segun el método de ANOVA undireccional no mostro ninguna
diferencia (p=0,843) Estadisticamente, el colutorio de propoleo (p<0.05) mostrd una
notable diferencia de gran significado con clorhexidina (p=0-024) y Listerine (p= 0.001)
frente a colonias de streptococcus mutans. En conclusion, en enjuague oral de propéleo fue

mas eficaz contra bacterias orales a comparacion del Listerine y la clorhexidina. (9)

Tabango, et al., (2018) en la presente investigacion se tuvo como objetivo “determinar y
comparar el efecto antibacteriano de tres enjuagues bucales fluorados de uso pediatrico
sobre cepas de Streptococcus mutans.” Se realizo un estudio de tipo experimental in vitro
usando 20 cepas de st. Mutans y enjuagues orales para nifios como el Plax Kids (cloruro de
cetilpiridinio 0.075%), Denture Kids (xilitol 10%) y Blendy (xilitol 10%) teniendo como
control a la clorhexidina 0.12% y agua destilada. El instrumento usado fué una regla
milimetrada. EI método de difusidn fué en disco segun Kirby Bauer. Se usé una muestra de
60 placas Petri que fueron repartidas en 3 grupos experimentales con un cantidad de 10 uL,
15 uL y 20uL de solucion, mas 15 uL de los 2 grupos de control. Se obtuvo segun la
prueba de U Mann Whitney con 5% de nivel de significancia que la dosis de 20 Ul de
cloruro cetilpiridinio al 0,075% al compararlo con la clorhexidina no tuvo diferencias de
gran significado y que las dosis de 10, 15 y 20 uL que contienen xilitol al 10% mostraron
diferencias de gran significado al compararlo con clorhexidina. Las cantidades de 10, 15y
20 uL de cloruro de cetilpiridinio indicaron un halo de inhibicion >14 mm (P=0.001), es

decir muy sensible. Los enjuagatorios de xilitol mostraron un halo de inhibicién >8mm



(P=0.1) sensibilidad media y la cantidad de 20 uL de cloruro de cetilpiridinio no indicé
ninguna diferencia de gran significancia al compararlo con 15 uL de clorhexidina (P=1.0).
Se concluye, los colutorios a base de xilitol indicaron sensibilidad media y el colutorio a

base de cloruro de cetilpiridinio, fué el que presentd mayor efectividad antibacteriana. (10)

Cayo, et al.,, (2016) en la investigacion tuvieron como objetivo “evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del Propolis en el crecimiento de cepas del Streptococcus mutans
(ATCC 25175).” Realiz un estudio experimental in vitro, transversal, prospectivo de tipo
aplicada y de nivel descriptivo mediante la medida de cada halo de inhibicion que se
formaron alrededor de las cepas de streptococcus mutans, se obtuvo una muestra de 30
siembras de St. Mutans de placas contenidas de Agar Muller Hinton encubados en un
horno en un ambiente anaerobio por 42 horas. Se aplicaron 2 instrumentos, un pie de rey o
calibrador y una regla estandar milimetrada. Se usé como técnica el hisopado sobre los
medios de cultivo respectivamente y se divididé en 3 grupos de acuerdo al porcentaje de
concentracion (10%, 20% y 30%) para el primer grupo con un coeficiente de variacion de
80.3%, media aritmética de 0.486, desviacion estandar 0.39 y mediana de 0.5. Para el
segundo grupo el coeficiente de variacién fue de 45.2%, media aritmética de 0.714,
desviacién estandar 0.3231 y mediana 0.5 y para el tercer grupo, se obtuvo el coeficiente
de variacion de 63.7%, desviacion estandar 0.4050, mediana de 0.75 y media aritmética de
0.636. En conclusion, presentan valores de inhibicion del halo similar, bastd una
concentracion de propoéleo al 10% para demostrar que existe un efecto antibacteriano frente

a cepas del St. Mutans. (11)

Ramirez, et al., (2016) en esta investigacion se tuvo como objetivo “determinar el efecto
inhibitorio del extracto etanolico de Propdleo sobre los microorganismos de Streptococcus

mutans y Candida albicans que colonizan la cavidad oral de pacientes adultos de la



Clinica Odontolégica de la Universidad Nacional del altiplano Puno.” El estudio fuée
experimental, tipo prospectivo, transversal y racional. Se obtuvieron muestras de
streptococcus mutans (st. Mutans) y candida albicans de pacientes con caries activa y que
usan protesis. Estos fueron expuestos a concentracion de extracto de propoleo al 25%,
50%, 75% y 100% 24 horas. EI método que se usé fue Kirby Bauer. Se obtuvo como
resultado las medias del halo de inhibicién del st. Mutans fué 7.5mm, 10.5 mm, 11.7mmy
14.25 respectivamente. Para candida albicans al 50%, 75% y 100% las medias fueron 6.95
mm, 8.6mm y 11.8 mm respectivamente. La conclusion de dicha investigacion fué
mientras a mayor concentracion de propoleo etandlico mayor efecto inhibitorio para st.

Mutans y en menor actividad inhibitoria para candida albicans. (12)

Watanabe, et al., (2015) en el presente estudio se tuvo como objetivo “comparar
la Dilucion Inhibidora Maxima (MID) in vitro de 3 enjuagues bucales que contienen
diferentes principios activos frente a 36 aislados clinicos de EM.” El estudio es
experimental in vitro. Se evalud a los siguientes colutorios: PeriogardR, CepacolR y PlaxR
Fresh Mint y el efecto antibacteriano se evalué en 36 muestras aisladas clinicas de
streptococcus mutans. Se determiné a partir de las puntuaciones determinadas del MID. Se
uso la prueba no paramétrica de Kruskal Waallis para determinar la diferencia significativa
entre grupos y se usoé la prueba de comparacion mdaltiple de Dunn para comparar de 2 por 2
entre grupos. Lo resultados estadisticamente relevaron que el MID de Periogard no tuvo
diferencia con el CepacolR (p>0,05) porque inhibio la cepa de st. Mutans en el 1/320 de
dilucion siendo mayor que PlaxR (p<0,05) donde inhibié la cepa en el 1/20 de dilucion. En
conclusion, los colutorios que contienen clorhexidina como el PeriogardR y el CepacolR
que contiene cloruro de cetilpiridinio obtuvieron la mayor actividad antimicrobiana frente

a streptococcus mutans que el colutorio PlaxR que contiene triclosan. (13)
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Mohsin S, et al., (2015) en la presente investigacion se tuvo como objetivo “evaluar la
eficacia antibacteriana de un dentifrico a base de propdleo sobre los estreptococos
mutants que colonizan la cavidad bucal de pacientes jovenes que utilizan la prueba
Dentocult® SM strip mutans.” El estudio fue experimental in vivo. Se evalu6 30 nifios y se
les indicd que usaran la pasta a base de propoleo (Probee) diariamente durante tres minutos
por cuatro semanas. Se recolectaron muestras de saliva y biofilm al inicio, a la Ira, 3ray
4ta semana. Se uso6 el kit Dentocult SM strip mutans. Se usaron la prueba t y la prueba de
Friedman para el analisis estadistico. Los resultados estadisticamente revelaron una
desviacion estandar de la linea base 0.4795 y mediana 2. En la 1ra semana una desviacion
estandar de 0.4498 y mediana 2. En la 3ra semana una desviacion estandar de 0.4795 y
mediana 1 y en la 4ta semana una desviacion estandar de 0.4795 y mediana 1. En
conclusion, la pasta dental a base de propdleo reduce la carga microbiana in vivo del

streptococcus mutans en cavidad oral de pacientes jovenes. (14)

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Caries dental

Proveniente de etiologia multifactorial, mayormente se debe a la degradacion de
carbohidratos, influencias genéticas y salivales, azlcares por los microorganismos
encontrados en cavidad bucal como los lactobacilos y especialmente streptococcus.
Empieza por la desmineralizacion del esmalte propagdndose muy rapido hasta causar
intenso dolor. Se estima que entre un 27% a 64% prevalece en nifios y un 26% a 83%
prevalece en adultos. Actualmente, la prevencién es la mejor opcidn en estos casos, una
buena higiene oral, una dieta saludable, evitar alimentos con alto contenido de azlcar y la

ayuda de colutorios orales son importantes. (15)(16)
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2.2.1.1 Microbiologia

La caries dental ha ido desarrollandose cada vez mas con la intervencion de
microorganismos desde del afio 1800. Proviene del latin caris, decadencia y se descompone
del antiguo Arachrinn. Término que refiere a “agujeros en los dientes”. El streptococcus
mutans se reconoce como un prominente causante de los procesos cariogénicos, como las
lesiones de esmalte, lesiones de dentina o lesiones de primera infancia. El alto bajo nivel
de oxigeno y el alto contenido de azlcar favorecen a la fermentacion rapida y a la
produccién de &cido, ambiente apto para formacion de colonias de streptococcus mutans.

(17)

2.2.1.2 Etiologia

Definida como una enfermedad o afeccidén que no tiene una sola causa por eso se dice que
es multifactorial resultado de una variacion ecoldgica en la proporcion de la microbiota
oral y el huésped que debido a los cambios de la biologia oral y al cambio de estilo de vida
pueden conllevar a enfermedades. ElI consumo alterado de carbohidratos fermentables

como el azucar y/o una secrecion de saliva reducido son factores de riesgo. (15)

2.2.1.3 Epidemiologia

Actualmente, la caries dental es una afeccidn cronica que se puede prevenir provocada por
biopeliculas multifactoriales de la cavidad oral, tiempo prolongado de pH bajo en boca y la
desmineralizacion de los dientes. Se creia que los lactobacilos y streptococcus eran los
unicos microorganismos involucrados en la evolucion de la caries. Afecta tanto a nifios
como a adultos, en dientes de leche y dientes permanentes y en distintas superficies y/o

capas del diente llegando hasta al nervio y/o provocando la pérdida de este. (18)

Los agentes son la actividad bacteriana, la dieta, el pH, la saliva y la genética. Hasta ahora

se han identificado méas de 54 bacterias cariogénicas potenciales. Si dichos agentes estas
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siendo manejados o bien controlados se puede interrumpir, precaver y revertir como

remineralizar el diente. (18)

2.2.1.4 Métodos de diagndstico de caries
Las areas méas expuestas a caries suelen ser las fosas y fisuras debido a las caracteristicas

morfolGgicas que presentan, esto contribuye a la facil evolucion y progresion de estas.

En la actualidad, se ha estado usando el fllor como prevencion especialmente en estas
areas mas susceptibles que otras. Existen varios procedimientos para detectar una lesion

cariosa tanto clinico como paraclinico:

El procedimiento clinico méas usado por el odontdlogo es la inspeccién visual, que incluye
el uso de las cdmaras intraorales para la amplificacién visual, ya que permite monitorear la
evolucion de la caries. Se requiere para un buen diagnostico tener el diente limpio libre de

biofilm, una superficie seca y buena iluminacion. (19)

El procedimiento de inspeccion al tacto, la mayoria de los odont6logos usaban este
procedimiento en la década delos 80 que consiste en atascamiento del explorador en una
fosa o fisura; en la actualidad, ya no es indicador de un buen diagnostico debido a 5
razones: en la fase inicial de la caries, la desmineralizacion afecta por debajo de la
superficie, mientras esta se encuentra intacta no se produce el estancamiento del
explorador; los exploradores no llegan a penetrar las fisuras, ya que la punta no es lo
suficiente delgada; se impide la remineralizacion al colocar el explorador debido a una
fractura de la superficie; se pueden contaminar algunas fosas y fisuras; el estancamiento
del explorador se puede deber a la profundidad de fisura o a la fuerza aplicada al examinar

la pieza o la punta muy afilada. (19)

El procedimiento radiogréafico, se considera un examen complementario al procedimiento

de inspeccion visual, ya que al ojo clinico se suele subestimar las lesiones cariosas
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profundas. Este método permite determinar la evolucion de la lesion asi como la

desmineralizacion del diente. (19)

El procedimiento de transiluminacion, se realiza colocando una luz que atraviesa el tejido
dental y deja ver el afectado por caries. La lesion de caries se observa con una cantidad
mayor de luz que el diente sano, ya que la estructura se vuelve porosa. Se visualizard una

parte mas oscura a comparacion de la brillantez y claridad de un diente sano. (19)

Cuando ocurre la desmineralizacion dental se incrementa normalmente la conductividad
eléctrica en dicha pieza debido al dafio de esta. El Caries meter es un instrumento que usa
ondas de 400 Hz junto a 2 electrodos, usado en el procedimiento de conductividad
eléctrica, estos electrodos se colocan respectivamente en el carrillo y la lesion cariosa. El
uso adecuado es mantener el diente seco para humedecerla con una solucion salina para
favorecer la conductividad. Este procedimiento es méas sensible que la inspeccion visual y

el examen radiogréfico. (19)

Por ultimo, se cred un procedimiento con el objetivo de diagnosticar las lesiones
adamantinas incipientes. Se genera una luz fluorescente que indica cuanto abarca dicha
lesion. El instrumento usado es el Diagnodent de la empresa reconocida Kavo. Una
alternativa a los procedimientos convencionales. Existen lesiones que no pueden ser

diagnosticadas a través de una radiografia pero si a través del Diagnodent. (19)

2.2.1.5 Proceso

La desmineralizacion se debe a la acidez de la cavidad oral debido a la concentracion de
bacterias, sacarosa o lo que la conforman. Juntos promueven el desarrollo de streptococcus
mutans y otras bacterias acidogénicas tolerables a los acidos. Se concluye que el azucar
realiza cambios quimicos y fisiologicos en plena formacion de biofilm, induciendo a la

formacion de caries. El azucar es el carbohidrato méas cariogénico. El pH de la microflora
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dental suele disminuir al entrar en contacto con la glucosa, sacarosa o fructosa
conduciendo a la desmineralizacion y desintegracion desmesurada del esmalte. El bajo PH
desequilibra la microflora favoreciendo al crecimiento de bacterias como streptococcus

mutans, lactobacilos y bifidobacterias. (20)

2.2.2 Streptococcus mutans

Como protagonista de biopeliculas en la superficie del diente, llamado biofilm o sarro
dental. La bacteria de Streptococcus mutans (st. Mutans) es el microorganismo
fundamental en humanos de caries dental. La propiedad del st. mutans de adaptarse a

cambios ambientales inesperados lo coloca como principal factor de caries. (3)

2.2.2.1 Biopelicula dental

Llamada también biofilm estd compuesta por numerosas especies de bacterias orales. El
biofilm sano puede estar conformado por mas de 700 tipos de bacterias, pero solo el 1%
puede ser cariogenico, el biofilm sano sirve como defensa a infecciones por
microorganismos u otros tipos de patdgenos. Al haber un cambio de la microflora dental

conlleva a la formacién de bacterias patogénicas aciduricas y acidogénicas. (21)

2.2.2.2 Formacion de biopeliculas

Streptococcus mutans tiene como propiedad principal formar biofilm dental en la
superficie de los dientes con la interaccion de la saliva. Este microorganismo mediante la
accion de los glucosiltransferasas simplifica el glucano adherente a partir del azucar. Las
proteinas de union a glucanos (Gbp), proteina de superficie celular (PAc), junas estan a

cargo de la produccion del biofilm dental Ilevando a la formacion de caries. (22)

2.2.2.3 Acidogenicidad
Los productos de fermentacion producidos por streptococcus mutans son el lactato,

acetato, etanol y lactato. Se produce el producto principal; el lactato, cuando abunda la
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glucosa. Streptococcus mutans tiene un Ph de 7.0 a 5.0 sobrepasando a los diferentes
streptococcus de la cavidad oral. Se dice que ocasiona cambios ecologicos en la flora del
biofilm, incluyendo a otros microrganismos aciddgenos y tolerantes al pH acido. El pH del

biofilm inferior a 5,4 ocasiona caries dental y la desmineralizacion del esmalte. (23)

2.2.2.4 Clasificacion

De acuerdo a su composicion y sus enlaces de polisacaridos de la pared que rodea la
célula, se clasifica en 8 serotipos: st. Downei (serotipo h), st. Macacae (serotipo c), st.
Ferus (serotipo c), st. Rattus (serotipo b), st. Cricetus (serotipo a), st. Sobrinus (serotipo d y
g) y siendo el que mas predomina en cavidad bucal st. Mutas (serotipo c, e, fy k).
Streptococcus mutans se conoce especialmente como patégeno de la cavidad bucal,

asimismo es causante de la endocarditis infecciosa y de la bacteremia. (21)

2.2.2.5 Colonizacion

Como en la mayoria de las enfermedades infecciosas, previamente se necesita ser
colonizada por un agente patdgeno antes de la infeccion. Existen factores de virulencia que
influencian a la capacidad de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales. Existen
estudios que afirman que la primera transmision de st. Mutans se da de madre a hijo
conocido como transmisién vertical, esto ocurre en los primeros afios de vida. Mientras
que el contacto entre, padres, hermanos y personas adyacentes constituyen la transmision
horizontal. La colonizacion de los nifios por streptococcus mutans se da en la erupcion del
primer diente del nifio, conocido como ventana de infeccidn, que ocurre a los 6 meses de

vida. (21)
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2.2.3 Propoleo

2.2.3.1 Generalidades

Desde el afio 300 a.C., ha sido usado como farmaco para la salud y bienestar general y
como alimento. Se describi6 al propoleo como un medicamento recuperador de lesiones.
Actualmente, se usa como parte de bebidas para la mejora de la salud y la prevencién de
enfermedades. Es conocido por tener propiedades antinflamatorias, antiviral,
antibacteriana, anestésico, antioxidantes, antitumoral, anticanceroso, anti fungico,
antiséptico y también por su actividad citotoxica. También ha sido demostrado que actla
frente a otros microorganismo como los parasitos, bacterias, virus y levaduras. No es
toxico para humanos ni animales. Se ha comprobado que el potencial antibacteriano que
posee se debe a la cantidad de compuestos, mas de 200 sustancias. Debido a esto, se ha
estado usando para la investigacion y tratamiento de diversas enfermedades asi como para

la creacion de nuevos farmacos. (24)

La palabra propoleo deriva del griego pro que quiere decir “en la entrada” y polis quiere
decir “ciudad”, indicado para la utilizacion en defensa de la colmena. Es usado como
cemento para preservar la humedad y temperatura de la colmena en todo el afio, para sellar
grietas y espacios abiertos. En la antigliedad, el propoleo fue usado en diferentes campos

especialmente en la medicina tradicional. (25)

2.2.3.2 Composicion

Esta relacionada con los balsamos de fuentes de origen vegetal y con las resinas. Se han
identificado de 300 compuestos quimicos como las ceras, poli fenoles como lo acidos
fenolicos y flavonoides, y terpenoides. Los mas activos son los poli fenoles y terpenoides.

Dentro del grupo de flavonoides esta incluida la crisina, apigenina, pinocembrina,
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galangina, quercetina y otros. Otro grupo son los acidos aromaticos como el acido ferulico,
cinamico, cefeico entre otros. También se pueden encontrar micro elementos y macro
elementos como el manganeso, hierro, zinc, magnesio, calcio, potasio, selenio, sodio y
cobre. Y vitaminas como B1, B2, B6, C y E. la union de componentes activos en diferentes

proporciones evita que se vuelva resistente a alguna bacteria. (26)

Dicha composicion esta influenciada por la iluminacién, las variaciones de estacion, los
campos de alimentacién de abejas y la altitud. No es consistente, ya que la produccion

depende de la variedad de especies de plantas alrededor de su colmena. (24)

2.2.3.3 Efecto antibacteriano

Se considera en 2 niveles. EI primer nivel estd coordinado con la accién directa sobre el
microorganismo Yy el otro sobre la estimulacion del sistema inmunolégico, es decir la
activacion de defensas naturales del cuerpo humano. Se observa que el efecto

antibacteriano es mas efectivo sobre bacterias gram positivas que gram negativas. (26)

Se sabe que segun donde se encuentran ubicados y se recolecta varia el efecto
antibacteriano. El propdleo chileno evidencié una alta eficacia contra streptococcus
mutans. Se estima que el prop6leo mejora la inmunidad del organismo y ejerce su
efectividad. EIl &cido cindmico abunda en el propdleo y es un considerado también un
potente antibacteriano sobre bacterias como streptococcus pyogenes, bacillus spp,
micrococcus fllavus, mycobacterium tuberculosis, entre otros. Este acido desempefia su
actividad al alterar la membrana celular de la bacteria, impidiendo la funcién de las

ATPasas y la formacion de biofilm sobre la superficie. (24)

2.2.3 Cloruro de cetilpiridinio
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2.2.3.1 Generalidades

Utilizado desde el afio 1930 para desinfectar la piel, membranas mucosas, superficies duras
y las formulaciones cosméticas. Desde el afio 1939 se describié por primera vez como
antimicrobiano. Es un compuesto a base de amonio cuarternario monocationico (QAC)
compuesto de nitrogeno cuarternario unido a 1 o méas cadenas laterales hidrofobas. Se
presenta como sal beige y es disoluble al agua. Esta conformado por una piridina con carga
positiva como un grupo de cabeza hidrofilo combinado con una cadena de hexadecano
como cadena lateral lipofila. Por esta composicion molecular es caracterizado como

tensioactivas anfotero. (27)

2.2.3.2 Efecto antimicrobiano

Lee Huyck demostro por primera vez el efecto bacteriostatico del cloruro de cetilpiridinio
frente a las bacterias orales midiendo la caida del pH en la saliva luego de mascar chicle
azucarado. Actualmente, es usado en odontologia como una agente antibacteriano en
productos como enjuagatorios bucales y pastas en venta libre. Funcionan como prevencién
y reduccion de biofilm e inflamacion de las encias. Para el aumento de la actividad
bacteriana se decidi6 combinar el cloruro de cetilpiridinio con otro antiséptico como la

clorhexidina. (27)

2.2.3.3 Composicion
La principal composicion del cloruro de cetilpiridinio es el amonio cuaternario, pertenece a
la primera generacion; es decir, de baja sustantividad segun la clasificacion de Kronman

1990, Bascones 1991. Reduce el biofilm en un 35%. Al aumento de la porosidad de la
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pared bacteriana facilita la lisis y disminuye la facultad de la bacteria para adherirse a la

superficie del diente. Su efecto es moderado y es facil de eliminarse del espacio bucal. (28)

2.2.3.4 Efectos adversos

Principalmente el cloruro de cetilpiridinio que se encuentra mayormente en pastas dentales
y enjuagatorios al 0.5% conllevan a la tincion de las superficies dentales, ardor, lesiones
ulcerosas, aftas y quemazén en cavidad bucal y en algunos casos perdida del gusto.

(28)(29)

2.2.3.5 Mecanismo de accion

Basado en la carga fuerte positiva y la parte hidr6foba de este que se interrelaciona con la
superficie de la célula microbiana y se junta con la membrana celular, a esta interaccion
continua una salida de componentes del citoplasma que se da en el metabolismo de la
célula debido a la interrupcién de la conformacion de la membrana, impidiendo el
crecimiento y ocasionando la muerte celular. (30) Incitan la ruptura de la pared de la célula
y alteran el citoplasma. Se retiene en cavidad oral mucho méas que la clorhexidina y son

menos efectivos inhibiendo el biofilm y previniendo la gingivitis. (31)

2.2.4 Clorhexidina

2.2.4.1 Generalidades
Actualmente, se usan varios compuestos para supeditar el biofilm oral como el triclosan,

cloruro de cetilpiridinio, aceites esenciales incluida la clorhexidina. Aparentemente el
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gluconato de clorhexidina es el agente antibacteriano mas repasado, estudiado y eficaz para
prevenir y controlar la biopelicula dental. Existen 2 tipos de clorhexidina, con alcohol y sin
alcohol que son comercializadas a nivel mundial. El alcohol funciona como antiséptico y

disolvente también asegura la esterilizacion del contenido. (32)

2.2.4.2 Caracteristicas

Estudios han demostrado que neutralizan también patégenos como prevotella intermedia,
streptococcus aereus y porphyromans gingivalis. Ejerce accion dentro de la membrana
citoplasmatica, dicatiénico marcando 3.5, pH superior. Evita el acaparamiento de biofilm,
disminuye la adhesion a las células epiteliales de porphyromonas gingivales. Actla contra
bacterias gram positivas, gram negativas. También hongos como los dermatofitos y virus
lipoliticos. Asi también sobre el virus de la hepatitis B y de la inmunodeficiencia humana,
hongos y levaduras. Una caracteristica importante es la retencion oral, que depende mucho

de la concentracion de uso, el pH, temperatura y tiempo de contacto. (33)

2.2.4.3 Mecanismo de accion

La clorhexidina es un componente antimicrobiano que atraviesa y desequilibra la
membrana de la célula bacteriana, acelera el citoplasma y obstaculiza la funcion de dicha
membrana, impidiendo que llegue oxigeno, ocasionando la muerte de dicha célula. Actla
por 20 segundos maximo sobre la membrana citoplasmatica, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos durante 29 horas aproximadamente. En bajas proporciones evidencia un
efecto bacteriostatico y en altas funciona como bactericida. Presenta actividad in vitro
contra virus que presentan capsula como el VIH, herpe simple, citomegalovirus e

influenza. Actla sobre el biofilm oral alrededor de 24 horas. (34)
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2.3 Formulacién de hipdtesis

2.3.1 Hipotesis general

Hi: Existe diferencia del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo al 30% y

el cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas

de streptococcus mutans. Estudio comparativo in vitro.

Ho: No existe diferencia del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo al

30% vy el cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05%

sobre cepas de streptococcus mutans. Estudio comparativo in vitro.

2.3.2. Hipotesis especificas

1.

Hi: Existe un efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo al 30% sobre
cepas de streptococcus mutans en 48 horas. Estudio comparativo in vitro.
Ho: No existe un efecto antibacteriano del extracto etandlico de propéleo al 30% sobre

cepas de streptococcus mutans en 48 horas. Estudio comparativo in vitro.

Hi: Existe un efecto antibacteriano del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés
digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans in vitro a
las 48 horas. Estudio comparativo in vitro.

Ho: No existe un efecto antibacteriano del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans in vitro a

las 48 horas. Estudio comparativo in vitro.

Hi: Existe diferencia del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo al
30% vy del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05%

sobre cepas de streptococcus mutans en 48 horas. Estudio comparativo in vitro.
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Ho: No existe diferencia del efecto antibacteriano del extracto etanolico de propoleo al
30% vy del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05%

sobre cepas de streptococcus mutans en 48 horas. Estudio comparativo in vitro.

CAPITULO I1I: METODOLOGIA

3.1 Método de la investigacion
Método deductivo hipotético cuyo objetivo es dar replicato a la hipotesis de este estudio in
vitro, comparando los descubrimientos de estudios y trabajos anteriores con lo observado y

encontrado en la experimentacion presente.

3.2 Enfoque de la investigacion

Cuantitativo

3.3 Tipo de investigacion
La presente investigacion es de tipo aplicado, ya que tiene como objetivo determinar y
comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo y el cloruro de

cetilpiridinio mas digluconato de clorhexidina.

3.4 Nivel de la investigacion

Estudio aplicativo porque medira el efecto antibacteriano entre dos variables.

3.5 Disefio de la investigacion

Experimental in vitro, analitico, prospectivo y de corte transversal.
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3.6 Poblacion, muestra y muestreo

3.6.1 Poblacion
La poblacion del presente trabajo de investigacion se basa en productos a base del extracto
etandlico de propdleo y cloruro de cetilpiridinio mas digluconato de clorhexidina para

determinar los efectos antibacterianos sobre cepas de streptococcus mutans.

3.6.2 Muestra

ESTIMAR UNA MEDIA

Total de poblacion (N)

Nivel de confianza o seguridad (1-a) 95%
Precision (d) 3
Varianza (5?) 70
TAMANO MUESTRAL (n) 30

EL TAMANO MUESTRAL AJUSTADO A PERDIDAS
Proporcién esperada de perdidas (R ) 15%
MUESTRA AJUSTADA A LAS PERDIDAS 35

3.6.3 Tipo de muestreo
Muestreo no probabilistico por conveniencia porque se recogen muestras de propéleo a

disponibilidad del investigador.

3.6.4 Variables y operacionalizacion

CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

L Escala
. Definicion | pimensione . Escalade | valorativa
Variables Indicadores e .
Operacional S medicion | (niveles o
rangos)
Efectividad Capacidad - Halos de Nula  (-):
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antibacterian | inhibitoria del inhibicion Nominal: <8mm
a del extracto | crecimiento de o )
etandlico de | bacteriano  de crecimiento | Cualitativa | Sensible
propéleo st. Mutans bacterianos (Escala de | (+): entre 9
debido a la y propoleo Duraffourd |y 14 mm
presencia  del al 30%. ) Muy
propdleo. sensible
(++): entre
15 y 20
mm
Sumament
e sensible
(+++): >20
mm
48 horas
Efectividad Capacidad Cloruro de | Nominal: Nula  (-):
antibacterian | inhibitoria del cetilpiridini o <8mm
a del Cloruro | crecimiento oal 0.05%y Cualitativa .
de bacteriano  de digluconato (Escala de | Sensible
cetilpiridinio | st. Mutans de Duraffourd | (+): entre 9
mas debido a la clorhexidina ) y 14 mm
digluconato | presencia  del al 0.05% Muy
de compuesto  de sensible
clorhexidina | amonio (++): entre
cuarternario 'y 15 y 20
de una base mm
fuerte di
catibnica  con Sumament
un PH superior e sensible
a 3.5 (+++): >20
respectivament mm
e usados como 48 horas

medida
profilactica en
colutorios

Fuente: elaboracion propia
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

Se usO la observacion cientifica, consiste en examinar u observar fendmenos, en esta
oportunidad, el ensayo in vitro sirvié para medir, analizar, comparar y analizar datos
estadisticamente con el objetivo de discutirlo con la evidencia previa y obtener
conclusiones actualizadas. Este proyecto se trabajo directamente con el laboratorio, ya que
se tuvo una relacion con la sustancia a tratar, por lo cual se desarrollard en un ambiente de
laboratorio de microbiologia equipado. Se presenta una ficha para la recoleccion de datos.

(35) (ANEXO N°3)

Para la ejecucion del presente proyecto se solicito el apoyo del Laboratorio Microbiolégico
Scientific Quality situado en la ciudad de Lima. Seguidamente, se hizo la coordinacion
necesaria para la adquisicion y préstamo de los diferentes materiales y equipos requeridos
para la investigacion. Asi como también, el apoyo del personal microbidlogo autorizado

para el seguimiento de dicho estudio que fué realizado con los propios recursos del autor.

En primer lugar, se dio inicio a los papeles para la adquisicion de la cepa ATCC 25175 de
Streptococcus mutans (ANEXO N° 4). Se siguieron normas de bioseguridad y control de
infecciones en todas las visitas al laboratorio microbioldgico, incluyendo la colocacion del
equipo personal de proteccion como botas descartables, mandil desechable, gorro
descartable, lentes de proteccion, mascarilla y guantes. Medidas necesarias e importantes
para que al momento de interactuar con la cepa bacteriana evitemos cualquier riesgo de

contaminacion.

Materiales y equipos:

A continuacién, se nombraran los materiales y equipos usados para lograr la ejecucion:
cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175), 150 gr de propoleo solido de abeja, Agar
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Brain Heart Infuasion, frasco de vidrio &mbar de 500 ml, mortero de metal de 100 mm de
diametro, micropipeta, placas Petri de vidrio, bandeja de porcelana, pinza de acero
inoxidable, alcohol de 96%, embudo de vidrio de 10 mm de didmetro, papel de filtracion
rapida, bafo termostatico, congeladora, balanza, refrigerador, incubadora, autoclave, bafio
termostatico, contador de colonias con lupa de 4 aumentos, fluconazol al 15%, jarra de
anaerobiosis, regla vernier, discos de antibiograma de 6 mm estériles, mechero de bunsen,
agua destilada vy la sustancia a probar el extracto etanélico de propdleo al 30% vy el cloruro
de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% (PerioAid-

mantenimiento y control). (ANEXO N° 5)

Obtencidn del extracto etandlico de propoleo al 30%:

Se recolectara el propdleo con todas las condiciones de higiene y precauciones para evitar
la contaminacion mientras sea transportado hacia el laboratorio en un frasco estéril para ser
procesado. Se obtendra basado en la metodologia de Calderdon A. (2010) de la siguiente
manera: se usaran 100 mg de sélidos de propoleo disueltos en 111 ml de solucion
etandlico al 96%, se mantendran en reposo por 2 horas, terminado el procedimiento se
coloca en un bafio termostatico a 38°C y se calienta suavemente con agitacion por 15

minutos obteniendo el extracto de propoleo al 30%. (36) (ANEXO N°6)

Metodologia:

Se medira el efecto antibacteriano usando la técnica de medicion de halos de inhibicion
que se formardn alrededor de cada uno de los discos embebidos de las sustancias
antibacterianas colocados en las placas, se incubaran por 48 horas y se mediran con la
ayuda de un calibrador o regla de vernier. Se usara la escala de Duraffourd et al., 1986 para

la interpretacion del efecto antibacteriano frente a streptococcus mutans. (37)

1. Nula (-) si es menor a 8 mm.
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2. Sensible (+) siesde 9a 14 mm.
3. Muy sensible (++) sies de 15a19 mm.

4. Sumamente sensible (+++) si es mayor que 20 mm. (37)

Se sembraran 30 unidades experimentales en agar sangre en el cual se colocaran 3 discos
estériles de antibiograma de 6mm por placa inoculadas con Streptococcus Mutans. Se
depositd en cada disco antibiograma 10 uL de cada sustancia de prueba: extracto etanoélico
de propdleo al 30%, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05% Yy digluconato de clorhexidina al 0.12% como grupo control. EI grupo control tiene
el objetivo de comprobar si tenia actividad antibacteriana en relacién a las sustancias

empleadas.

Se empleara como instrumento una ficha de recolectora de datos, en el cual se anotara la

medida de los halos de inhibicidon en milimetros de cada muestra.

3.7.2 Descripcion de instrumentos

Evaluacion del efecto antibacteriano:

Para la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto etanolico de propdleo al 30% vy el
cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans (ATCC25175), se procedié a seguir dicha secuencia: preparacion del
medio de cultivo del agar, activacion de la cepa y reconocimiento de streptococcus mutans,
preparacion del inoculo de streptococcus mutans, inoculacion de las placas con
streptococcus mutans, colocacion de los discos antibiograma y la sustancia prueba y

medicion de halos de inhibicion de sustancias frente a streptococcus mutans.

1. Preparacion del medio de cultivo del agar:

Se prepar6é 950 ml de agar Brain Heart Infusion (BHI) segun las instrucciones del

fabricante, pesandolo en una balanza e hidratdndolo con agua destilado y se autoclavd
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durante 15 minutos a 121°C. Luego, se procedio a temperar en bafio termostatico a 45°C.
Posterior a eso se coloco en esterilidad 50 ml de sangre de ovino y 100 ml de fluconazol al
0.15%. Inmediatamente, en esterilidad se depositd agar sangre en las placas Petri
dejandola solidificar por 15 minutos con dicho medio de cultivo para ser utilizada en el
ensayo rotulandolas segun las sustancias a ensayar y el nimero de placa Petri. Se realizd
la prueba de esterilidad de las placas de agar sangre incubandolas a 37°C por 24 horas.

(ANEXO N°7)
2. Activacion de la cepa y reconocimiento de streptococcus mutans:

El medio que se usé para la activacion de Streptococcus mutans ATCC 25175 fue caldo
BHI, el cual se incub6 a 37°C por el tiempo de 24 horas en anaerobiosis. Todo el
procedimiento fué realizado en condiciones estériles. Se procedié a sembrar el
microorganismo por la técnica de estriado y agotamiento en placas Petri de agar BHI, las
cuales se incubaron por 24 horas a 37°C en anaerobiosis para la identificacion de las

colonias jovenes de Streptococcus mutans.

3. Preparacion del indculo de streptococcus mutans:

Bajo condiciones estériles y cerca del mechero bunsen, se tomd una porcion de una
colonia aislada y se inocul6 en caldo BHI estéril de 5 ml, se incub6 a 37°C por 24 horas.
A este cultivo en BHI se le estandarizé a una turbidez de Mcfarland de 0.5, es decir a

1.5x10% UFC/ml. (ANEXO N° 8)

4. Contaminacion de las placas con streptococcus mutans:

Luego, de acoplar la suspension del indculo, se coge un estéril hisopo, este se humecta con
cultivo en caldo BHI de streptococcus mutans de 24 horas y ase diseminaron con hisopo
en las 30 placas Petri con agar sangre a ensayar, las cuales se realizaron en cuatro

direcciones sobrepuestas para asegurar la presencia de streptococcus mutans en toda la
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placa Petri. Después, se procedio a rotular cada grupo de 10 placas, las sustancias de
prueba como el extracto etanol de propoleo al 30%, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas

digluconato de clorhexidina al 0.05% Yy digluconato de clorhexidina al 0.12%.

En total se emplearon 30 placas con agar sangre inoculada con la cepa en estudio.

(ANEXO N°9)

5. Colocacion de los discos antibiograma y la sustancia de prueba:

Se procedio a la colocacion de los discos, depositando con pinza estéril los discos de
antibiograma (3 discos por placa) en las 30 placas de agar sangre inoculadas con
streptococcus mutans. Luego, se procedid a trabajar con los grupos de 10 placas ya
determinados en los rétulos. Se depositdé con micropipeta en cada disco antibiograma, 10
ul de cada sustancia de prueba: extracto etandlico de propdleo al 30%, cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% Yy digluconato de
clorhexidina al 0.12%, las cuales estan en el rotulo de las placas. Luego, se dejaron
reposar 30 minutos y se colocaron en jarras de anaerobiosis. Estas jarras fueron colocadas

en la incubadora a una temperatura de 37°C por un tiempo de 48 horas.

El desarrollo de todo el procedimiento microbioldgico del ensayo se realizo dentro de un

area de 10 cm de radio alrededor de la Ilama del mechero bunsen. (ANEXO N°10)

6. Medicion de halos de inhibicion de sustancias de prueba frente streptococcus

mutans:

Después de 48 horas de incubacion, las placas fueron examinadas y se procedio a la
lectura con ayuda de un contador de colonias, se evaluo segun la escala de Duraffourd, el
cual consiste en la medicion de halos de inhibicion para interpretar el efecto antibacteriano
frente a streptococcus mutans, los cuales fueron medidos con una regla de vernier, el cual

brindé una dimensién individual de halos (mm) constituidos alrededor de los discos de
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papel remojados en las sustancias a usar, es decir, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al 0.05% y clorhexidina al 0.12%, y el extracto etandlico de

propdleo al 30% en las placas de cultivo. (ANEXO N°11)

Bioseguridad y eliminacion de desechos:

Al terminar las respectivas pruebas de laboratorio, se procedié a eliminar todo insumo y
equipo usado como las cajas Petri de acuerdo a los protocolos de bioseguridad de
desechos biolégicos del Laboratorio de microbiologia 101-P10-GL, el cual indica que los
materiales de ensayo biocontaminados se dividirdn en materiales de vidrio y descartables,
ambos seran colocados por separado en bolsas de riesgo bioldgico y se colocaran en la
autoclave para su proceso a 121°C por 30 minutos, pasaran por controles de calidad para
ser reutilizados. (ANEXO N° 12) Respecto al material descartable, después de haber sido
minimizado, tratado eliminando todo riesgo significativo, se realiza su disposicion final

como residuo solido municipal segin Ley General de Residuos Solidos. (ANEXO N° 13)

3.7.3 Validacion
En este estudio se validd la ficha de recoleccion de datos a través de 5 expertos, cirujanos
dentistas y el grado de magister. Se envio el formato de validacion con respuesta

aprobatoria para la ficha de recoleccion de datos. (ANEXO N° 14)

3.7.4 Confiabilidad
Los datos seran obtenidos de manera directa, observable en base a milimetros con la
supervision del microbiélogo a cargo del laboratorio que entregard una constancia del

informe del ensayo certificada. (ANEXO N° 15)
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3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

Se empleara el programa estadistico SPSS version 25 para procesar los datos obtenidos,
empleando la estadistica descriptiva (ED), en este caso se utilizaran medidas de tendencia
central que implica hallar la media, moda y mediana. También medidas de dispersion la
cual hallara la desviacion estandar midiendo la varianza para datos cuantitativos. Se
determinaran pruebas de parametricidad para determinar qué tipo de prueba estadistica se

utilizan para variables cuantitativas.

3.9 Aspectos éticos y administrativos
e Se respetd la secuencia metodoldgica y las técnicas de laboratorio requeridas que se
adaptaron a los hechos del estudio.
e Respetar normas de bioseguridad como el uso de gorro, botas y guantes
descartables.

e Respetar principios éticos de la Declaracion de Helsinki de la AMM.
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4.1 Resultados de investigacion

CAPITULO IV: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En breves, se presentaran los resultados de esta investigacion experimental a través de

estadisticas interferenciales y descriptivas. Se inspeccionaron 30 muestras por cada

elemento estudiado y nombrado en dicho estudio y sus resultados se explayan siguiendo

los objetivos planteados. (ANEXO N° 16)

4.1.1 Efecto antibacteriano a las 48 horas

Tabla 1. Resultados de los halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en
milimetros (mm) a las 48 horas en agar sangre y la diferencia entre el Extracto etandlico de
propoéleo al 30% y Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas Digluconato de clorhexidina al

0.05%

M2: Cloruro de

Diferencias entre
Extracto etandlico de
propdleo al 30% y

N° Réplicade | M1: Extracto etandlico de cetilpiridinio (CPC) M3: Digluconato de Cloruro de cetlloiridinio
disco propéleo al 30% 0.05% mas Digluconato Clorhexidina 0.12% (CPC) 0 055
antibiograma de Clorhexidina 0.05% ) oY
Digluconato de
Clorhexidina 0.05%

1 16,5 13,6 13,1 29

2 14,1 14,9 15,0 038

3 16,0 10,6 13,1 54

4 17,6 14,5 17,1 3.1

5 20,5 15,1 17,0 54

6 18,1 13,1 16,2 5

7 16,8 17,8 17,0 -1

8 19,1 23,3 16,6 4.2
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9 17,5 13,2 17,2 43
10 20,2 17,2 16,0 3
1 14,4 15,0 17,0 0.6
12 19,7 19,1 16,3 0.6
13 15,1 18,4 20,0 -3.3
14 22,6 16,5 21,5 6.1
15 221 18,3 18,7 3.8
16 18,1 14,6 16,3 35
17 16,0 18,5 18,8 2.5
18 18,1 16,7 17,7 14
19 221 18,9 20,7 3.2
20 17,4 13,0 18.6 44
21 22,8 17,2 19,6 5.6
22 213 18,7 19,1 26
23 243 20,9 19,0 34
24 22,0 13,5 19,7 8.5
25 20,3 18,6 17,0 1.7
26 15,4 19,3 20,5 -3.9
27 17,1 18,6 21,8 -1.5
28 21,0 19,4 211 1.6
29 16,2 19,5 18.3 -3.3
30 21,2 18,0 19,8 3.2

Fuente: elaboracion propia
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Grafico 1: Medianas del extracto etandlico de propdleo al 30% y cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 48 horas en agar

sangre.
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Extracto etandlico de propdleo al 30%  Cloruro de cetilpiridinio (CPC) 0.05% y
Digluconato de Clorhexidina 0.05%

Fuente: elaboracién propia

En la tabla 1 observamos los resultados de cada halo en milimetros del extracto etanolico
de propdleo al 30% y cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05% vy las diferencias de medidas de los resultados de los halos de inhibicién frente a
streptococcus mutans en milimetro (mm) a las 48 horas de incubacion en agar sangre, asi
también, las medidas del grupo de control del digluconato de clorhexidina al 0.12%.

Segun el grafico 1 de cajas y bigotes, se pueden observar las medianas de los resultados
frente a Streptococcus mutans ATCC25175 en milimetros (mm), del extracto etanolico de
propdleo al 30% siendo 18.10 mm y del cloruro de cetilpiridinio al 0.05 méas digluconato

de clorhexidina a 0.05% siendo 17.50 mm a las 48 horas de incubacidn en agar sangre.
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Tabla 2: Comparacion de estadisticos descriptivos de las mediciones de halo de
inhibicién en réplicas de extracto etandlico de propdleo al 30% vs Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.05% - Digluconato de Clorhexidina 0.05% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175 a las 48 horas.

Desy.
M Minimo Maximo Media Desviacion Varianza
M1: Extracto etandlico de 30 141 243 18,787 2,7881 774
propdleo al 30%
M2: Cloruro de 30 10,6 233 16,867 281649 7,035

cetilpiridinio (CPC) 0.05%
y Digluconato de
Clorhexidina 0.05%

M3: Digluconato de 30 131 M8 17,9490 22248 4,950
Clorhexidina 0.12%

Fuente: elaboracion propia

Grafico 2: Comparacion del efecto antibacteriano de extracto etandlico de
propdleo al 30%, cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% y digluconato de clorhexidina al 0.12% frente a
Streptococcus mutan ATCC 25175

18.787
19.000

18.500 17.990

18.000
Medias de Halo

de mediciénen 17509

milimetros 16.867

(medias) 17.000
16.500
16.000
15.500

Extracto etandlico Cloruro de Control Positivo:

de propdleo al 30% cetilpiridinio (CPC) Digluconato de

0.05% vy Clorhexidina 0.12%

Digluconato de
Clorhexidina 0.05%

Fuente: elaboracion propia
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Luego de haber obtenido los resultados finales luego de 48 horas con dichas medidas en
milimetros, segun la tabla 2 y grafico 2 , se determiné que las tres sustancias de prueba
tienen efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. En el primer
lugar, la muestra 1 presenta una media de 18,78 y una desviacion estandar (D.E) de 2,78;
en segundo lugar, la muestra 2 presenta la media de 16,86 y una D.E de 2.81 y en tercer
lugar, la muestra 3 que viene a ser el grupo control presenta una media de 17,99 y una D.E
de 2,22. Por otro lado, se puede concluir que segun los valores de desviacion estandar y
varianza obtenido de cada grupo de resultados, el conjunto de resultados que tiene mayor
dispersion con respecto a la media es el cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés digluconato
de clorhexidina al 0.05%. Y el conjunto de resultados que presenta la menor dispersion con

respecto a la media es el digluconato de clorhexidina al 0.12%.

4.1.2 Anélisis de normalidad de resultados
Se realiza para determinar que analisis estadistico se debe aplicar en el analisis de

comprobacion de hipotesis general y especifica.
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Tabla 3: Analisis de Normalidad de halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 48 horas en agar sangre de Extracto etandlico de
propoleo al 30% y cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas digluconato de clorhexidina
al 0.05% y digluconato de clorhexidina al 0.12%

Kolmogorov-Smirnov®

Shapiro-Wilk

gisTAMCIs  Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
HALOS CLORHEXI 105 Ely] ,2IIIIIZII’= 966 30 430

CPC-CLOR 130 Ely] ,2IIIIIZII’= J961 30 320

Fropoleo 131 Ely] ,2IIIIIZII’= 963 30 3649

* Esto es un limite inferior de la significacidén verdadera.

a. Correccion de significacidn de Lilliefors

Fuente: elaboracion propia

De la tabla 3, se interfiere que el conjunto de resultados de los halos de inhibicion de las

sustancias de prueba frente a Streptococcus mutans a las 48 horas presentan una

distribucion normal, puesto que los valor p (sig.) obtenidos son mayores al nivel de

significancia (0.05) en la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Se consideré la prueba de

Shapiro Wilk, ya que los datos analizados son menores a 50. La prueba de Kolmogorov-

Smirnov es para datos mayores a 50.

4.1.3 Analisis de varianza de un factor (ANOVA) de los resultados

Se aplica el ANOVA, puesto que todos los resultados de las diferentes concentraciones

presentan una distribucion normal.

Tabla 4: Prueba de Homogeneidad de Varianza para halos de inhibicion de 48 horas

Estadistico
de Levene al1 ql2 Sig.
HALOS  Se basaenlamedia 1,677 ar 193
Se hasaenla mediana 1,145 ar 323
Se basaenlamedianay 1,145 81,801 323
con gl ajustado
Se basaenla media 1,672 a7 194

recortada

Fuente: elaboracion propia
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Segun la tabla 4, los halos de inhibicion formados luego de las 48 horas de los conjuntos
de resultados presentan p valor (sig.) mayores al nivel de significacion (0.05), lo cual

significa que existe homogeneidad de varianzas en los conjuntos de resultados.

Tabla 5: Halos de inhibicion a las 48 horas

HALODS

Suma de rv1e|:lja

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 556,830 2 27 915 4,054 021
Dentro de grupos 549,088 ar G886
Total 654,918 B9

Fuente: elaboracion propia

Segun la tabla 5, el p-valor (sig.) es menor al nivel de significancia (0.05), lo cual significa
que al menos 2 conjuntos de resultados presentan diferencia significativas entre si. Para
determinar si son significativamente diferentes entre si a las 48 horas el extracto etanélico
de propoleo al 30%, cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina 0.05% vy digluconato de clorhexidina 0.12%, si es eficaz frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 y por presentar homogeneidad de varianzas, se

realizara la prueba post hoc de Bonferroni.

4.1.4 Grado de sensibilidad segun la escala de Duraffourd a las 48 horas
Se determinar el grado de sensibilidad de Streptococcus mutans ATCC25175 frente a las

muestras de estudio a las 48 horas de exposicion.

39



Tabla 6: Grado de sensibilidad segtin escala de Duraffourd

Muy
Sensibilidad Sensible de 9 sensible de Sumamente
Tiempo de  nula menor de 214 mm 15 2 19 mm sensible mas de
MUESTRAS exposicion 8 mm 20 mm
Extracto 48 horas 18.79 mm
etandlico de
propdleo al
30%
Cetilpiridinio al 48 horas 16.87 mm
0.05% mas

digluconato de
clorhexidina al

0.05%
Fuente: elaboracion propia

En la tabla 6, se observa el analisis de tipo cualitativo segun las escalas de Duraffourd que
indica el grado de sensibilidad de las muestras luego de 48 horas. Ambas muestras son
muy sensibles, ya que el extracto etandlico de propoleo al 30% marc6 un halo de
inhibicion de 18,79 mm y el cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05% marcé un halo de inhibicién de 16.87 mm. Se concluye que no existe una diferencia
de gran significado debido que se separan por medidas de halo de inhibiciébn muy cortos
por lo cual se determina que las muestras son similares en cuanto a sus caracteristicas

cualitativas.

4.2 Comprobacion de hipdtesis

Hipotesis general:

Existe diferencia del efecto antibacteriano del propoleo al 30% y el cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de
Streptococcus mutans. Estudio comparativo in vitro.

40



Tabla 7: Prueba Post hoc de Bonferroni para comprobar efectividad
antibacteriana a las 48 horas

Diferencia de Intervalo de confianza al 95%

() SUSTANCIA (J) SUSTANCIA medias (I-J)  Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
1 2 1,9200" ,6775 ,017 ,266 3,574
g , 71967 ,6775 , 729 -,857 2,451

2 1 -1,9200° 6775 ,017 -3,574 -,266
g -1,1233 6775 ,303 -2,777 ,531

3 1 -, 7967 ,6775 , 729 -2,451 ,857
2 1,1233 ,6775 ,303 -,5631 2,777

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Fuente: elaboracidn propia

1. Extracto etandlico de propdleo al 30%.
2. Cloruro de cetilpiridinio (CPC) al0.05% maés digluconato de clorhexidina al 0.05%.
3. Digluconato de clorhexidina al 0.12%

Conclusién.: segun la tabla 7, en la cual evalud la prueba Post Hoc de Bonferroni, los
resultados de las sustancias de extracto etandlico de propoleo al 30% y cloruro de
cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% son diferentes
significativamente entre si, puesto que el valor de P (sig.) es 0.017 y es menos a 0.05 (nivel
de significancia). Por ende, se acepta la hip6tesis de investigacion (HI) y se rechaza la

hipétesis nula (H0)

Segun la tabla 7, se concluye de los resultados de las sustancias de prueba lo siguiente:

a. Los resultados de las sustancias extracto etandlico de propdleo al 30% y cloruro de
cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% son
diferentes significativamente entre si porque el valor de p (sig.) es 0.017 y es menor
a 0.05 (nivel de significancia).

b. Los resultados de las sustancia cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas

digluconato de clorhexidina al 0.05% y digluconato de clorhexidina al 0.12% no
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son diferentes significativamente entre si, puesto que el valor de p (sig.) es 0.303 y
es mayor a 0.05 (nivel de significancia).

c. Los resultados de las sustancias digluconato de clorhexidina al 0.12% y extracto
etanolico de propoleo al 30% no son diferentes significativamente entre si, ya que

el valor de p (sig.) es 0.729 y es mayor a 0.05 (nivel de significancia).

Hipotesis especificas

1. Existe un efecto antibacteriano del extracto etanolico de propdleo al 30% sobre

cepas de Streptococcus mutans en 48 horas.

Segun la tabla 2, en la cual se evalud la prueba de estadisticos descriptivos, el valor
minimo, maximo y la media del conjunto de datos del extracto etandlico de
propbleo al 30% son diferentes de cero con respecto al halo de inhibicidén en
milimetros. Por lo cual se rechaza la hipotesis nula 1 y se acepta la hipotesis de

investigacion 1.

2. Existe un efecto antibacteriano del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de Streptococcus mutans en 48

horas. Estudio comparativo in vitro.

Segun la tabla 2, en la cual se evalud la prueba de estadisticos descriptivos, el valor
minimo, maximo y la media del conjunto de datos del cloruro de cetilpiridinio al 0.05%
maés digluconato de clorhexidina al 0.05% son diferentes de cero con respecto al halo
de e inhibicion en milimetros. Por lo cual se rechaza la hipdtesis nula 2 y se acepta la

hipotesis de investigacion 2.
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3. Existe diferencia del efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo al
30% vy del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de Streptococcus mutans en 48 horas. Estudio comparativo in

vitro.

Segun la tabla 7, en la cual se evalué mediante la prueba Post Hoc de Bonferroni, los
resultados de las sustancias de extracto etanodlico de propdleo al 30% y cloruro de
cetilpiridinio (CPC) al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al 0.05% son diferentes
significativamente entre si, puesto que el valor de p= 0.017 y es menos a 0.05 (nivel
significancia). Por ende, se declina la hipétesis nula 3 y se acepta la hipotesis de

investigacion 3.

4.3 Discusion de resultados

La finalidad de este trabajo experimental in vitro es evaluar la efectividad antibacteriana en
48 horas del extracto etandlico de propdleo al 30% y del cloruro de cetilpiridinio al 0.05%
méas digluconato de clorhexidina al 0.05%, como control se us6 el digluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, teniendo como guia
diversos estudios como el de Duraffourd que determind la sensibilidad ante dicha cepa. Al
analizar los datos, se determind que el extracto etandlico de propdleo presenta mas efecto

antibacteriano que el cloruro de cetilpiridinio.

Segun Checalla y Sanchez (2021), evalué como actla de forma antibacteriana del extracto
etanolico de propdleo peruano, a través de un estudio experimental in vitro usando como
instrumento una regla vernier para la medicion de halos de inhibicién. Concluyd que todas

las concentraciones que usaron de extracto etandlico al 25%, 50% y 75% presentan
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actividad antibacteriana, usaron como estudio la escala de Duraffourd dando como

resultado sensible y muy sensible.

En nuestro estudio se concuerda con el estudio presente, ya que el extracto etandlico al
30% presentd la mayor sensibilidad, es decir mayor efecto antibacteriano al igual que el

cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés el digluconato de clorhexidina al 0.05%.

Segun Nazeri et al., (2019), evaluaron al propo6leo como enjuagatorio bucal antibacteriano
y se obtuvo que este fué mas eficaz contra bacterias orales a comparacion del Listerine y la

clorhexidina, comprobando la efectividad antibacteriana.

En el estudio de Tabango, et al., (2018) compararon el efecto antibacteriano entre el
cloruro de cetilpiridinio al 0.075% y 2 colutorios mas, obteniendo que la mayor efectividad
antibacteriana la obtuvo el cloruro de cetilpiridinio, en nuestro estudio se us6 la
concentracion 0.05% siendo mucho menor y con digluconato de clorhexidina al 0.05%

confirmando la existencia de efectividad antibacteriana aun con menos concentracion.

Segun Cayo, et al., (2016) evaluaron 3 tipos de concentracion de propoleo al 10%, 20% y
30% en cepas de Streptococcus mutans para ver el efecto antibacteriano, se concluy6 que
con un 10% de propoleo ya existia un efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus
mutans afirmando con nuestro estudio en la existencia de efectividad del propdleo frente a

dicha cepa.

En otro estudio, Ramirez, et al., (2016) determind el efecto inhibitorio del extracto
etanolico de propdleo en concentraciones 25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus
mutans y Candida Albicans, se concluyé que a méas concentracion de propdleo etandlico
mayor efecto inhibitorio para streptococcus mutans, en nuestro estudio basté un 30% para

mostrar mayor sensibilidad a Streptococcus mutans.
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Watanabe, et al., (2015) en su investigacion evaluaron la dilucién inhibidora maxima de 3
enjuagues bucales, entre ellos el PeriogardR (clorhexidina 0.12%), CepacolR (cloruro de
cetilpiridinio 0.05%) y PlaxR (triclosan 0.03%) demostrando que la mayor actividad
antimicrobiana la tienen el PeriogardR con clorhexidina 0.12% Yy el CepacolR que contiene
cloruro de cetilpiridinio al 0.05%, difiriendo de nuestro estudio donde el mayor efecto
antibacteriano lo tiene el digluconato de clorhexidina al 0.12%; grupo control, que el

cloruro de cetilpiridinio 0.05% maés digluconato de clorhexidina 0.05%.

Por ultimo, segun Mohsin S, et al.,, (2015) tuvo como objetivo evaluar la eficacia
antibacteriana de una pasta a base de propdleo sobre Streptococcus mutans, obteniendo la
eficacia antibacteriana frente a la carga de esta cepa, demostrando que no solo se puede
usar como enjuagatorio o extracto al propdleo, sino en otra presentacion demostrando la

efectividad antibacteriana.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

» Luego de las pruebas microbioldgicas realizadas se concluye que el mayor efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans lo tiene el extracto etandlico de propdleo
al 30%.

» El cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés digluconato de clorhexidina al 0.05%
también posee efecto antibacterianos frente a Streptococcus mutans.

» El promedio de la dimension de halos de inhibicion a las 48 horas para el extracto
etandlico de propodleo al 30% fué 18.79 mm, mientras que el promedio de la medicion
de los halos de inhibicion a las 48 horas del cloruro de cetilpiridinio al 0.05% maés
digluconato de clorhexidina al 0.05% fué 16.87 mm, con una diferencia de 1.92mm
entre ambas muestras sobre St. Mutans, ambos siendo muy sensibles segun la escala
Duraffourd.

» Los halos formados alrededor de las sustancias muestran bien definidos y uniformes

en su extension garantizando la efectividad de ambas muestras.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda crear o elaborar un colutorio a base de extracto de propdleo con el

objetivo de evaluarlo en pacientes de la consulta diaria.

e Realizar campafias para dar informacion de los beneficios del extracto de propdleo
como prevencién oral.

e Elaborar una pasta dental a base de extracto de propdleo, ya que estd comprobado
cientificamente que actia de manera antibacteriana contra la caries.

e Continuar la investigacién del extracto de propdleo en otras concentraciones para

evaluar la efectividad antibacteriana.
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ANEXOS

ANEXO N°1: Matriz de consistencia

Titulo de investigacion: “Efecto antibacteriano del extracto etandlico de propéleo al 30% y cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato
de clorhexidina al 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans (ATCC25175). Estudio comparativo in vitro.”

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Disefio metodoldgico

General:
¢Cudl es la comparacion del
efecto antibacteriano d del
extracto etanolico de
propdbleo al 30% y el cloruro
de cetilpiridinio al 0.05%
maés digluconato de
clorhexidina al 0.05% sobre
cepas de streptococcus
mutans. Estudio comparativo
in vitro?

Comparar el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de propoleo al 30%
y el cloruro de cetilpiridinio al
0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% sobre
cepas de streptococcus
mutans. Estudio comparativo
in vitro

Hi: Existe diferencia del
efecto antibacteriano del
extracto etanolico de propéleo
al 30% y el cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans. Estudio
comparativo in vitro.

Efecto antibacteriano del
extracto etandlico de
propéleo y del cloruro de
cetilpiridinio més
digluconato de
clorhexidina.

El presente estudio es
de tipo aplicativo,
disefio experimental
in vitro, retrospectivo
y de corte transversal.
Constituidas por 30
muestras
experimentales sobre
placas en agar Brain
Heart Infusion sobre
cepa de Streptococcus
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Ho: No existe diferencia del
efecto antibacteriano del
extracto etanolico de propdleo
al 30% vy el cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% més
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans. Estudio
comparativo in vitro.

Especifico 1:

+ /Cual sera el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de propdleo al 30%
sobre cepas de streptococcus
mutans a las 48 horas.
Estudio comparativo in
vitro?

* Identificar el efecto
antibacteriano del extracto
etanolico de propodleo al 30%
sobre cepas de streptococcus
mutans in vitro a las 48 horas.
Estudio comparativo in vitro.

Hi: Existe un efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de propoleo al 30%
sobre cepas de streptococcus
mutans en 48 horas. Estudio
comparativo in vitro.

Ho: No existe un efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de propoleo al 30%
sobre cepas de streptococcus
mutans en 48 horas. Estudio

mutans para
determinar mediante
halos de inhibicién en
milimetros el efecto
antibacteriano.

comparativo in vitro.
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Especifico 2:

* ;/Cual sera el efecto
antibacteriano del cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% més
digluconato de clorhexidina
al 0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans a las
48 horas. Estudio
comparativo in vitro?

* Identificar el efecto
antibacteriano del cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% més
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans in vitro
a las 48 horas. Estudio
comparativo in vitro.

Hi: Existe un efecto
antibacteriano del cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% més
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans in vitro
a las 48 horas. Estudio
comparativo in vitro.

Ho: No existe un efecto
antibacteriano del cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% més
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans in vitro
a las 48 horas. Estudio
comparativo in vitro.

Especifico 3:

* ;Cudl es la diferencia
antibacteriana del extracto
etandlico de propdleo al
30%, cloruro de cetilpiridinio
al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% sobre
cepas de streptococcus
mutans a las 48 horas.
Estudio comparativo in
vitro?

» Establecer la diferencia del
efecto antibacteriano del
extracto etandlico de propdleo
al 30% y cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans a las 48
horas. Estudio comparativo in
vitro.

Hi: Existe diferencia del
efecto antibacteriano del
extracto etanodlico de
propoleo al 30% y del cloruro
de cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans en 48
horas. Estudio comparativo in
vitro.
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Ho: No existe diferencia del
efecto antibacteriano del
extracto etanolico de propéleo
al 30% y del cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% mas
digluconato de clorhexidina al
0.05% sobre cepas de
streptococcus mutans en 48
horas. Estudio comparativo in
vitro.
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ANEXO N°2: Matriz de operacionalizacion de variables

Variable 1: Efectividad antibacteriana del extracto etanolico de propdleo

Definicion operacional: Capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano de st. Mutans debido a la presencia del propoleo.

DIMENSION INDICADOR ESCALA DE MEDICION ECALA VALORATIVA (NIVELES O
RANGOS)
- Halos de inhibicion de Nominal: Nula (-): <8mm
crecimiento bacterianos y  Cualitativa (Escala de Duraffourd) Sensible (+): entre 9 y 14 mm
extracto etandlico de Muy sensible (++): entre 15y 20 mm
propdleo al 30%. Sumamente sensible (+++): >20 mm
48 horas
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Variable 2: Efectividad antibacteriana del Cloruro de cetilpiridinio més digluconato de clorhexidina.

Definicion operacional: Capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano de st. Mutans debido a la presencia del compuesto de amonio
cuarternario y de una base fuerte di cationica con un PH superior a 3.5 respectivamente usados como medida profilactica en colutorios.

DIMENSION INDICADOR ESCALA DE MEDICION ECALA VALORATIVA (NIVELES O
RANGOS)

- Nula (-): <8mm

Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% Nominal: Sensible (+): entre 9 y 14 mm
y digluconato de clorhexidinaal  Cualitativa (Escala de Duraffourd) Muy sensible (++): entre 15y 20 mm
0.05% Sumamente sensible (+++): >20 mm

48 horas




ANEXO N°3: Ficha de recoleccion de datos

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO Y CLORURO DE CETILPIRIDINIO MAS

DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS. ESTUDIO COMPARATIVO

IN VITRO.”

Muestra

Extracto etandlico de
Propdleo al 30% a las 48
horas 'y halos de

inhibicion (mm)

Cloruro de cetilpiridinio al
0.05% mds digluconato de
clorhexidina al 0.05% a las 48

horas y halos de inhibicion

(mm)

Diferencia entre propdleo al 30% vy
cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mds
digluconato de clorhexidina al 0.05% a

las 48 horas y halos de inhibicion (mm)

10

11

12

13

14

15

16
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

58




ANEXO N°4: Adquisicion de la cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans

ol | QA {61-1) 203-TEDO, [51-1] 203-T501 ELE CTRGHIEA
Emadl : ventacdbgenlabpsnu. aom

Wt Site  wirw geniabpers. com F002-001578

Gen Lab del Perd S.A.C -
. Capa Yupanqul i 2654 RUC N°:20501262260
Bll a Contra Toletiden FACTURA
i ]

Page 1 of 1
Fecha smigion © 31052021 Orden Compra: GL- 211 048708
Fecha Velo - 3108202 Gula da Remisldn -

Clants:  UNWVERZIDAD PRIVADAMORSERT WIENER SU4 e Padido - 023059

Direcclon. & REFUBLICADE CHILE NRO. 432 URE. SANTABEATRIZ
JESLS MARLA - LIMA - LIKA - Pem
Tip Moy, @ ANTICIPOZ RUG - 204ss3423m
Lugar de destino ©:  MOLIMC DEL GATO 208 TORRE P DPTD 707 - CERCADD DE LIMA

Codigo Dascripeion Cant LmA Iuim_iﬁlﬁ Dacto  Sub-Total
HOSE56-4  SEepmCOCCUs mafans derved fom ATGOE 25175 1 UND 3415100 0.00 34130
CUATROCIENTOE TRES COM 461100 ZOLES Sub-Total 1
Anflcipe
Op. Gravada & 34981
IGW 18% 5154
Imparts Total = 4oz s

Rapmcaniaolon impmca de la Faochera Elecirdnioa
Concube © hip:iope. genlabpsng. eom

Obasrvaciones de SUUNAT :
La FACTURA numeng 20501262:260-01-FO02-001573, ha sidD aceptada

Despuss de Vencldo & plazn de cancalacion, s& recargara & Interes legal comespondlents.
Sirvanss Realizar el Deposito Respactive a las Sigulsntes Ctas Bancaras:
BCP Soles 1331440607 0-84 BBEVA Soles 0011-0133-01000241 53534
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ANEXO N°5: Materiales y equipos

Autoclave

Incubadora

Micropipeta

Contador de colonias

& )

rFLr 4

3 2
-~

Regla Vernier
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Sangre de ovino

Agar Brain Heart Infusion Caldo Brain Heart Infusion
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Fluconazol: Propoleo sélido de abeja
Antibiotico empleado en el agar sangre

Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Empaques de bioseguridad de la cepa
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Discos antibiograma de 6 mm Alcohol de 96°

SOLUCION
E‘ “l':::. W'“’ﬁ‘
TORIO ALKOF
R 470517 / 56730

ek

Extracto etandlico de propodleo al 30%
Cloruro de

Digluconato de clorhexidina 0.12% cetilpiridinio al

(Periogard) 0.05% mas
digluconato de

clorhexidina al 0.05%
(Periogard-
mantenimiento y
control)



ANEXO N°6: Obtencidn del extracto de propdleo al 30%

Materia prima: propoleo solido de abeja

Selecciéon de particulas extrafias en bandeja
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Particulas extrafias (en placa petri) encontradas en el propoleo sélido

Pesaje de propdleo triturado
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Traslado de propoleo triturado a frasco &mbar

En el frasco &mbar con propoleo triturado, se afiade 111 ml de alcohol 96% y se mantiene
en reposo durante 2h, concluido el tiempo de reposo se coloca en un bafio de agua a una
temperatura de 38°C y se calienta suavemente con agitacion por durante 15 min.

Filtrado:

Terminado el proceso de maceracion, la solucion
etanolica sobrenadante se decanta cuidadosamente y se
filtran previamente a través de papel de filtracion
répida.
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ANEXO NO°7: Preparacion de medio de cultivo del agar

Pesaje del agar BHI

Luego el frasco de agar BHI (Color &mbar) se autoclava y se estabiliza la
temperatura del Agar BHI (a 45°C) en bafio termostato antes de su combinacion con
la sangre de ovino y su traslado en placas Petri.
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Combinacion del agar BHI con la sangre de ovino, en esterilidad, con el mechero de
Bunsen

Traslado del agar Sangre a las placas Petri, en esterilidad, con el mechero de
Bunsen
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ANEXO N°8: Preparacion del indculo de streptococcus mutans

Activacion en esterilidad frente a mechero bunsen en caldo BHI
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ANEXO N°9: Inoculacion de las placas con streptococcus mutans

Procedimiento de inoculacion de 10ul de las sustancias de prueba (Extracto etanélico
de propdleo al 30% Yy cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de
clorhexidina al 0.05% Yy digluconato de clorhexidina al 0.12%) con micropipeta, en
esterilidad, frente al mechero de bunsen

Inoculacion de digluconato de clorhexidina al 0.12% (Marca: Periogard)
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Inoculacion de cloruro de cetilpiridinio al 0.05% mas digluconato de clorhexidina al
0.05%

Inoculacion de Extracto etandlico de propdleo al 30%
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ANEXO N°10: Colocacion de los discos antibiograma y la sustancia de prueba

Jarra de anaerobiosis: Se observa la generacion de CO,, por combustion de una vela,
para generar anaerobiosis en el ambiente interno de la jarra.

—

Cuando el ambiente interno de jarra sea anaerobio y termina la combustion de la
vela, se procede a incubar.
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Incubacion de la jarras de anaerobiosis en la incubadora de 37°C durante 48
horas

73



ANEXO N°11: Medicion de halos de inhibicion de sustancias de prueba frente a

Streptococcus Mutans

Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacan de la jarras de
anaerobiosis y se miden con una regla Vernier y una lupa de 4 aumentos de un
contador de colonias de fondo oscuro que dara contraste para observar
detalladamente los halos de inhibicion de las sustancias de prueba frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175

Medicion de los halos de inhibicién de una placa con Digluconato de clorhexidina
0.12%
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Medicidn de los halos de inhibicion de una placa con cloruro de cetilpiridinio (CPC) a
0.05% y con digluconato de clorhexidina 0.05%

Medicion de los halos de inhibicidén de una placa con Extracto etandlico de propoleo
al 30%
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ANEXO N°12: Constancia de eliminacién de desechos

a Scientific
Quality

We generets frust

CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY S.AC hace constar que se ha eliminado adecuadamente los
residucs bloldgicos del trabago de Tesis "EFECTO ANTIBACTERIANC DEL PROPOLEQ AL 30% Y
CLORURD DE CETILPIRIDINIO AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL D.05% SOBRE
CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175). ESTUDIO COMPARATIVO IN VITRO" coma indica
nuestro Instructivo de Bloseguridad y eliminacidn de residucs bioldgicos del Laboratorio de
microbiologia 101-P10-GL, el cual indica que los materiales da ensayo blocontaminados se dividiran
en materiales de vidrio y descartables. Ambos serdn colocadoes, por separada, en bolsas de riesgo
bialdgico y se colocardn en ia autoclave para su proceso a 1219C por 30 minutos.

'l.uegooelpmesoaeuﬁ:m Jas materiales de videlo se lavaran y pasardn controles de calidad
pia ser reutilizados. Con respecto al material descartabie, al haber sido minimizado, tratado,
nando of riesgo significativo; so realiza su disposicién final como residuo sélido municipal

in Ley N? 27314, Ley Genersl de Residuos Sélidos. Titulo IW. Articula 27, indso 2, ef cual dice:

*27.2 La prestacidn de servicios de residuos sdlidos por pequefas y microempresas estard
restringida o los residuos del dmbito de la gestidn municipal, conforme o fes disposiclones
reglamentarnios que of efecto se dicten pova promover su participocion™,

Lima, 14 de octubre ded 2021

Theciie W G Lot & Villa San Camilo, Pachacamac. Liwa. ~ - S0RIGSAAT. C o er oo iek@ucketBoyaky oy o ewe s fogany oy
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ANEXO N°13: Bioseguridad y eliminacion de desechos
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ANEXO N°14: Validacidon de la ficha de recoleccion de datos

CARTA DE PRESENTACION

Matr/Doctor

Presente

Asunto: VALIDACION DE INSTRUMENTOS A TRAVES DE JUICIODE
EXPERTO.

Es muy grsto comunicarme con usted pam expresirle mi sahudo v asi mismo, hacer de

su conocimicnt . swendo  estudiante del progrania de
JEAP e 030"7&50'{-\ .................. requiceo valxiar los
instrumentos con ks cuales recogeré la informacion necesaria parn desanollar mi

IVESLgacion y con  la cual ¢ el grado de
e G g ARG NN T

Bl _.1 nombee de. mi octo de mvestigac s
~. BEECIO annboae £0n0 &) EXRELOT Crveier o8
.. Proedles

08300 o (we Len X adiPnG LSk

........................... yiadevecccessuwar TERTE TR S

MUY i X OOy oD Gt o Bile © 2.
senmesTen o WOV WA S My R0 LISV N Y ALt 0 A o Res oV Ke2d.....
w98 SRR colis, oS TN STy TSR
e TOCROIONG  IOVIree . S D, "y sendo imprescindible

contar con | aprobacion de docentes especializados para aplicar los mstrumentos en
mencon, he considerado convensente recurnr a Usted, ante su connolada experiencis en
temas de ..., 3 0EGE B W ADNGELILA

El expediente de validacion que le hago legar conticne:

- Carta de presentacion,

- Definiciones conceptuales de lus variables y dimensiones.
- Matriz de operacionalizacion de las variables.

- Certificado de validez de comensdo de bos instnsmentos.

Expresindole los sentimicatos de respeto y consideracidn, me despido de Usted, no sin
antes agradecer por la atencion que dispense i I presenie.

Atentamente,

Nombre y Firma; 400 COp0r
(W 508
DNCL "%*:4-‘ 3701

78



W

Universidad

Moerberk Wieerer

VALIDACIGN DE INSTRUMENTO

|. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Huapaya Pisconte Gian Viviana

1.2 Cargo e Institucién donde labora: Docents de la Universidad Norbert Wiener

1.3 Nombre del Instrumente motive de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos

1.4 Buton(es) del Instrumento: Ochoa Concha Rubila Celeste

1.5 Titulo de la Investigacion: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLED AL 30% ¥ CLORURO DE CETILPIRIDINIO AL 0.05% MAS DIGLUCCONATC DE
CLORHEXIDINA AL 005% SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANMS (ATCC
25175). ESTUDND COMPARATIVO IN VITRO. 2021

I ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Daﬁmi nke B?'a Regsulx Eumu4 l.lurl;uarn
Esta formuiado con lenguaje
1. CLARIDAD aproplado. X
Esta expregatn en conducias
2 OBJETIVIDAD o ———— X
Adecuado @ avance dela dencla
I ACTUALIDAD ¥ tecnoiogla X
4. ORGANIZACION Exsie una onganizachan kbgica. «
Comprende 108 aspecios de
5. SUFICIENCIA £antdad y calliad en 5is hems. *
AdecUadd para valorar aspecios
E INTENCIONALIDAD | del desamolio de capacidadas X
COQNoSHTVas.
Allneadd a los objstivos oe 13
7- CONSISTENCIA Inweshoacan ¥ metotoogla. ,
Entbre log Indices, Indicadores y
& COHERENCIA PP ————— X
La estrategla responde a3l
3. METODOLOGIA propasiio del esiudio .
El lnstrumenio 26 adecuado al
10. PERTINENCIA 5po de Investigasion X
CONTEQ TOTAL DE MARCAS
(rzalice & comed en cada una de las calegorias de 10
la 2scala)
I B c D E

Coeficiente de Validez = [1xA} + (2xH) + (3xC] + (4xD} + {5xF] = 40/50= 080
E 1]

. CALIFICACION GLOBAL [Ubique &l cosficiente de validez obtenida en el imenvals respectivn y mangus con un

a5pa en &l cifcule as0ciadn)

Categoria Intervalo
Desaprobade < | [0.00- 0.60]
Observada < | <0.60- 0.70]
Aprobado T <0,70 — 1.00]

V. OPINION DE APLICABILIDAD:
- Instrumento aplicable al estudio

16 de setiembre del 2021

-

My, O Sin ) Phampagn
CINUAARE DENTITTA
CF i
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LN/
Norbert iener

VALIDACION DE INSTRUMENTO
|. DATOS GEMERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: HUAYLLAS PAREDES. BETZABE

1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docente de la Universidad Morbert Wisner

1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos

1.4 Autorfes) del Instrumento: COchoa Concha Rubila Celeste

1.5 Titulo de la Investigacion: EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLED AL 30% Y CLORURO DE CETILPIRIDIMIO AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 005% SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC
25175). ESTUDND COMPARATIVG IN VITRO. 2021

IL ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiants Baja Requizr | Busna | Muybusna
1 2 3 4 5
Esta formuiato con lenguaje
1. CLARIDAD a ey X
Esta exprasato en conducias
2 OBJETIVIDAD P X
Adecuato d avance de 3 clencla
I ACTUALIDAD ¥ tecnoiogia X
4 DRGANIZACION Exsie una organizacian lgica. i
Comprende los aspecios de
5 SUFICIENCIA canidad y calldad en sus Rems. !
Adecuana para valorar aspecios
E. INTENCIONALIDAD | del desamolid de capacidages X

COQNIEstVas.

Alineada a los objetivos e la

7. CONSISTENCIA Irvestigacion ¥ mebodakogla.

Entre los Indices, Indicadores ¥
B COHERENCIA |as dimensiones. X
La astrategla responde al
3 METODOLOGIA propostio ol estudie %
10. PERTINENCIA £ nstnumenio 25 agecu3to al -

tpo de Investigacian.

CONTED TOTAL DE MARCAS
(rzallce &l conteo en cada una de a5 calegorias de 10
13 25cala)

) B C D E

Coeficiente de Validez = [1xA} + {2xB) + [3xC) + (4D} + {5xE] = 40/70= 0_80
30

. CALIFICACION GLOBAL [Ubique &l cosdicients 0e validez ablenido en e iNlerdal respecive y Mangue Gin un
aspa en & cifculs asociada)

Categoria Intervalo
Desaprobade ¢ | [0.00-0.60]
Observada ¢« | <0.60—0.70]

Aprobado C—:_g =0, 70 — 1,0d0]

V. OPINIGN DE APLICABILIDAD:
Aplicable para el estudio

16 de setiembre del 2021
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/AN

Universidad

Nirberl Weensr

VALIDACION DE INSTRUMENTO

|. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: ALVAN SUASNABAR PAELD CESAR
1.2 Cargo e Institucion donde labora: UNIVERSIDAD NORBERT WIENER

1.3 Nombre del Instrumento motive de evaluacion: Ficha de recoleccion de daios
1.4 Autor{es) del Instrumento: Ochoa Concha Rubila Celeste
1.5 Trulo de la Investigacion: EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLED AL 20% Y CLORUROD DE CETILPIRIDINID AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE
CLORHEXIDIMA AL 005% S0BRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS [ATCC
25175). EETUDIO EUMF‘ARA'I:I"ICI INVITRO. 2021
. ASPECTO DE LA VALIDACIOMN

CRITERIDS Dnﬁt:arta Eh?a H.H;lll Eu:m Mury l;uarn
Esla Tmuiado con lenguaje
1. CLARIDAD a P— X
Esla expresado en conducias
2 OBJETIVIDAD obsaryabies. X
Adeci@to @ avance de la cencla
I ACTUALIDAD tecno X
4. ORGANIZACION EXiSiE UNa 0mganizacon Bgca.
Comprende los aspechos de
5. SUFICIENCIA cantdad y calidad en sWs Rems.
Adeciado para valorar aspecios
E. INTEMCIONALIDAD | del desammio de capacidases X
CONOSHTVas.
Allneado a los objetivos de la
T. CONSISTENCIA Irvechinaenn ¥ metasosngis. X
Entre los Indices, Indicadores y
. COHEREMNCIA P i — X
La estrategla responde al
5. METODOLOGLA propésito del esiudio X
El lnstrumanio 26 afecuado al
10. PERTINEMCIA o de Investigacian X
CONTED TOTAL DE MARCAS
{realice & cOMED &N cada una de I35 calegorias d2 T 3
I3 escala)
a i c o E

Coeficiente de Validez = {1xA]} + {2xB] + (3xC] + [4xD] + {5xE] = 43/50= 086
30

. CALIFICACHKON GLOBAL [Ubique & cosficiente de validez obiEnids en e intenvals respecive y margus con un

aspa en & circule asociada)

Categoria Intervalo
Desaprobada <> | [0.00— 0,80]
Observado ¢ | <0,80—0.70]
Aprobado X <0,70 - 1,00]

V. OPINION DE APLICABILIDAD:

“Aplicable

16 de sefiembre del 2021

T il

Firma y sello
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Ry

Uiniversidad

Morber] Wiener

VALIDACIGON DE INSTRUMENTO

. DATOS GEMERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Araujo Farje Jessica Jazmin

1.2 Cargo e Institucidn donde labora: Universidad Privada Morbert Wiener
1.3 Nombre del Instruments motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos

1.4 Autorfes) del Instrumento: Ochoa Concha Rubila Celeste
1.5 Titulo de la Investigacion: EFECTO ANTIBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLED AL 30% ¥ CLORURD DE CETILPIRIDIMIO AL 0.05% MAS DIGLUCOMNATO DE

CLORHEXIDINA AL 0.05% S0BRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTAWS (ATCC
25175). ESTUDIO COMPARATIVG IN VITRO. 2021
ll. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Deﬁ-:1iu'rh= E;ja Flfgaular El_ina Muy guena
EsLa fommulaca con i2nguale
1. CLARIDAD apropiato. X
E5t3 expresadd en conducias
2. DBJETIVIDAD ObSErVaEIEs. X
Agecuado 3l avance de 13 dencla
3. ACTUALIDAD y tecnalogia ®
4 ORGANIEACION Exsie Una organizacken gica. x
COmprends 05 aspecins de
5. SUFICIENCIS cantidad y calidad en sus Rems. X
AOSCUA00 Dara valoral SEpecios
B INTENCIOMALIDAD | del desamollin de capadidades X
cognosciiivas.
Allneadn 3 los objetivos de 3
7. CONSISTENCIA vESHgacn Y mEtoeioala. X
Enire los Indices, Indicadores y
8. COHEREMNCIA 35 dimensianss, X
La esirategla responde &
3. METODOLOGIA propésito del estudio ®
El Instruments &5 agecuads al
10. PERTINENCIA tipo de Imvestigacion. X
CONTED TOTAL DE MARCAS 10
(realice el conteo en cada una de |35 categorias de
la ezcala)
& B c D E

Coeficiente de Validez = [1xA) + (2x8) + (3xC] + (4x0) + {SxE] = 50050 =1
1]

. CALIFICACION GLOBAL ({Lbique el cosficiente de validez abtenida en e intenvale respectivo y mangue con un
aspa en & circuks asociada)

Categoria Intervalo
Desaprobado ¢ —» | [0.00 - 0,60]
Observado . » | <0,60-0.70]
Aprobado 4l | <0.70- 1.00]

V. OPINIGN DE APLICAEILIDAD:

Eumple con los criterios de aplicabilidad para el presente estudio obtenido un promedio de
1.00
17 de setiembre del 2021
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AL/
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO
l. DATOS GEMERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Marisla Villacora Molina
1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docente Universidad Privada Morbert Wiener
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos

1.4 Autor{es) del Instrumento: Ochoa Concha Rubila Celests
1.5 Titulo de la Inwestigacion: EFECTO ANTIBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
PROPOLED AL 30% ¥ CLORURQ DE CETILPIRIDIMIO AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE

CLORHEXIDIMA AL 0.05% SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC
25175). ESTUDIO COMPARATING IN VITRO. 2021
. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Dpﬁc;uﬁe Eth Flfgaula: Elﬁna Muy gueni
E5ta fommulada con lenguaje
1. CLARIDAD 3propiads, X
E53 £¥Dresada en conducias
2. DBJETIVIDAD obseranies. X
Agdecu3do al avance de 13 clencla
3. ACTUALIDAD y tecnalogl
4 DRGANLEZACION Edste una organizackn bghca.
Comprends [os aspectos de
5. SUFICIENCIZ cantigad y calliad &n sus Rems.
FOECUIA0 para valorar SE0ecnE
E. INTENCIOMALIDAD | del 0esamolio 4 capacidades X
COgNOECHvas.
Allneado 3 |os pbjetivos de 3
7. CONSISTENCIA Tesgackin ¥ metooologla. X
Entre |os Indices, Indicadomres y
8. COHEREMCIA 36 dimensiones. X
La esirategla responde
3. METODOLOGIA proposito del estudin x
El Instrumento &5 adecuada al
10. PERTINENCIA tipo de Investigacion. :{
CONTED TOTAL DE MARCAS 50
(realce el conted en £ada una de 135 categorias de
la escala)
& B c D E

Coeficiente de Validez = [1xA] + (3xB) + (3xC) + [4xD)) + {SxE} = 50/30 = 1
S0

Il CALIFICACKIN GLOBAL (Lbique e cosficiente de vaidez obienido en e intenvalo respecivo y margue con un
aspa en & circubs asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobade < —»| [0.00-0.60]
Observado < > | <060-0.70]
Aprobado = =0,70 — 1,00]

V.  OPINION DE APLICAEILIDAD:

Eumple con los criterios de aplicabilidad para el presente estudio

17 de setiembre del 2021

Vn'mcnm:[lf' i
=
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ANEXO N°15: Constancia del ensayo y recoleccién de datos

INFORME DE ENSAYO N© $Q211014.01

SCUCITUD DF ENsarD ¢ SOE 200803.01
souCTANTE © OCHOA CONCHA, RUSILA CELESTE
DRECCION DEL SOUCITANTE HE

¢ Proparenado por o isberatorio SCIENTIIC QUALITY SAC
PROCEDENCA DE LA WUESTRA Prosorsienado por of cheste
PROCEDIMENTO OF MUESTRED ¢ Noapics

© M1: Extracto atandéco de propdie a 30%
DINTFICACION DE A WUESTRA M2 Ciorwo de oo 0.05% y Dighiconato da Clorhercina 0,05% @

M3 Dighuconato de Clorhaxdding 0.12% #
t N Una (01) unidad de 250mL
CANTIOAD ¥ DESCRIPOOM OF (A MUESTRA M2 Ura (01) uridad de SOmL
N3 Una (01) unidad de 80m, Marca Perogard”

LUGAR, FECHA Y HORA DE MUESTRED 1 Nosplcs

FECHA Y HORA DF RECEPCION 08 de sepbarmitey del 2021/ 16:00h
COMDICIONES A LA RICEPCION i Temgeratura ambonte
rmu:-:*n.m 1 2100 sepbomben del 2021

ENSAYOS PREFLINNARES 22 e segberiee 81 06 de oclubre def 2021
FOMCENCODRAMUSS 07 e octubre del 2021

Vi " f“"""’""‘“" wa.mum

Srvpmcoccut s ATCC 29175 en mvlimetron () & las &1 Soras a0 58 sangry
M Dighenanain fs Clnmasiing 3 1%
' LA
10
LA
LA
170
"2
[T
s
"wa
%o
1o
183
20
T
nr
s e rvep pp—— o
oS apsinyliye vy v s
RPORGL, Y, 01 Pagies 1842



INFORME DE ENSAYO N? 5Q211014.01

* w! ALK %)
" 160 105 .8
% 11 167 mr
" 21 189 207
2 174 130 8
2 2z 12 185
2 213 16.7 191
a 3 09 "o
£ 2 135 "
= 23 186 178
» 154 193 205
n ”m 186 18
b 218 184 1
» 195 183
»
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ANEXO N°16: Resultados

Conjunto de las 30 placas de analisis




Placas Petri:_Cloruro de cetilpiridinio (CPC) a 0.05% y con digluconato de
clorhexidina 0.05%

87



Placas Petri: Digluconato de clorhexidina 0.12%
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ANEXO N°17: Informe del asesor de turno

Universidad INFORME DEL ASESOR

Maorisert Wianer

Lima, 06 de eneno de 2021

Ora. Brenda Roxana Vergara Pinto
Director(s) de la EAP de Odontologia
Presente.-

De mi especizl consideracion:

Es grato expresarle un cordisl ssledo v como Asesor de ls tesis titulads TEFECTO
ANTIBACTERIANOG DEL EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLED AL 30% Y CLORURO DE
CETILFIRIDINIO AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.05% SOBRE
CEPAS DE STREFTOCOCCUS MUTANS {(ATCC 25178). ESTUDIO COMPARATIVO IN
VITRO. 2021%; para la obtencion del Tiule Profesional de Cirwjano Dentista; ha sido concluida
satisfactoriaments.

Al respecto informo gue s= lograron los siguientes objetivos:

= |dentificar 2l efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdles al 30% sobre
cepas de streptococcus mutans in vitro 3 lzs 48 horas. Estedio comparativo in vitro.

= |dentificar =l efecto antibactenano del cetilpindinie 3l 0.05% mas digluconsto de
clorhexiding 3| 0.05% sobre cepas de streptococcus mutans in witro 2 las 48 horas.
Estudio comparative in vitro.

= Estsblecer |z diferencia del efecto antibscteriano del extracto standlico de propélen al
30% v clorure de cetilpindinic al 0.05% mas digluconato de clorhexiding al 0.05% sobre
cepas de streptococcus mutans 3 las 48 horas. Estedio comparativoe in vitro.

Atsntaments,

LOF 1513
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Uvendad CONTROL DE ASESORIA
NOMBRE DEL EGRESADO
Futila Colento. OCHMOA CONCHA

FMAO DE LA TESIS " EFECTO ANTBACTERING DEL EXTRAGTD ETANOUCO DE
PROPOLED AL 30% Y CLORURD DE CETUPIRIDING AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE
CLORMEXIDNA AL 0.06% SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATOC 2917%)
ESTUOK0 COMPARATIVO IN WITRO. 01"

ASESOR Mg grecio Segundo Sotwaen Sdva

FIRMA DE FiRMA
al PR biice MORA | comEsADO | AsEsoR
Dalinicion e serma. thubo y . _‘/}l-
1 10052021 02 hosas £ e
viriablos de la Fwestigacin % /
f‘};l-
7 | yoavane Ruvendn duln murte se 04 homs 41
consmlencis M {
v 7B
2 | 2v0e2021 Aprobaciin de la matnz de 02 hoss A
CONIBIONCID DIFa Ber presentada M '
" la
4"#-
4 28082001 Toreinicn de plartesssento 2 hoess. o7
ol proslemna y Ré /
Mveced mten
/-
8 | ronme Ravision 0el marco taddcoy | OF Moas M <7
cel daofo metodolh g
A
6 2072021 Farvesiin del peoyocio de o o \ ‘,"
WS Actn Campleno M
AN
L4 TR0 Revaon Tinaf del proyecio. 04 tores T
Se apreta panm ser '
prevesdaso o 1 Escucla
/:f{"
8 | 2600202 Revision del instnments. Sa | 92 10 ) 1 9
dan wwgEencas.
LPNW-GRAFORAT) w
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b

Nota: Llenar un formulano por cada egresado,

Unewstited CONTROL DE ASESORIA
=
Aprobacion del mstrumento y su - 4 ’l/ =
9 | 1wivzoz 02 horas 1 !
confiabilidad para ser aphcado /
Venficackin de base de datos p
V7 - ant
10| 091172021 | pama que continue of proceso de | 02 horas QJA) s !
|
esladistica.
Revision de tesis completa. Se oL
1 | 13122021 ndica mejorar presantacion de 02 horas : -7 4
MSuURados, discusion y f
conclusiones.
Revision de tesis. Se aprieba , AL
12 06/01/2022 02 homas i
pam ser presentado a la Escusda
TOTAL a0
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Universidad EVIDENC IA D‘E ASESORiA

Morbert Wiener

NOMEBRE DEL EGRESADO:

Rubila Celeste, OCHOA CONCHA

TITULO DE LA TESIS:

‘EFECTO ANTIBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOLICO DEPROPOLEO AL 30% Y
CLORURC DE CETILPIRIDIMNIO AL 0.05% MAS DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL
0.05% SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175). ESTUDIO
COMPARATIVO IN VITRO. 20217

ASESOR:

Mg.CD. Ignacio Segundo Schwan Silva
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