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RESUMEN

El proposito de este estudio fue determinar la actividad antibacteriana del extracto de
propoleo al 30 % y su combinacion con el hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus
Faecalis ATCC 19433. La muestra estuvo conformada por cultivos de Enterococcus
Faecalis ATCC 19433, 4 grupos de 25 cultivos, tres de pastas experimentales (Hidroxido de
calcio “PrevestDenPro” 70%, Extracto de Propdleo 30% e Hidroxido de calcio 70% mas
propéleo 30%), y un control negativo (agua destilada), midiéndose los halos de inhibicion a
las 24 y 48 horas. Como resultado se encontré que hubo actividad antibacteriana en las tres
pastas experimentales (halos de inhibicion > 0): hidroxido de calcio 70% (M: 7,164 y M:
7,664), hidroxido de calcio 70% mas propdleo 30% (M: 7,804 y M: 8,184) y en el extracto
de propoleo 30% (M: 12,848 y M: 13,428), a las 24 y 48 horas, respectivamente. Se encontrd
diferencias significativas entre los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas, para cada sustancia
(p valor < 0.05); al compararlas en pares, hubo diferencias significativas entre el extracto de
propéleo y el hidroxido de calcio (sig: 0.00), y el hidroxido de calcio mas extracto de
propoleo y el extracto de propoleo (sig: 0.00), sin diferencia significativa entre el hidroxido
de calcio y el hidroxido de calcio mas extracto de propoleo (sig: 0.080 y 0.484, a las 24 y 48
horas). En conclusion, existe efectividad antibacteriana del extracto de propdleo 30 % y de
su combinacion con hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433,
a las 24 y 48 horas, siendo el extracto de propoleo 30%, quien mostré6 mayor actividad
antibacteriana.

Palabras clave: Extracto etanolico de Propoleo, Hidroxido de calcio, Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT
The purpose of this study was to determine the antibacterial activity of propolis extract at
30% and its combination with calcium hydroxide on strains of Enterococcus Faecalis ATCC
19433. The sample consisted of cultures of Enterococcus Faecalis ATCC 19433, 4 groups
of 25 cultures, three groups of experimental pastes (Calcium Hydroxide "PrevestDenPro"
70%, Propolis Extract 30% and Calcium Hydroxide 70% plus propolis 30%), and 1 negative
control (distilled water), measuring the inhibition halos at 24 and 48 hours. As a result, it
was found that there was antibacterial activity in the three experimental pastes (inhibition
halos > 0): calcium hydroxide 70% (M: 7.164 and M: 7.664), calcium hydroxide 70% plus
propolis 30% (M: 7.804 and M: 8.184) and in the propolis extract 30% (M: 12.848 and M:
13.428), at 24 and 48 hours, respectively. Significant differences were found between the
inhibition halos at 24 and 48 hours, for each substance (p value 0.05); when compared in
pairs, there were significant differences between propolis extract and calcium hydroxide
(sig: 0. 00), and calcium hydroxide plus propolis extract and propolis extract (sig: 0.00), with
no significant difference between calcium hydroxide and calcium hydroxide plus propolis
extract (sig: 0.080 and 0.484, at 24 and 48 hours). In conclusion, there is antibacterial
effectiveness of propolis extract 30% and its combination with calcium hydroxide on strains
of Enterococcus Faecalis ATCC 19433, at 24 and 48 hours, being propolis extract 30%,

which showed greater antibacterial activity.

Keywords: Ethanolic extract of Propolis, Calcium hydroxide, Enterococcus faecalis.
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1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La anatomia de la pulpa dentaria le confiere una capacidad defensiva limitada ante
agresiones que provienen de infecciones de canaliculos secundarios, del ligamento
periodontal o desde un apice con proceso periodontal, caracterizadas por una microflora
bacteriana diversa, que hace imprescindible el uso de medicacion intraconducto para el éxito
de la terapia endodoncica!=.

La medicacion intraconducto fue utilizada de forma empirica; es en 1950 que Hermann BW,
publico un estudio evaluando “la accion del arsénico en el tratamiento de conductos”;
posteriormente en noviembre de ese mismo afo, con el fin de encontrar un sustituto de esta
droga, se empieza a usar “el calxyl” cuyo objetivo fue usar un producto no corrosivo a base
de “hidroxido de calcio” pero agregando otros componentes para aumentar su
compatibilidad con el tejido pulpar; asi mismo abri6 las puertas a mas investigaciones, como
la reaccion del tejido pulpar a esta nueva sustancia posterior a su extirpacion, apreciando una
ligera necrosis pero con una escara firme y protectora, impidiendo la penetracion del caustico
limitando asi el avance de la lesion, y debajo de esa zona necrotica la formacion de una
nueva capa de dentina. Hoy en dia, este medicamento (hidroxido de calcio) es utilizado
ampliamente en diversos casos, como protector pulpar y medicacion intraconducto entre
sesiones™ >,

El objetivo principal de la endodoncia es la eliminaciéon de microorganismos en todo el
sistema del conducto radicular; la instrumentacion mecanica y limpieza quimica es, a veces,
insuficiente para el desbridamiento total por la alta complejidad anatomica del sistema de
canales, siendo la medicacion intraconducto, el pilar que complemente el tratamiento. Sin
embargo, el Enterococcus Faecalis, anaerobio gram positivo facultativo, cuya prevalencia

oscila entre el 24 y el 77%, es la bacteria mas prevalente en infecciones persistentes y



secundarias, y exige el empleo de un medicamento intracanal que pueda eliminarlo
totalmente. En este contexto, “el hidroxido de calcio” ha sido la eleccidon mas comunmente
utilizada, a pesar que ya diversos estudios han demostrado su ineficacia contra el E. faecalis,
debido a que no puede mantener su alto ph®’.

Los medicamentos quimicos estan asociados con diversas desventajas, como la resistencia
(en caso de antibidticos) y la reaccion citotoxica. Debido a los efectos secundarios de los
medicamentos convencionales, se ha vuelto popular el empleo de los productos naturales,
principalmente debido a su baja toxicidad, baja resistencia microbiana, bajos costos y facil
disponibilidad. El propéleo, rico en flavonoides y formado por varios aceites y ceras, puede
ser soluble en alcohol y tiene propiedades antisépticas, bactericidas, bacteriostaticas,
antiinflamatorias, antifingicas y cicatrizantes, no es toxico y posee un elevado indice
anestésico, engrandeciendo la actividad de los antibi6ticos® 1,

Es asi que, con el fin de buscar un nuevo medicamento de uso endodontico que tenga mayor
eficacia que los medicamentos ya usados en la clinica, que no represente un riesgo para el
paciente y que sea de facil accesibilidad, y conociendo las propiedades de las sustancias ya

empleadas, se realizo este estudio basado en el analisis de la union de las propiedades y

caracteristicas que tiene el propdleo mas el hidroxido de calcio.



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema Principal
(Cuadl es la actividad antibacteriana del extracto de propdleo y su combinacion con el

hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 194337

1.2.2. Problemas Especificos

1. ;Cual es la actividad antibacteriana del extracto de propdleo sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas?

2. (Cudl es la actividad antibacteriana del hidréxido de calcio sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas?

3. (Cudl es la actividad antibacteriana del extracto de propdleo combinado con el
hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 alas 24y
48 horas?

4. ;Cuadl es la diferencia de la actividad antibacteriana entre el extracto de propoleo, el
hidroxido de calcio, y el extracto de propoleo combinado con hidréxido de calcio

sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general
Determinar la actividad antibacteriana del extracto de propodleo y su combinacion con el

hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

1.3.2. Objetivos especificos
1. Determinar la actividad antibacteriana del extracto de propodleo sobre cepas de

Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas.



2. Determinar la actividad antibacteriana del hidroxido de calcio sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas.

3. Determinar la actividad antibacteriana del extracto de propdleo combinado con
hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 alas 24y
48 horas.

4. Comparar la actividad antibacteriana del extracto de propoleo, del hidroxido de
calcio, y del extracto de propoleo combinado con hidroxido de calcio sobre cepas de

Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas.

1.4. Justificacion de la Investigacion

Numerosos estudios han demostrado que la especie bacteriana mas frecuente en los casos de
diagnodstico de necrosis pulpar es el Enterococcus Faecalis, siendo la medicacion
intraconducto quien ocupe un papel esencial como bactericida, impidiendo la formacion de
nuevos cultivos, y ayudando en los procesos inflamatorios.

En lo practico, esta investigacion naci6é de la necesidad de afiadir nuevos medicamentos
endodoncicos mas eficaces; ya que “el hidroxido de calcio” a pesar de ser la primera opcion
no deja de presentar ciertas deficiencias en su accion; en esa busqueda se ha encontrado que
el propoleo presenta propiedades dentro del campo odontologico, entre las que destacan las
antibacterianas, antifungicas y antivirales. En este estudio se utilizd el medicamento
intraconducto mas usado, hidroxido de calcio, en asociacion y comparacion con el propoéleo,
en busqueda de lograr una combinacion medicamentosa ideal, de facil acceso, bajo costo y
con menos efectos adversos para los pacientes y sobre todo que tenga una buena efectividad
antibacteriana con el objetivo de mejorar los tratamientos endodoéncicos a largo plazo.

Esta investigacion también se justifica en lo tedrico ya que se obtuvo informacion

actualizada, aportando asi con el conocimiento sobre el uso del propoleo e hidroxido de



calcio frente al “Enterococcus Faecalis”, buscando acciones sinérgicas, con el fin de
mejorar su accion.

En lo metodologico esta investigacion sigui6é el método cientifico permitiendo obtener
informacion veridica y actual sobre las caracteristicas de la asociacion del propoleo con el
hidroxido de calcio, ademas de la comparacion de sus propiedades individuales; esta

informacion que se obtuvo podra ser reproducida y aplicada a otros estudios.

1.5. Limitaciones de la investigacion

1.5.1. Temporal

El desarrollo de nuestra investigacion se llevd a cabo desde el mes de agosto del afio 2021
hasta febrero del presente afio en curso. Al ser una investigacion experimental, la evaluacion
fue medida en el tiempo programado en el laboratorio, en 24 y 48 horas, que puede diferir a

la accion en vivo.

1.5.2. Espacial
La evaluacion fue in vitro en un laboratorio privado de Lima Metropolitana, en un area
conocida y accesible para el investigador del estudio. Este estudio experimental fue in vitro

por lo tanto no se podra reproducir en su totalidad las condiciones en vivo.

1.5.3. Recursos

En el estudio se contd con los recursos humanos y de tiempo para la elaboracion del mismo,
con los materiales y recursos financieros necesarios, acceso libre a la informacion necesaria
para la base tedrica del presente estudio, sin embargo, no existe mucha informacion directa
acerca de la asociacion que se ha propuesto en este trabajo. En lo que respecta al recurso

humano se contd con la asistencia de un técnico de laboratorio para la ejecucion del trabajo.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Abhishek P, et al., (2021). Su investigacion tuvo el objetivo de “determinar el efecto
antibacteriano de nanoparticulas de propdleo sobre biopeliculas de Enterococcus faecalis,
dentro del sistema de conductos radiculares”. La investigacion experimental, in vitro, se
realizd seccionando 6 mm del tercio medio de 210 dientes humanos extraidos,
posteriormente se amplio6 el canal de las raices a un didmetro de 0.9 mm para ser inoculados
con Enterococcus faecalis por 21 dias, dividiéndose al azar en 7 grupos con 30 especimenes
cada uno: grupo I[-solucion salina, grupo II-propoleo 100 pg/ml, grupo IlI-propoleo 300
pg/ml, grupo IV-nanoparticula de propoéleo 100 pg/ml, grupo V-nanoparticulas de propodleo
300 pg/ml, grupo VI-hipoclorito de sodio al 6%, grupo VII-clorhexidina al 2%. La
evaluacion se hizo recogiendo virutas de dentina a 200 y 400 um de profundidad para
determinar el nimero de UFC (unidades formadoras de colonias) después de uno, cinco y
diez minutos por medio de microscopia electronica de barrido (SEM). Se utilizaron pruebas
no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para evaluar las diferencias en los
resultados entre los grupos. En los resultados se encontrd que el grupo V-nanoparticulas de
propdéleo 300 ug/ml fue significativamente mas eficaz en la reduccion de UFC que los demas
grupos de estudio (p < 0,05), llegando a una media de resultados de 19.85 UFC/ml y 20.65
UFC/ml a 200 ug y 400 ug de profundidad respectivamente, excepto para el grupo VI-
hipoclorito de sodio al 6% y grupo VII-clorhexidina al 2% (p > 0,05) en todos los intervalos
de tiempo. Llegaron a la conclusion que las nanoparticulas de propodleo (PN 300) fueron

eficaces en la reduccion de biopeliculas de Enterococcus faecalis!!.

Parolia A, et al, (2020). El objetivo de su investigacion fue “conocer la actividad

antibacteriana de la nanoparticula de quitosano mas propoleo como medicamento



intraconducto sobre el Enterococcus faecalis”. Hicieron una investigacion experimental, in
vitro, la muestra fue conformada por 240 dientes humanos extraidos, de lo cual se obtuvo 6
mm del tercio medio de la raiz a 200 y 400 pm de profundidad, estas muestras fueron
inoculadas con E. Faecalis posteriormente se dividieron en 8 grupos, G1: solucion salina,
G2: quitosano, G3: propoleo 100 pg / ml (P100), G4: propoleo 250 pg / ml (P250), G5:
nanoparticula de quitosano-propoleo 100 ug/ ml (CPN100), G6: nanoparticula de quitosano-
propoéleo 250 pg / ml (CPN250), G7: hidréxido de calcio (CH) y G8: clorhexidina gel al 2%
(CHX); finalmente los especimenes fueron evaluados por medio de microscopia electronica
de barrido (SEM). Las mediciones se hicieron al dia 1, 3 y 7; ademas se utilizaron las pruebas
no paramétricas de Kruskal Wallis y Mann-Whitney. En los resultados, todas las pastas
experimentales mostraron efectos antibacterianos a 200 y 400 pm de profundidad; en cuanto
alos grupos G3: propoleo 100 pg/ ml (P100) y G4: propoleo 250 pg / ml (P250), presentaron
su maxima capacidad antibacteriana solo el dia uno logrando un minimo de 34 % de
cobertura de E. Faecalis, mientras que el G6 (CPN250) fue significativamente superior (p
<.05) mostrando una cobertura minima de Enterococcus faecalis de 5 a 33 % en el dia uno
y tres; posteriormente en el dia 7 se present6 una efectividad similar entre G6 (CPN250), G5
(CPN100), G7 (HC) y G8 (CHX 2%) que mostraron menos del 5% de cobertura de
Enterococcus faecalis. En conclusion, la asociacion de nanoparticula de quitosano y
propoleo en diferentes concentraciones mostrd actividad antibacteriana ante el E. Faecalis,
especificamente CPN250 fue el mas efectivo en el dia uno y tres en ambas profundidades,

mientras que en el dia 7 CPN 250 fue igual de efectivo que CPN 100 Y CHX AL 2 %'

Raoof M, et al., (2019). Su objetivo “fue analizar la actividad antimicrobiana sobre el
Enterococcus faecalis de los extractos metanolicos de Myrtus communis L. y Eucalyptus

galbie, solos y en combinacion con hidréxido de calcio”. Fue un estudio experimental, de



tipo in vitro, con fines de comparacion y control también se evalud el yodoformo con
hidroxido de calcio y también con agua destilada. La muestra fue conformada por 10 tubos
que contenian los extractos para cada grupo, y 2 tubos para el Cefoxitin (control positivo), y
el Dimetilsulfoxido (control negativo). Para obtener los extractos metandlicos se utilizo el
método de maceracion, y la zona de inhibicion se determind por prueba agar y prueba de
difusion; también se us6 la prueba de dilucion en tubo y la microtitulacion seguido por
métodos colorimétricos con violeta cristal. Se midi6 las zonas de inhibiciéon 48 horas
después, obteniendo como resultado que los dos extractos de hierbas mostraron un efecto
antimicrobiano, la zona de inhibicion del extracto de eucalipto (Media = 9,63 mm) fue mayor
que la de Myrtus (Media = 7.6 mm), sin embargo, los resultados de la prueba ANOVA
mostrd que no hubo diferencia significativa entre los efectos antibacterianos de los extractos
metanolicos de Eucalyptus y Myrtus, con el control positivo (Cefoxitina M= 13.7 mm) (valor
de p=0,987). Por otro lado, no mostraron crecimiento de zonas de inhibicion los 2 extractos
de las 2 plantas en combinacion con el hidroxido de calcio, ni las combinaciones de este
ultimo con agua destilada y yodoformo. Concluyendo que, si bien frente al Enterococcus
faecalis ambos extractos metandlicos de Eucalyptus galbie y Myrtus communis mostraron
un ligero a moderada actividad antimicrobiana, no hubo ninguna actividad de estds en

combinacion con hidroxido de calcio dentro de las 48 horas!>.

Torres M. (2019). Su investigacion buscd “comparar la capacidad antibacteriana del
paramonoclorofenol alcanforado (PMCFA) con el extracto etandlico de propodleo (EEP), en
2 concentraciones de 20 % y 30%, sobre el E. Faecalis y F. Nucleatum”. El estudio fue
experimental in vitro; ademéas se determind la muestra en base de una prueba piloto,
obteniéndose 15 placas Petri, empled el método de “Kirby-Bauer” y se midio los resultados

a las 24 y 48 horas para el Enterococcus Faecalis, y como instrumento de medicion de la



inhibicion bacteriana se us6 un calibrador vernier; se utilizé ademas clorhexidina al 2%
como control positivo y agua destilada como control negativo. En los resultados obtenidos
24 horas después, se encontrd que el EEP al 30% tuvo una media de 14,23 mm, siendo
superior que la concentracion al 20% (M:10,32 mm) y que el PMCFA que mostr6 una media
de 9,10 mm, siendo el valor mas bajo en comparacion con los otros grupos (p = 0,000) en
esta primera lectura. La segunda lectura a las 48 horas, defini6 al EEP al 30% como la
sustancia experimental mas efectiva aumentando su efecto antibacteriano (M: 14,96 mm),
mientras el EEP al 20% también evidencia un aumento (M: 11,00 mm), sin embargo, no fue
una diferencia estadisticamente significativa, por otro lado, el PMCFA mostr6 una
disminucion de su actividad antibacteriana con una media de 8.94 mm. Ademas, se concluyo
luego de comparar los diferentes grupos entre si que hay diferencias estadisticamente
significativas entre estos, con un p < 0,005, por medio de la prueba HSD de Tukey.
Concluyendo que la sustancia experimental que consiguid mayores resultados, fue la
concentracion del extracto de propdleo al 30%, en segundo lugar, la concentracion al 20%

de propéleo y por tiltimo el paramonoclorofenol alcanforado'.

Pereira C, et al., (2018). Tuvieron el objetivo de comparar las capacidades y propiedades
del hidroxido de calcio (HC) mas diferentes vehiculos y asociaciones, evaluando los valores
de pH y liberacion de iones de calcio a los 7, 15 y 30 dias; ademas del volumen de pasta
perdido en 15 dias. Realizaron un estudio experimental, in vitro, se utilizé para el estudio
dentina bovina estidndar, contaminada con Enterococcus Faecalis y la muestra fue
conformada por 50 dientes acrilicos; para evaluar la viabilidad bacteriana se us6 microscopia
confocal de barrido laser y cultivo microbioldgico; para evaluar el pH ademds de la
liberacion de iones de calcio, se us6 el pHmetro y espectrofotometro de absorcion atdémica;

para valorar la solubilidad se emplearon imagenes micro-tomograficas computarizadas antes



y después. Las pastas experimentales de HC fueron: G1 (HC mas agua destilada), G2 (HC
mas Propilenglicol), G3 (HC mas Propilenglicol y extracto etanolico de propoleo al 10%),
G4 (HC mas Propilenglicol y Clorhexidina) y G5 (HC maéas Propilenglicol y
Paramanoclorofenol alcanforado). En los resultados todas las muestras disminuyeron la
contaminacion bacteriana, luego de 15 dias, con diferencias estadisticamente significativas
(P <0,05) en comparacion con el control negativo, sin embargo, en el G5 (HC mas
Propilenglicol y Paramanoclorofenol alcanforado) se encontré menor porcentaje de bacterias
vivas por um?® (5 %) en comparacién a los otros grupos como el G1: HC mas agua destilada
(30% por um®), y el G3: HC més Propilenglicol y extracto etanélico de propoleo al 10%
(20% por um?®). Concluyeron que las adiciones al hidréxido de calcio, con excepcion del
agua destilada, pueden aumentar la efectividad antibacteriana contra el Enterococcus

Faecalis, pero con una pequefia diferencia estadistica'.

Del Carpio P, et al., (2017). El estudio tuvo como fin “evaluar la capacidad antibacteriana
del hidroxido de calcio asociado al extracto etandlico de propdleo y nanoparticulas de
Quitosano frente al Enterococcus Faecalis”. Hicieron una investigacion experimental, tipo
in vitro, donde para obtener dentina de raiz se instrumentaron premolares humanos extraidos
con el sistema Pro Taper Gold y se seccionaron las raices horizontalmente en discos de 4
mm, obteniéndose una muestra conformada por 40 discos, ademas de utilizar agua destilada
como control negativo; se realizd un analisis microbiologico para establecer la reduccion de
las colonias de Enterococcus Faecalis. Las pastas experimentales fueron: G1-Ca(OH)2
(Hidroxido de calcio), G2-Ca(OH)2/CNP (Hidréxido de calcio mas nanoparticulas de
quitosano), G3- Ca(OH)»/EPE (Hidroxido de calcio mas extracto etandlico de propdleo). En
los resultados se demostro la capacidad antibacteriana de todas las pastas experimentales (En

comparacion con el grupo de control negativo) a los 7 y 14 dias, disminuyendo la cantidad
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de células de Enterococcus Faecalis viables, sin embargo, hay un mejor resultado del
G1(hidroxido de calcio més nanoparticulas de Quitosano) con presencia bacteriana mas baja,
(P <.05) tanto alos 7 (M: 0.49 log en CFU/mL) como a los 14 dias (M: 0,09 log en CFU/mL);
por otro lado se observa mayor niumero de bacterias viables en el G1 (Hidroxido de calcio)
tanto a los 7 (M: 2.04 log en CFU/mL) como a los 14 dias (M: 2.51 log en CFU/mL); por
ultimo el G3 (Hidroxido de calcio mas extracto etandlico de propodleo) fue solo efectiva a
los 7 dias de iniciado el tratamiento (p <0,05) (M:1,36 log en CFU/mL), mientras que a los
14 dias aument6 la presencia de células bacterianas (M:2.7 log en CFU/mL). Concluyendo
que la incorporacién tanto del propoleo como de nanoparticulas de Quitosano al hidréxido
de calcio tienen un gran potencial para aumentar su actividad antibacteriana sin embargo la
pasta de Ca(OH)2/EPE no fue capaz de mantener su eficacia a los 14 dias en comparacion

con la pasta de Ca(OH)2/CNP que si puedo aumentar su eficacia a través del tiempo'®.

2.2. Bases Tedricas
2.2.1. Definicion de variables

. Propoleo: sustancia resinosa y pegajosa, cuyo color puede ser verde pardo, castafio
o negro. Producida por la abeja Apis mellifera, por medio de exudados vegetales
combinados con sustancias salivales provenientes de las abejas ademas de balsamos
que se encuentran en el polen. Su fin natural en la colmena es la de sellarla
herméticamente ademas de evitar que se produzcan infecciones en esta!’.

. Hidroéxido de calcio: es una sustancia color blanco y alcalino, con poca solubilidad
en agua; para obtener la disociacion idnica se combina con un vehiculo hidrofilico
como agua estéril y suero fisiologico'®.

. Actividad antibacteriana: se dice de la propiedad de impedir el crecimiento de

bacterias o su eliminacion, sin causar dafios, del hospedador infectado!.
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. Enterococcus Faecalis: Se trata de una “Bacteria coco Gram positivo anaerobio
facultativo”, puede encontrarse solo o en cadenas, teniendo un tamafio que oscila
entre 0,5 y 0,8 um; crece a una temperatura de 35°C. Es tolerante frente al cloruro de
sodio al 6.5% y también a sales biliares, y se muestra en el biofilm endodontico con

un gran indice de congregacion 2.

2.2.2. Infecciones intrarradiculares persistentes/ secundarias.

Se ha comprobado que la generalidad de los dientes endodonciados que mantienen una
agresion permanente de una patologia periapical desarrollan una infeccion intrarradicular.
Los microorganismos encontrados dentro de piezas endodonciados que han fracasado, se
precisan “persistentes”, en virtud de que pueden sobrevivir dentro de los tratamientos de
lavado intrarradicular, a la obturacion o ser efecto de una filtracion coronal post tratamiento,
predisponiendo al fracaso del tratamiento. Con la finalidad de que estos microorganismos
recidivantes causen una periodontitis apical de tipo cronica, deben aclimatarse a las
variaciones del medio provocadas por la terapéutica, y en ese estado conseguir nutrientes y
sobrevivir a los efectos antimicrobianos de los materiales obturadores, alcanzando un valor
critico para manifestar suficiente agresividad que mantenga una irritacion perirradicular, a

fin de perjudicar libremente a los tejidos peri radiculares y asi ejercer su patogenicidad®! 3.

2.2.2.1. Microbiota de los dientes endodonciados

La microbiota encontradas en las piezas dentarias endodonciadas que presentan periodontitis
apical de forma persistente existen por la integracion de microorganismos limitados. El
Enterococcus faecalis (coco gram positivo anaerobio facultativo) se halla alrededor de 30%
a 90% dentro de dientes endodonciados, con una posibilidad nueve veces por arriba que los

dientes que atn no han recibido ningln tratamiento “infecciones primarias”. Los hongos
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como la Candida se sithan dentro de infecciones primarias de forma ocasional, sin embargo,
cuando hablamos de infecciones persistentes estan en 3%-18%. Entonces, tanto como el E.
faecalis al igual que C. albicans poseen distintas caracteristicas que permite su supervivencia
al interior del sistema de conductos endodonciados, y que podria mostrar resistencia a los
farmacos intrarradiculares, ademas de formar biopeliculas y soportar periodos de privacion

nutricional prolongado®* .

2.2.2.1.1. Enterococcus faecalis

Se trata de una bacteria “gram positiva, anaerobia facultativa”, que tiene un metabolismo
fermentativo y toman un lugar en la flora habitual del tracto gastrointestinal, ademas de la
cavidad oral, el cual posee una dimension que fluctia en medio de 0,5 a 0,8 micrometros.
Esta bacteria tiene gran relevancia en las infecciones endodéncicas persistentes, potenciada
por la caracteristica de ser resistente a los antibidticos mas usados en el tratamiento
endodoncico, debido a sus factores de virulencia, como la produccion extracelular de
superoxido, la sustancia de agregacion, las proteinas de superficie enterococica, la gelatinasa
y los polisacaridos capsulares. Son muy resistentes y bajo condiciones adversas pueden estar

en ambientes extremos, incluyendo un pH alcalino de 9,6 y altas concentraciones de sal®¢.

En las infecciones endodonticas primarias, que se entienden como dientes necrdticos sin
tratamiento previo, existe el predominio principal de bacterias estrictamente anaerobias y
pocas bacterias anaerobias facultativas. Dentro de este tipo de infecciones, el E. faecalis ha
sido ocasionalmente encontrado; caso contrario ocurre en las infecciones persistentes o
secundarias donde ha sido aislado cominmente e identificado tradicionalmente con métodos

de cultivo?’.
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Medios de cultivo convencionales para Enterococcus

Dentro de los diversos medios de cultivo que se han desarrollado para el aislamiento de
Enterococcus, se han utilizado diversos agentes selectivos, como el cloruro de sodio, el
tiocianato de potasio, el cristal de violeta, ademas de algunos antibidticos como Ia
gentamicina, la kanamicina, etc. Estos agentes ya mencionados participan en el metabolismo
de los Enterococcus y se encargan de inhibir el crecimiento de hongos y bacterias Gram
negativas, pero existe el inconveniente que no logran su inhibicion total, logrando crecer
otros microorganismos, a lo que se suma la alta toxicidad de la mayoria de estos agentes,
que exige una manipulacion cuidadosa, y ser perceptibles a la luz y temperatura, que le

restaria estabilidad®® °.

Para analizar los métodos de cultivo existen otros factores importantes tales como los
términos de crecimiento, el pH del medio, la temperatura para su incubacién y la
concentracion de los inhibidores utilizados. El valor bajo de Ph, adicionado a una alta
temperatura de incubacion son condiciones idoneas para el crecimiento de ciertos cultivos,
sin embargo, también es importante el aumento o disminucion de la concentracion de los
inhibidores que también determinan la selectividad del medio. También es importante la
adicion de sustancias indicadoras que identifican especies de microorganismos, en el caso
del Enterococcus se utiliza la capacidad de este de reducir el tetrazolio a fomazan, dentro de
un medio de pH de 7,0, ocasionando la aparicion de colonias rojas brillosas; pero si
cambiamos el pH a 6.2 o proximo a 6,0, esta respuesta solo sera clara cuando se trata de
Enterococcus faecalis, mientras tanto las otras especies presentaran una respuesta baja,

mostrandose como colonias claras con un centro rojo o levemente rosadas®*°.
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Existen una gran variedad de medios para el crecimiento de Enferococcus, que se favorecen
por la existencia de peptonas, hidrolizados y extractos; para seleccionar el tipo de medio se
debe tener en cuenta principalmente el patron de muestra y procedimiento de cultivo
considerando el rango de infeccion con otros microorganismos ya posiblemente existentes.
Dentro de la existencia de “los medios no selectivos” para el Enterococcus, podemos
claramente considerar el agar y el caldo cerebro corazon, indicados en el cultivo y
sostenimiento de Enterococcus 'y otros como “el caldo Tood- Hewitt, caldo cerebro corazén
con 6,5 % de cloruro de sodio, el agar MRS, el agar triptona glucosa extracto, caldo Elliker,

el agar y caldo triptona soya, el agar M17 y el agar Rogosa™%!.

Uso de sustratos Fluorogénicos y Cromogénicos

Los métodos convencionales siguen siendo los mas empleados, sin embargo, en blisqueda
de una mayor eficacia, también han acontecido técnicas desarrolladas para el hallazgo y
diferenciacion basados en el empleo de sustratos fluorogénicos como cromogénicos, asi se
podrian revelar actividades enzimaticas especificas de los microorganismos, obteniendo
resultados mas exactos y rapidos, ya que no seria necesario el aislamiento previo del
microorganismo, pero existen reglas internacionales establecidas que recomiendan los

métodos convencionales como oficiales, aunque no se prohibe métodos alternativos>2.

Uno de los sustratos fluorogénicos, el 4-metillumbeliferil-B-D-glucoésido, es utilizado para
la identificacion de Enterococcus siendo hidrolizado gracias a la enzima de éste (B-D-
glucosidasa), desprendiéndose desde esta reaccion “la 4-metillumbeliferona”, que al
someterse a la luz ultravioleta, se ilumina mostrando un color azul- verdoso. Otro medio
importante es el fluorogénico agar carbonato de talio gentamicina (FGTC), que incluye un

sustrato fluorogénico de 4-metilumberiferil-a-D-galactésido y almidén, permitiendo
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mediante una hidrdlisis del almidoén y la existencia de fluorescencia, reconocer y diferenciar
especies como el Streptococcus bovis y E. faecium, de otros enterococos o estreptococos; en
el caso del Enterococcus, si no hay existencia de la hidrélisis del almidon, pero si emision
de fluorescencia, se identificaria al Enterococcus faecium y biotipos relacionados, mientras
que el negativo de ambas reacciones identifica al Enterococcus faecalis, E. avium, S.

equinius, entre otros estreptococos>>33,

2.2.3. Medicacion Intraconducto.

Los procedimientos mecanicos, no bastan para obtener los resultados deseados en la terapia
endodontica, siendo asi la medicacion intraconducto el complemento que permitira el
alcance de los objetivos deseados para este fin debemos considerar: la patologia
diagnosticada, el efecto bactericida e antiinflamatorio de la sustancia, ademds de no ser

toxica al paciente logrando de este modo alcanzar el reparo tisular®.

En caso de infecciones, el objetivo de la medicacion intraconducto es la eliminacion de las
bacterias resistentes a la instrumentacion; debiendo ser de amplia accién dentro de un
periodo largo, ademds de poseer la capacidad de disminuir la inflamacién en los tejidos
periapicales empezando de esta forma el proceso de reparacion, neutralizar los restos
orgéanicos aun existentes y no menos importante contribuir a secar el sistema de conductos

que se encuentran hiimedos por causa del exudado™.

2.2.3.1. Hidroéxido de calcio.
Se trata del medicamento, probablemente, mas empleado en medio de citas o en largos
estadios; esta recomendado en el control y terapéutica de reabsorciones radiculares, procesos

de fracturas transversales, perforaciones, asi como apicogénesis e induccion de cierre apical,
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dentro de piezas dentales vitales o sin vitalidad, y en este caso en particular, en piezas con o
sin lesion apical, estando recomendado en dientes con tejido pulpar necrotico y
contaminacion bacteriana. La actividad antimicrobiana de este medicamento es debido a su
pH alcalino, ayudando asi a la disolucion de restos de tejido necrético, bacterias y otros sub
productos; su mecanismo de accion radica en el producto de la disociacion de sus
componentes, liberandose asi iones de calcio ¢ hidroxilo. Los iones de hidroxilo invierten el
pH del medio inflamado, ya que provocan una alcalinidad en el area de accion que es acida,

adicionalmente crea un ambiente hostil para el crecimiento y supervivencia bacteriana®®.

En la practica clinica, el Ca (OH) debe ser usado junto con un vehiculo que le permita
cumplir o mejorar su proposito y asegurar su permanencia en el medio, ya que para que
cumpla su objetivo debe indicarse por 7 dias. Este vehiculo asociado al Ca(OH), adiciona al
medicamento en conjunto, caracteristicas de mayor o menor velocidad de disociacion de
iones; puede ser inerte, como el polietilenoglicol, un anestésico o el aceite de oliva, que
ayuden a cumplir su funcidn, o asociarlo a otro medicamento con actividad antibacteriana,
mejorando asi esta funcion, en este caso el mas usado para dicha asociacion es el PMCF

(Paramonoclorofenol)*’.

2.2.3.2. Propdleo

Se trata de un compuesto natural resinoso que es recolectado por las abejas de diversas
plantas para ser combinadas con cera de abeja, ademas de enzimas salivales (B-glucosidasa).
Este compuesto cumple tareas protectoras y restauradoras, ademas de ser un aislante térmico
y prever infecciones microbianas causadas por larvas, mediante la elaboracion de

antisépticos locales®®,
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Durante la historia, este compuesto ha sido usado por sus grandes propiedades medicinales,
ademas de la preservacion de alimentos, sin embargo, en la actualidad con el objetivo de
buscar nuevos compuestos beneficiosos en el campo de la odontologia, se han incrementado

los estudios para conocer sus alcances™’.

2.2.3.2.1. Composicion:
Dentro de su composicion quimica, tenemos:
e Resina de cera (50%).
e Accites esenciales (10%).
e Polen (5%).
Sustratos varios (5%), que incluyen minerales y compuestos organicos como:
e Los acidos fendlicos (cindmico, cafeico, este ultimo a largo plazo puede producir
pigmentaciones e n los dientes) o ésteres.
e Flavonoides (flavonas, flavanonas, flavonoles, dihidroflavonoles y chalconas).
e Terpenos, aldehidos aromaticos, alcoholes, 4cidos grasos, estilbenos y B-

esteroides*® 4!,

2.2.3.2.2. Propiedades del propoéleo

Dentro de la composicion del propoleo, encontramos fenoles totales, flavonas y flavonoles;
la presencia de estos componentes trae beneficios atribuidos a su funcioén antioxidante por
la actividad de ciertas enzimas, como la xantina oxidasa, que inhibe la produccion de
especies por barrido, causando la interrupcion de las acciones que llevan a la peroxidacion
de los lipidos*.

El propdleo también posee una actividad antimicrobiana, sin embargo, dicha funcion es

compleja y se le atribuye al sinergismo de sus compuestos, entre los mas resaltantes estan:
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flavonoides, ésteres, acidos grasos, asi como aromaticos, sesquiterpenos, hidroxiacidos y
tantos otros elementos fendlicos*. El propoleo también posee un potencial antiinflamatorio,
que se da como consecuencia de estimular la inmunidad celular, actuando en los mediadores
de este proceso, promoviendo la actividad fagocitica, asi como la inhibicion de sintesis de

prostaglandinas y leucotrienos*.

2.2.3.2.3. Procedencia del propdleo

Diversos estudios concluyen que el propdleo es una sustancia que adopta diversas
caracteristicas particulares relacionadas directamente con la zona de su origen, teniendo
importancia la vegetacion ademas de las condiciones ambientales, estos factores
determinarén la alta biocompatibilidad y su capacidad antibacteriana®.

El Perti tiene una gran biodiversidad, de recursos naturales, flora y fauna; todo esto gracias
a la variedad de microclimas que existen, dandonos un recurso natural, como el propoleo.
De todas las regiones del Peru, se ha probado que los que tienen su origen en la localidad de
Oxapampa del sector de Pasco poseen patrones de indole internacionales, ademas de
atributos superiores en paridad del resto del pais. Es claro el potencial del propoleo peruano,

sin embargo, hace falta mayor investigacion cientifica acerca de su capacidad y asociacion

a otros materiales usados en el campo endodéntico®®.

2.3. Formulacion de hipétesis

2.3.1. Hipétesis general

Hi: Existe actividad antibacteriana del extracto de propoleo y de su combinacion con
hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Ho: No existe actividad antibacteriana del extracto de propdleo y de su combinacion con

hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.
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2.3.2. Hipétesis especificas

Hil: Existe actividad antibacteriana del extracto de propoleo sobre cepas de Enterococcus
Faecalis ATCC 19433.

Hol: No existe actividad antibacteriana del extracto de propodleo sobre cepas de

Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Hi2: Existe actividad antibacteriana del hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus
Faecalis ATCC 19433.
Ho2: No existe actividad antibacteriana del hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus

Faecalis ATCC 19433.

Hi3: Existe actividad antibacteriana del extracto de propdleo combinado con hidroxido de
calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.
Ho3: No existe actividad antibacteriana del extracto de propéleo combinado con hidroxido

de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.
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3. METODOLOGIA
3.1. Método de la investigacion

Hipotético Deductivo.

3.2. Enfoque de la investigacion

Cuantitativo.

3.3. Tipo de investigacion

Aplicada.

3.4. Diseiio de la investigacion

Experimental in vitro y longitudinal porque se manipulé deliberadamente las variables. Es
decir, se manipul¢ la variable independiente para ver su efecto y relacion con la variable
dependiente; ademas, tuvo como objetivo comparar los grupos de estudio en dos periodos
de tiempo. Las muestras y grupos no fueron asignadas aleatoriamente sino fueron elegidos
y agrupados de forma conveniente al experimentador. Este estudio se ejecutd en medios de
cultivos favorecedores en el crecimiento de la bacteria elegida para nuestro estudio

(Enterococcus faecalis), ademéas fue manejado dentro de un laboratorio®’.

3.5. Poblacion, muestra y muestreo

La muestra estuvo conformada por cultivos bacterianos de Enterococcus Faecalis ATCC
19433, divididos en 4 grupos, donde 3 grupos corresponden a las 3 pastas experimentales y
1 grupo adicional que actia como control negativo. Para obtener el tamafio muestral se

utilizo la siguiente formula para determinar una media.
2 vl
_Z*8
d 2
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Donde:
» n = Sujetos necesarios en cada una de las muestras.
= Za= Valor Z correspondiente al riesgo deseado.
= S2 = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control o de

referencia.

» d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar (datos cuantitativos).

Tabla 1. Estimacion del tamaifno muestral

ESTIMAR UNA MEDIA

Total de la poblacion (N)

(Si la poblacién es infinita, dejar la casilla en blanco)

Nivel de confianza o seguridad (1-a) 95%
(El nivel de confianza puede ser al 95% o 99%)

Precision (d) 3
Varianza (S?) 50
(De la variable cuantitativa que se supone que existe en la poblacion)

TAMANO MUESTRAL (n) 21

EL TAMANO MUESTRAL AJUSTADO A LAS PERDIDAS

Proporcion esperada de pérdidas (R) 15%
MUESTRA AJUSTADA A LAS PERDIDAS 25

Segun tabla 1, el tamafio para cada grupo fue de 25 muestras de cultivo bacteriano de

Enterococcus Faecalis ATCC 19433.
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Criterios de Inclusion y Exclusion de la muestra:
Inclusion
- Cultivos de bacterias Enterococcus faecalis provenientes de la cepa ATCC 19433.
- Empleo de extracto de propoleo al 30% de concentracion, proveniente de los apiarios
localizados en la localidad peruana de Oxapampa perteneciente al area de Pasco.
- Uso de Hidroxido de calcio quimicamente puro de la marca “PrevestDenPro” al 70%.
Exclusion:
- Cultivos contaminados con otras bacterias u hongos.
- Extracto de propdleo de diferente concentracion u origen.

- Hidroxido de calcio de diferente casa comercial o en otra presentacion.

3.6. Variables y operacionalizacion
3.6.1. Variables

Actividad antibacteriana sobre el Enterococcus faecalis.

Propodleo y su combinacion con el hidroxido de calcio.

3.6.2. Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION | DIMENSIONES | INDICAD | ESCALA ESCALA
OPERACION ORES DE VALORATIVA
AL MEDICI
ON
A) Extracto de Concentrac Componentes activos
propdleo al 30 %. | ion de cada | Nominal | -Propdleo 30 %.
Propdleo y su Sustancias B) Hidroxido de solucion -Hidroxido de calcio
combinacién con antibacterianas | calcio al 70 % preparada 70 %
el hidroxido de utilizadas para | “PrevestDenPro” por un -Propoleo 30 % mas
calcio la desinfeccion | C) Combinacion experto. Hidroxido de calcio
del sistema de | de propoleo al 70 %
conductos 30% con
radiculares. Hidréxido de
calcio al 70 %
“PrevestDenPro”
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Actividad Inhibicion de Halos de Diametros Razén Diametro en mm.
antibacteriana crecimiento inhibicion del de halos de
sobre el bacteriano del Enterococcus inhibicion
Enterococcus Enterococcus faecalis del
faecalis faecalis Enterococc
us faecalis

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica:

Solicitamos un documento, que present6 a nuestra investigacion frente a un laboratorio, a la
escuela de odontologia de la Universidad Norbert Wiener de esa forma pudimos acceder a
ejecutar nuestra investigacion en un laboratorio privado (anexo 1).

Los cultivos de Enterococcus Faecalis ATCC 19433, se distribuyeron en 4 grupos de 25
cultivos, tres de pastas experimentales (Hidroxido de calcio “PrevestDenPro” 70%, Extracto
de Propoleo 30% e Hidroxido de calcio 70% mas propodleo 30%), y 1 control negativo (agua
destilada) (anexo 2), midiéndose los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas.

El propoleo que se utilizd es proveniente de los apiarios localizados en la localidad peruana
de Oxapampa perteneciente a la zona de Pasco, en su estado natural, que posterior a su
recoleccion fue envasado dentro de un recipiente atoxico y almacenado al interior de un
contenedor cuya tapa fue necesariamente hermética, ademas de ser protegido de la luz. Se
eligio trabajar con la concentracion al 30% del extracto de propoleo, utilizando como
referencia las conclusiones del estudio realizado por Torres M4, donde este presenta la

mayor respuesta antibacteriana sobre la misma bacteria de nuestro estudio.
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3.7.1.1. Elaboracion del extracto de propdleo al 30%
Seleccion y/o eliminacion de impurezas:
Con la finalidad de realizar el extracto, se retir6 de la materia prima impurezas burdas

(astillas, extremidades, alas o torax de las abejas, asi como de material de desecho).

Congelado:

Se congelo la masa de propoleo a una temperatura de -20 a -40°C por 48 horas.

Pulverizado y pesado del Propdleo:
Se realizé rapidamente en un mortero de metal y luego se pes6 la cantidad necesaria de
acuerdo a la concentracion de extracto final que se desee obtener y es este caso fue de 100 g

para la elaboracion del extracto al 30 % respectivamente.

Elaboracion de extracto etanélico de Propoleo al 30 % (EPP 30%):

La materia prima pesada se trasvaso a un frasco ambar de vidrio, luego se afiadi6é 111 ml de
solucion etandlica al 96 %, se mantuvo en reposo durante 2h, concluido el tiempo de reposo
se colocd en un baio termostatico a una temperatura de 38°C y se calentd suavemente con

agitacion por durante 15 minutos. Se obtuvo un extracto de Propdleo al 30 % (concentracion

300 ug/ml).

Maceracion del Propéleo:

Se coloco en frascos de vidrio de color ambar que fueron bien cerrados y guardados en un

lugar seco y fresco, alejado de la luz, por 15 dias, agitandolos varias veces al dia.
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Filtrado:

Terminado el proceso de maceracion, la solucion etandlica sobrenadante se decantd
cuidadosamente y se filtro previamente a través de papel de filtracion rapida con ayuda de
un embudo de vidrio. Luego se sometioé a temperatura de refrigeracion de 2°C a 8°C durante
24 horas y se procedi6 a la filtracion final con papel de filtracion rapida, obteniéndose el

EEP 30 %.

3.7.1.2. Realizacion de antibiograma: sq-le-001. Técnica de Kirby-Bauer. Método de
disco de difusion en agar.

Método de prueba:

El método que se empleo, para el estudio de la efectividad antibacteriana, es el ensayo de
antibiograma mediante la técnica de Kirby-Bauer (Método de disco de difusion en agar)
empleando discos de antibiograma, estos tltimos estuvieron impregnados con las siguientes
sustancias: Extracto etandlico de propodleo al 30 %, Hidroxido de calcio al 70 %, Hidréxido

de calcio al 70 % asociado con extracto etanolico de propdleo al 30 % y agua destilada.

Cepa bacteriana para el estudio:
Nuestro estudio utilizé la cepa estandar ATCC, (American Type Culture Collection):

Enterococcus faecalis ATCC 19433.

Preparacion del medio de cultivo del Agar BHI:

Se prepard 1L agar BHI segln las instrucciones del fabricante, pesdndolo en una balanza, ¢
hidratandolo con agua destilada y se autoclavd durante 15 minutos a 121°C. Luego, se
procedid a temperar en bafio termostatico a 45°C. Posterior a eso se colocd, en esterilidad,

100 mL de fluconazol al 0.15 %. Inmediatamente, en esterilidad, se depositd agar BHI en
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las placas Petri a emplear en el ensayo. Se dejo solidificar por 15 minutos las placas con
dicho medio de cultivo, para posteriormente ser utilizada en el ensayo antibiograma, y fueron
rotulados segun las sustancias a ensayar y el numero de placa Petri. Se realizo la prueba de

esterilidad de las placas de agar BHI incubandolas a 37°C por 24 horas.

Reactivacion de la cepa y reconocimiento de Enterococcus faecalis:

El medio que se utilizd para la reactivacion de Enterococcus faecalis ATCC 19433,
almacenado en congelacion, fue caldo BHI, el cual se incubd a 37°C por el tiempo de 24
horas en aerobiosis. Todo el procedimiento fue realizado en condiciones estériles. Posterior
al tiempo mencionado, se procedid 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

aerobiosis para la identificacion de las colonias jovenes de Enterococcus faecalis.

Preparacion del indculo de Enterococcus faecalis:

Bajo condiciones estériles y cerca del mechero bunsen, se tomo una porcion de una colonia
aislada y se inocul6 en calcio BHI estéril de 5 mL, se incub6 a 37°C por 24 horas. A este
cultivo en BHI se le estandarizo a una turbidez de Mcfarland de 0,5, es decir, a 1,5 x10®

UFC/mL.

Inoculacion de las placas con Enterococcus faecalis:

Posterior al ajuste de la suspension del indculo, se tomd un hisopo estéril para humectar con
el cultivo en caldo BHI de Enterococcus faecalis, a una turbidez de Mcfarland de 0,5 y se
disemino con hisopo en las 35 placas Petri con agar BHI, en cuatro direcciones sobrepuestas
para asegurar la presencia de Enterococcus faecalis en toda la placa Petri. Luego, se procediod

a rotular las sustancias de prueba como Extracto etanolico de propodleo al 30 %, Hidroxido
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de calcio al 70 %, Hidroxido de calcio al 70 % mas extracto etandlico de propdleo al 30 %

y agua destilada.

Colocacion de los discos antibiograma y la sustancia de prueba:

Se procedio a la colocacion de los discos de antibiograma, asistiéndonos de una pinza estéril,
al interior de nuestras 35 placas de agar BHI inoculadas con Enterococcus faecalis. El
namero de discos de antibiograma empleados, por placa y por sustancia de prueba, se basd
en ensayos previos. Luego se procedio a trabajar con los grupos de placas por sustancia de
prueba ya determinados en los rotulos. Se deposité con micropipeta, en cada disco de
antibiograma, 15ul de cada sustancia de prueba: Extracto etanolico de propdleo al 30 %,
Hidroxido de calcio al 70 %, Hidroxido de calcio al 70 % mas extracto etanolico de propdleo
al 30 % y agua destilada, segun los rétulos colocados en las placas. Luego, se dejaron reposar
30 minutos y se ubicaron en la incubadora en una temperatura de 37°C, durante un tiempo
de 24 y 48 horas.

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

area de 10 centimetros de radio, alrededor de la llama del mechero de bunsen.

Lectura de resultados: Medicion de halos de inhibicion de sustancias de prueba frente
a Enterococcus faecalis

Después de las horas de incubacion (24 y 48 h), las placas fueron examinadas y se procedio
a la lectura por cada periodo de tiempo, con ayuda de un contador de colonias (de fondo
oscuro y con iluminacién en la base de placa), de los diametros de los halos de inhibicién
contra el Enterococcus faecalis ATCC 19433, los cuales fueron medidos con una regla de
Vernier, que brindé una medicion individual de los halos (en milimetros) conformados

alrededor de cada uno de los discos embebidos con las sustancias de prueba en las placas
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con cultivo.

El procedimiento realizado se evidencio6 con fotografias (anexo 5).

3.7.2. Descripcion de instrumentos

Los resultados observados fueron registrados dentro de una ficha de datos (anexo 6), que
contiene los 4 grupos establecidos, nimero de réplica de disco antibiograma y la medida en
milimetros de los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas. El Laboratorio Scientific Quality
S.A.C emitio, al final de la investigacion, un informe de ensayo con los datos obtenidos

(anexo 7).

3.7.3. Validacion

El instrumento no necesito validacion ya que su medicion fue directa.

3.7.4. Confiabilidad

Los datos fueron obtenidos de manera directa, confiable y segura.

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

Se realizo el analisis estadistico mediante el programa SPSS version 25. Se elabor6 la
estadistica descriptiva (anexo 3) e inferencial, se consider6 para este la prueba de normalidad
de Shapiro Wilk (anexo 4), con base en que los datos analizados son menores a 50,
posteriormente para comparar el recuento de colonias a las 24 y 48 horas se utilizé la prueba
de rango con signo de Wilcoxon, al igual que se aplicé la prueba de U de Mann- Whitney
para comparaciones por pares para muestras independientes. Se trabajo con un nivel de
confianza de 95 %, con un valor de p<0.05 que fue considerado estadisticamente

significativo.
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3.9. Aspectos éticos

Se respetaron todos los protocolos establecidos por la Universidad Norbert Wiener, ademas
se pidieron los permisos correspondientes a la escuela de odontologia para el desarrollo de
esta investigacion. Se respetaron los principios €ticos y las normas de laboratorio para el

desarrollo de trabajos de investigacion.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. Resultados
4.1.1. Analisis descriptivo de resultados

Tabla 2. Actividad antibacteriana del extracto de propéleo, hidréxido de calcio e hidréxido de calcio
mas extracto de propéleo sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 (Mediciones en réplicas

de los halos de inhibicion en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas).

Desv.

I+ Media Desviacidn Minirmo Maximao
Extracto de propdleo - 48 25 13,428 1,2364 101 151
horas
Hidraxido de calcio - 48 25 7 664 1,25403 6,1 11,8
horas
Hidraxico de calcioy 25 a8184 1,7608 G4 12,3
Propdleo - 48 horas
Extracto de propdleo - 24 25 12,848 11,1849 95 143
horas
Hidrixido de calcio - 24 25 7164 1,2536 58 11,6
horas
Hidréxico de calcioy 25 7,804 1,5836 6,3 11,7

Propdleo - 24 horas

Segun la tabla 2, se puede observar que los valores obtenidos tanto del minimo, maximo y
media del conjunto de resultados de las sustancias de prueba son mayores y difieren de cero,
por lo cual, se puede decir que las tres sustancias de prueba tienen actividad antibacteriana
frente a Enterococcus faecalis ATCC 19433. Por otro lado, se puede concluir que, segin los
valores de desviacion estandar obtenido de cada grupo de resultados, el conjunto de
resultados que tiene mayor dispersion con respecto a la media es el hidroxido de calcio més
extracto de propdleo a las 48 horas y el conjunto de resultados que presenta la menor

dispersion con respecto a la media es el extracto de propdleo a las 24 horas.
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Medias de los halos de inhibicién del Propdleo,
Hidréxido de calcio y Propdleo mas hidréxido de calcio
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Figura 1. Actividad antibacteriana del extracto de propéleo, hidréxido de calcio e hidréxido de
calcio mas extracto de propdleo sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 (Medias de
halos de inhibicion frente Enterococcus faecalis ATCC 19433 en milimetros (mm) a las 24 y 48

horas en agar BHI).

Segun la Figura 1, se puede observar la diferencia de las medias de los resultados de los
halos de inhibicion del extracto de propdleo al 30% de concentracion, hidroxido de calcio,
hidroxido de calcio mas extracto de propdleo y agua destilada frente a Enterococcus faecalis
ATCC 19433 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de incubacion en agar BHI, notandose
que la actividad antibacteriana que present6 el extracto de propoleo al 30% fue superior al
del hidréxido de calcio y a la combinacion de ambas, a las 24 y 48 horas, sobre el

Enterococcus faecalis ATCC 19433.
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Tabla 3. Actividad antibacteriana del extracto de propdleo 30% sobre cepas de Enterococcus Faecalis

ATCC 19433 (Mediciones en réplicas de los halos de inhibicion en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas).

Desv.
N Media Desviacion Minimo Maximo
Extracto de propdleo - 48 25 13,428 1,2364 101 151
horas
Extracto de propdleo - 24 25 12,848 1,1899 95 14,3
horas

Segtin la tabla 3, se puede observar que el extracto de propdleo 30% presenta como medias
de los halos de inhibicion 12,848 mm a las 24 horas y 13,428 mm a las 48 horas, mostrando

actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis ATCC 19433.
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Tabla 4. Actividad antibacteriana del hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC

19433 (Mediciones en réplicas de los halos de inhibicién en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas).

Desv
N Media Desviacion Minimo Maximo
Hidroxido de calcio - 48 25 7.664 1,2593 6,1 11,8
horas
Hidréxido de calcio - 24 25 7,164 1,2536 58 11,6
horas

Segun la tabla 4, se puede observar que el hidroxido de calcio presenta como medias de los
halos de inhibicién 7,164 mm a las 24 horas y 7,664 mm a las 48 horas, mostrando actividad

antibacteriana frente a Enterococcus faecalis ATCC 19433.

34



Tabla 5. Actividad antibacteriana del hidroxido de calcio mas extracto de propdleo 30% sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433 (Mediciones en réplicas de los halos de inhibicion en milimetros

(mm) a las 24 y 48 horas).

Desv.
N Media Desviacion Minimo Maximo
Hidrdxido de calcio y 25 8,184 1,7608 6.4 12,3
Propdleo - 48 horas
Hidroxido de calcio y 25 7,804 1,5836 6,3 11,7

Propdleo - 24 horas

Segun la tabla 5, se puede observar que el hidroxido de calcio mas extracto de propdleo
30% presenta como medias de los halos de inhibicion 7,804 mm a las 24 horas y 8,184 mm
a las 48 horas, mostrando actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis ATCC

19433.
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Tabla 6. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto de propéleo, del hidroxido de calcio,

y del extracto de propdleo combinado con hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis

ATCC 19433 (Diferencias de los halos de inhibicion en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas).

Hidrdxido de
calcioy
Extracto de Hidraxido de Propdleo - 24
propdleo - 24 calcio- 24 horas -
horas - horas - Hidrdxido de
Extracto de Hidraxido de calcioy
propdleo - 48 calcio - 48 Propdleo - 48
horas horas horas
z -4,398" -4,390" -4,402"
Sig. asintdtica(bilateral) 0o ana .oan

Prueba de rango con signo de Wilcoxon (p=0.05)

Segtin la tabla 6, se hall6 diferencias significativas dentro de las lecturas de los halos de
inhibicion. Analizados con la prueba de rango con signo de Wilcoxon, a las 24 y 48 horas
para cada sustancia de prueba, puesto que los valores de p (sig.) obtenidos son menores del

nivel de significancia (0.05).
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Tabla 7. Comparacion por pares para muestras independientes de la actividad antibacteriana del

extracto de propoleo, del hidroxido de calcio y del extracto de propdleo combinado con hidroxido de

calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 (Diferencias de los halos de inhibicion en

milimetros (mm) a las 24 y 48 horas).

Hidréxido_24 Hidrdxido_48 Hidroxido_Pr Hidroxido_Pr
Extracto_prop Extracto_prop h_Hidroxido_ h_Hidroxido_ opoleo_24h_ opoleo_48h_
oleo_24h_Hi oleo_48h_Hi Fropoleo_24 Propoleo_48 Propoleo_24 Fropoleo_48

droxido_24h droxido_48h h h h h
U de Mann-Whitney 3,000 3,000 222,500 276,500 5,500 10,000
W de Wilcoxon 328,000 328,000 547 500 601,500 334,500 335,000
Z -6,010 -6,010 -1,752 - 700 -5,882 -5,873
Sig. asintatica(bilateral) 000 000 080 484 000 000

Segun la tabla 7, existen diferencias significativas (p-valor (sig.) menor a 0.05) entre las

lecturas de los halos de inhibicion, (Datos analizados con la prueba de U de Mann Whitney)

para las sustancias de prueba de extracto de propoleo e hidroxido de calcio (sig: 0.00), y

también para el hidroxido de calcio mas extracto de propoleo y el extracto de propodleo (sig:

0.00) a las 24 y 48 horas. No hubo diferencia significativa en la comparacion de pares del

hidroxido de calcio y el hidroxido de calcio mas extracto de propoleo a las 24 (sig: 0.080),

ni a las 48 horas (sig: 0.484).
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4.1.2. Prueba de hipdtesis

4.1.2.1. Prueba de Hipotesis general

Hi: Existe actividad antibacteriana del extracto de propoleo y de su combinacién con
hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Ho: No existe actividad antibacteriana del extracto de propéleo y de su combinacion
con hidroéxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Debido a que se halld diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion,
a las 24 y 48 horas, para el extracto de propdleo al 30 % y de su combinacion con hidroxido
de calcio, puesto que los valores de p obtenidos (0,000) son inferiores al nivel de
significancia (0.05), se rechaza la hipdtesis nula (Ho) y se acepta la hipotesis de investigacion
(Hi) que existe actividad antibacteriana del extracto de propdleo y de su combinaciéon con

hidroxido de calcio frente a cepas de Enterococcus faecalis ATCC 19433.

4.1.2.2. Prueba de Hipotesis especificas

Hil: Existe actividad antibacteriana del extracto de propéleo sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Hol: No existe actividad antibacteriana del extracto de propdleo sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Debido a que se halld diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion,
a las 24 y 48 horas, para el extracto de propoleo al 30 %, puesto que los valores de p
obtenidos (0,000) son inferiores al nivel de significancia (0.05), se rechaza la hipotesis nula
(Hol) y se acepta la hipotesis especifica Hil que existe actividad antibacteriana del extracto

de propoleo frente a cepas de Enterococcus faecalis ATCC 19433.
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Hi2: Existe actividad antibacteriana del hidréxido de calcio sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Ho2: No existe actividad antibacteriana del hidréxido de calcio sobre cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Debido a que se halld diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion,
a las 24 y 48 horas, para el hidroxido de calcio al 30 %, puesto que los valores de p obtenidos
(0,000) son inferiores al nivel de significancia (0.05), se rechaza la hipdtesis nula (Ho2) y se
acepta la hipotesis especifica Hi2 que existe actividad antibacteriana del hidroxido de calcio

frente a cepas de Enterococcus faecalis ATCC 19433.

Hi3: Existe actividad antibacteriana del extracto de propdleo combinado con hidroxido
de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Ho3: No existe actividad antibacteriana del extracto de propoéleo combinado con
hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

Debido a que se halld diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion,
a las 24 y 48 horas, para el extracto de propoleo al 30 % combinado con hidréxido de calcio,
puesto que los valores de p obtenidos (0,000) son inferiores al nivel de significancia (0.05),
se rechaza la hipdtesis nula (Ho3) y se acepta la hipotesis especifica Hi3 que existe actividad
antibacteriana del extracto de propoleo combinado con hidréxido de calcio frente a cepas de

Enterococcus faecalis ATCC 19433.
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4.1.3. Discusion de resultados
El presente estudio examino la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propdleo al
30 %, ademas de su combinacion con el hidroxido de calcio frente a cepas de Enterococcus

Faecalis ATCC 19433, evaluando sus efectos a las 24 y 48 horas.

Se encontro que las 3 pastas experimentales de nuestro estudio (Hidréxido de calcio, extracto
etanolico de propoleo al 30 % e Hidroxido de calcio maés extracto etandlico de propdleo al
30 %) mostraron actividad antibacteriana frente al Enterococcus faecalis ATCC 19433 en
los dos periodos de tiempo de exposicion, siendo el extracto de propdleo al 30% quien
expuso una actividad antibacteriana superior, llegando a una media de 13,428 mm de
diametro de halos de inhibicion, a las 48 horas. Esto coincide con Torres M.'* que reportd
mayor actividad antibacteriana del extracto de propdleo al 30% (14,96 mm) en comparacion
con el extracto de propoleo al 20% y al paramonoclorofenol alcanforado frente al
Enterococcus faecalis. También concuerda con Abhishek P, et al''!, quienes llegaron a la
conclusion que al emplear nanoparticulas de propoleo (PN 300) obtuvieron mayor actividad
antibacteriana que el NaOCl 6 % y la CHX 2 % sobre el Enterococcus faecalis, siendo las

medidas realizadas en unidades formadoras de colonias (19.85 y 20.65 UFC/ml).

La actividad antibacteriana del propoleo frente al Enterococcus faecalis ha sido objeto de
muchos estudios, como el mencionado de Abhishek P, et al.'! quienes demostraron que las
nanoparticulas de propoéleo de 300 pg/ml, fueron eficaces en la reduccion de unidades
UFC/ml, con una media de 19.85 UFC/ml y 20.65 UFC/ml, a 200 pg y 400 ug de
profundidad respectivamente; también Parolia A, et al.'? dentro de su investigacién encontrd
actividad antibacteriana del propoleo a 100 y 250 pg de profundidad presentando un 34 %

de cobertura de E. Faecalis. Torres M.'* confirma lo ya mencionado, indicando que el
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extracto etanolico de propdleo al 30 % alcanz6 una media de 14,23 mm de halo de inhibicion
alas 24 hy 14,96 mm a las 48 h, frente al E. Faecalis. En nuestro estudio coincidimos con
los investigadores precedentes, demostrando la actividad antibacteriana del extracto
etanolico del propoleo al 30% frente al E. Faecalis con una media de halos de inhibicion de
12,848 mm a las 24 h 'y 13,428 mm a las 48 h. El proceso de accion del propoleo se deberia
a la colaboracion de sus compuestos como flavonoides, ésteres, sesquiterpenos, entre otros,

pero esta actividad es compleja y sigue siendo motivo de investigacion.

El hidréxido de calcio es considerado el medicamento “gold standard” en el tratamiento de
infecciones intrarradiculares; su pH elevado (12,6) dado por una gradiente de iones
hidroxilo, controla la actividad enzimatica inactivando el crecimiento de biopeliculas. Esto
es confirmado en el estudio de Parolia A, et al.'?, donde el hidroxido de calcio después de 7
dias muestra 5% de cobertura de Enterococcus faecalis, también Pereira C, et al.'® reafirma
la actividad antibacteriana del hidroxido de calcio, que a los 15 dias logré un porcentaje de
bacterias vivas de Enterococcus faecalis de 30% por pm?®; coincide ademas con los

resultados Del Carpio P, et al.'

quien reporta que el hidroxido de calcio disminuye el
numero de bacterias de Enterococcus faecalis viables a los 7 dias (2.04 log en UFC/mL) y a
los 14 dias (2.51 log en UFC/mL). El resultado de nuestro estudio nos permite reafirmar la
actividad antibacteriana del hidroxido de calcio sobre el Enterococcus faecalis ATCC

19433, alcanzando medias de halos de inhibicion de 7,164 mm a las 24 horas y 7,664 mm a

las 48 horas.

Se han asociado diversas sustancias para alcanzar eficacia antibacteriana como medicacion
intraconducto. El hidréxido de calcio ha sido asociado con distintos vehiculos (agua

destilada, solucion anestésica, entre otros) u otros medicamentos antibacterianos como el
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paramonoclorofenol, con el proposito de mejorar sus propiedades; en nuestra investigacion
se evaluo la combinacion del hidroxido de calcio mas extracto de propodleo 30% alcanzando
medias de los halos de inhibicion 7,804 mm a las 24 horas y 8,184 mm a las 48 horas,
mostrando que esta asociacion si tiene actividad antibacteriana frente a Enterococcus
faecalis ATCC 19433. Pereira C, et al.'® dentro de su investigacion también evaluaron la
actividad antibacteriana sobre el Enterococcus faecalis de esta sociedad (hidroxido de calcio
mas Propilenglicol y extracto etandlico de propoleo al 10%), y después de 15 dias encontrd
un menor porcentaje de bacterias vivas por um?® (20% por pm?); también Del Carpio P, et
al.'® hall6 actividad antibacteriana de dicha asociacion frente al Enterococcus faecalis, el
cual fue mas efectivo a los 7 dias (1,36 log en UFC/mL), ya que a los 14 dias existio un
aumento bacteriano (2.7 log en UFC/mL). Parolia A, et al.'? al asociar nanoparticulas de
quitosano-propoleo (250 pg / ml), encontraron actividad significativamente superior en el
dia 1 y 3 (p <.05) mostrando una cobertura minima de Enterococcus faecalis de 5 a 33%,
presentando al dia 7 una efectividad similar al hidroxido de calcio (menos del 5% de
cobertura de Enterococcus faecalis). Por otro lado, Raoof M, et al.'*, al sumarle al hidroxido
de calcio los extractos metandlicos de Myrtus communis L. y Eucalyptus galbie, encontrd
48 h después, que aunque los dos extractos de hierbas mostraron accidon antibacteriana al
emplearse independientemente, la combinacion del hidroxido de calcio con los dos extractos
no mostro actividad antibacteriana. Esto demuestra que la adicion de nuevas sustancias
experimentales al hidroxido de calcio podria potenciar su actividad antibacteriana e incluso
la sustancia experimental individualmente podria resultar mas efectiva que al emplearse en

formas asociadas.

Un hallazgo relevante dentro de nuestra investigacion fue que, al confrontar la actividad

antibacteriana del extracto de propoleo, del hidroxido de calcio, y del extracto de propoleo
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combinado con hidroxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433
medido en los lapsos de 24 y 48 horas, se encontré un aumento estadisticamente significativo
(para cada pasta experimental) de los halos de inhibicion al transcurrir el tiempo, con valores
de p menores del nivel de significancia (0.05); sin embargo, Torres M.'* que si bien encontréd
un aumento de la media de los halos de inhibicion del extracto de propoleo al 30% desde las
24 horas (14,23 mm) a las 48 horas (14,96 mm), este aumento no fue estadisticamente

significativo (p> 0,05). A su vez, Del Carpio P, et al.'®

reportaron que la actividad
antibacteriana hallada frente al Enterococcus Faecalis del hidroxido de calcio mas extracto
etandlico de propoleo fue solo efectiva a los 7 dias de iniciado el tratamiento (p <0,05) (1,36
log en UFC7mL), mientras que a los 14 dias aument6 la poblacion bacteriana (2.7 log en

UFC/mL), indicando que no se pudo mantener su actividad antibacteriana a través del

tiempo.

Dentro de nuestra investigacion, al comparar los grupos de extracto de propodleo al 30% con
el hidroxido de calcio (p-valor (sig.) menor a 0.05), encontramos que el extracto de propoleo
al 30% exhibe actividad antibacteriana significativamente superior (sig=0.00); sin embargo
Del Carpio P, et al.'®, que asocié ambas pastas logrd aumentar la actividad antibacteriana a
los 7 dias (1,36 log en UFC/mL), siendo significativamente superior (p <0,05) al hidroxido
de calcio (2.04 log en CFU/mL), pero a los 14 dias la asociacion de hidroxido de calcio mas
propoleo disminuy6 su actividad antibacteriana (2.7 log en UFC/mL), mientras que el
hidréxido de calcio aumenté (2.51 log en UFC/mL). De acuerdo con Abhishek P, et al.!! que
describio la eficiencia de las nanoparticulas de propodleo 300 ug/ml sobre el Enterococcus
faecalis, en la reduccion de UFC (p < 0,05), coincidiendo con nuestro estudio con base en
que el extracto de propdleo mostrd una actividad antibacteriana significativamente superior

en contraste con la asociacion de hidroxido de calcio mas extracto de propodleo (sig: 0.00) a
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las 24 y 48 horas. Pereira C, et al.'® encontrd que el hidroxido de calcio més Propilenglicol
igualmente que el extracto etandlico de propdleo al 10% (20% por um?) es
significativamente superior (P <0,05) que el hidroxido de calcio mas agua destilada (30%
por um?); si bien en nuestro estudio al comparar el hidroxido de calcio y el hidréxido de
calcio mas extracto de propdleo, encontramos una leve superioridad de este ultimo, no se

mostrd estadisticamente significativo a las 24 h (sig: 0.080), ni a las 48 h (sig: 0.484).

El Enterococcus faecalis es un microorganismo de gran prevalencia dentro de las infecciones
endodonticas de tipo secundarias y necrosis pulpar, por ende, se vuelve imprescindible el
uso de una efectiva medicacion intraconducto que permita controlar la actividad
antibacteriana. Es con este propdsito que nosotros empleamos en nuestro estudio el propoleo
al 30 % y el hidroxido de calcio, siendo necesario mayor cantidad de investigaciones a fin
de alcanzar la medicacion intraconducto ideal, que nos permita alcanzar el éxito de los

tratamientos de conducto radiculares.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e El extracto de propoleo, el hidroxido de calcio y la combinacion hidroxido de calcio mas
extracto de propdleo tienen actividad antibacteriana frente al Enterococcus faecalis
ATCC 19433, siendo el extracto de propoleo al 30% quien exhibié una actividad
antibacteriana superior.

e El extracto de propodleo 30% presenté como medias de los halos de inhibicion 12,848 mm
a las 24 horas y 13,428 mm a las 48 horas, mostrando actividad antibacteriana frente a
Enterococcus faecalis ATCC 19433.

e El hidroxido de calcio presentd como medias de los halos de inhibicion 7,164 mm a las
24 horas y 7,664 mm a las 48 horas, mostrando actividad antibacteriana frente a
Enterococcus faecalis ATCC 19433.

e La combinacion del hidroxido de calcio mas extracto de propdleo 30% presentd como
medias de los halos de inhibicién 7,804 mm a las 24 horas y 8,184 mm a las 48 horas,
mostrando actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis ATCC 19433.

o Existen diferencias significativas en medio de las lecturas de los halos de inhibicion al
comparar la actividad antibacteriana del extracto de propoleo, del hidroxido de calcio, y
del extracto de propdleo combinado con hidroxido de calcio frente a cepas de
Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas, con valores de p menores del
nivel de significancia (0.05).

o Existen diferencias significativas (p-valor (sig.) menor a 0.05) entre las lecturas de los
halos de inhibicion, para las sustancias de prueba de extracto de propoleo e hidroxido de
calcio (sig: 0.00), y para el hidroxido de calcio méas extracto de propoleo y el extracto de

propoleo (sig: 0.00) a las 24 y 48 horas, pero no hubo diferencia significativa en la
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comparacion de pares del hidroxido de calcio y el hidroxido de calcio mas extracto de

propoleo a las 24 (sig: 0.080), ni a las 48 horas (sig: 0.484).

5.2. Recomendaciones

e Se recomienda realizar investigaciones similares sobre el propoleo, con diferentes
concentraciones, a fin de evaluar su actividad antibacteriana sobre cepas de
Enterococcus Faecalis.

e Serecomienda realizar investigaciones similares sobre el propoleo, en piezas
dentarias necréticas, a fin de evaluar su actividad antibacteriana sobre cepas de
Enterococcus Faecalis.

e Serecomienda realizar investigaciones similares con otros productos naturales, a

fin de evaluar su actividad antibacteriana sobre cepas de Enterococcus Faecalis.
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Anexo 1

SOLICITUD DE CARTA DE PRESENTACION

Lima, 12 de agosto del 2021 Solicito: Carta de Presentacion para
recolectar datos (tesis de pregrado)

Dra. Brenda Roxana Vergara Pinto
Directora de la E.A.P de Odontologia
Universidad Privada Norbert Wiener
Presente. -

De mi mayor consideracién:

Yo, Linda Katherine Perez LLantoy estudiante de la Escuela Académico Profesional de
Odontologia de la Universidad Norbert Wiener, con cédigo n° 2021800247, solicito una
Carta de Presentacion dirigido al Microbidlogo Elias Juarez Vilcapuma, gerente del
laboratorio Scientific Quality para acceder a la respectiva institucion y recolectar datos de
mi proyecto de tesis para obtener el titulo de Cirujano Dentista “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL PROPOLEO Y SU COMBINACION CON EL HIDROXIDO DE
CALCIO SOBRE EL ENTEROCOCCUS FAECALIS. ESTUDIO IN VITRO 2021" cuyo
objetivo general es Determinar la actividad antibacteriana del extracto de propéleo y su

combinacién con el hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433.

El asesor de la respectiva investigacion es la Mg. Vilchez Bellido Dina

Adjunto: Conformidad del Proyecto por el asesor.

Linda Perez LLantoy
Estudiante de la E.A.P. de Odontologia
Universidad Privada Norbert Wiener

Atentamente,
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Anexo 2
DISTRIBUCION DE LA MUESTRA

Tabla 8. Distribucion de los grupos de estudio experimental y control de las
sustancias de prueba in vitro a las 24 y 48 horas

Grupo de estudio Frecuencia Porcentaje
P 24 horas 48 horas )
Grupo experimental A:
PO exp ‘ 25 25 25%
Extracto de propdleo
Grupo experimental B:
PO exp : 25 25 25%
Hidroxido de calcio
Grupo experimental C:
Hidréxido de calcio y extracto de 25 25 25%
propéleo
Grupo Control:
po ~on 25 25 25%
Agua destilada
Total 100 100 100%
Distribucion de grupos experimental y Distribucion de grupos experimental y
control en las sustancias de prueba a las control en las sustancias de prueba a
24 horas las 48 horas
B Extracto de propdleo - 24 horas [ Extracto de propdleo - 48 horas
H Hidroéxido de calcio - 24 horas @Hidroxido de calcio - 48 horas
Hidroxido de calcio y Propdleo - 24 horas B Hidréxido de calcio y Propdleo - 48 horas
Agua destilada - 24 horas Agua destilada - 48 horas

Figura 2. Distribucidén de los grupos de estudio experimental y control de las sustancias de
prueba in vitro a las 24 y 48 horas

Segun la tabla 8 y la figura 2, los grupos de estudio y grupo control tienen la misma cantidad
de datos. El nimero de réplicas de los halos de inhibicion del extracto de propoéleo a las 24
y 48 horas representa el 25 % de los datos totales. De igual manera, las réplicas de los halos
de inhibicion del hidroxido de sodio, extracto de propoleo mas hidroxido de sodio y del agua
destilada, cada uno de esos grupos representa el 25% del total en ambos periodos de tiempo:

24 y 48 horas.
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RESULTADOS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Anexo 3

Tabla 9. Resultados de los halos de inhibicion frente Enterococcus faecalis ATCC 19433
en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas en agar BHI de Extracto etanélico de propdéleo
al 30%, Hidroxido de calcio 70% e Hidroéxido de calcio 70% mas Extracto etanélico de
propoleo al 30%

Halo de inhibicién frente Enterococcus faecalis ATCC 19433 (*) en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas en agar BHI

M1: Extracto etanédlico de

M2: Hidréxido de calcio 70%

M3: Propdleo al 30%
e Hidréxido de

M4: Agua Destilada

Ne° Réplica de propoéleo al 30% (Control negativo)
disco calcio70%
antibiograma
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
1 12,7 13,1 7 8 11,4 12 0 0
2 14,3 14,9 6,4 6,5 11,1 11,6 0 0
3 12,3 12,8 6,4 8 11,7 12,3 0 0
4 13,4 14,1 7.8 8 71 73 0 0
5 13,1 13,5 9 9,5 7,8 8 0 0
6 14,0 14,6 7 7,5 8,8 10 0 0
7 12,5 13,0 6 6,4 7,7 8 0 0
8 13,8 14,5 85 9 74 7.7 0 0
9 11,9 12,6 7 8,4 9 10,3 0 0
10 13,1 13,4 6,2 6,5 9,5 9,8 0 0
11 12,7 13,2 6,1 6,4 7,5 7.8 0 0
12 14,1 14,9 7 7,7 7,5 8 0 0
13 12,2 12.6 7.4 7,8 6,8 7 0 0
14 13,5 14,1 7,6 8 6,3 6,6 0 0
15 12,2 12,7 7 74 6,4 6,5 0 0
16 13,4 14,1 6,4 6,7 6,3 6,4 0 0
17 12,7 13,4 6,3 6,6 6,4 6,6 0 0
18 13,9 14,6 6,1 6,9 6,3 6,5 0 0
19 13,2 13,8 6,3 6,5 7 7.4 0 0
20 14,2 15,1 11,6 11,8 7,2 7.4 0 0
21 12,9 13,4 8 8,5 7 7.2 0 0
22 14,1 14,6 8,4 8,8 74 7.9 0 0
23 10,9 11,4 71 7,5 7,0 7.3 0 0
24 9,5 10,1 58 6,1 6,9 71 0 0
25 10,6 11,2 6,7 71 7,6 7.9 0 0

Segun la tabla 9, se puede observar que existe diferencias entre las lecturas de Extracto

etanolico de propoleo al 30%, Hidroxido de calcio 70%, Hidroxido de calcio 70% mas

Extracto etandlico de propoleo al 30% y el control negativo agua destilada.
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Anexo 4
ANALISIS DE NORMALIDAD DE RESULTADOS

Tabla 10. Analisis de Normalidad de las diferencias de los halos de inhibicion frente
Enterococcus faecalis ATCC 19433 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas en agar
BHI de extracto de propéleo, Hidroxido de calcio, Hidréxido de calcio mas extracto
de propdleo.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico ql Sig.
DIF_PROP_24H PROP_ 158 25 A0a7 be5 25 318
48H
DIF_CAOH_24H_ CAQOH_ 300 25 Rini] 760 25 000
48H
DIF_CAOH_PROP_24H_ 286 25 Rilii] 718 25 000

CAQOH_PROP_48H

De la tabla 10, se infiere que el conjunto de resultados de las diferencias de los halos de
inhibicion de las sustancias de prueba a las 24 y 48 horas frente a Enterococcus faecalis
ATCC 19433 no presentan una distribucion normal, excepto los halos de inhibicion para el
propéleo (sig.: 0.319) puesto que los p-valor (sig.) obtenidos para hidroxido de calcio (sig:
0,00) y propoleo mas hidroxido de calcio (sig: 0.00) son menores al nivel de significancia
(0,05) en la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Se consider6 para este de normalidad la
prueba de Shapiro Wilk puesto que los datos analizados son menores a 50. La prueba de
Kolmogorov- Smirnov es para datos mayores a 50. Se puede concluir que como se presentan
grupos de datos con distribucion normal y no normal, se recomienda usar estadisticos de
distribucién libre para analizar los conjuntos de datos en cuestion: Estadisticos no

paramétricos.
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Anexo 5

FOTOGRAFIAS

EQUIPOS Y MATERIALES

AUTOCLAVE INCUBADORA VERNIER PROPIPETA

BANO TERMOSTATICO

CONTADOR DE
COLONIAS




MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS E INSUMOS

AGAR BHI CALDO BHI FLUCONAZOL: ANTIBIOTICO
EMPLEADO EN EL AGAR BHI

CEPA DE ENTEROCOCCUS PROPOLEO SOLIDO DE DISCOS ANTIBIOGRAMA DE

FAECALIS ATCC 19433
ABEJA 6MM
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HIDROXIDO DE CALCIO MARCA EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO AL
“PrevestDenPro” 30%

3

HIDROXIDO DE CALCIO AL 70% MAS
HIDROXIDO DE CALCIO AL 70% EXTRACTO DE PROPOLEO AL 30%
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ELABORACION DEL EXTRACTO DE PROPOLEO

MATERIA PRIMA: )
PROPOLEO SOLIDO DE SELECCION DE
ABEJA PARTICULAS
EXTRANAS EN
BANDEJA

TRITURACION DE PESAJE DE PROPOLEO
PROPOLEO SOLIDO EN TRITURADO
MORTERO

EN EL FRASCO AMBAR CN PROPOLEO TRITURADO, SE
ANADE 111 ML DE ALCOHOL 96% Y SE MANTIENE EN
REPOSO DURANTE 2H, CONCLUIDO EL TIEMPO DE
REPOSO SE COLOCA EN UN BANO DE AGUA A UNA
TEMPERATURA DE 38°C Y SE CALIENTA SUAVEMENTE
CON AGITACION POR DURANTE 15 MIN.

PARTICULAS EXTRANAS (EN
PLACA PETRI) ENCONTRADAS EN
EL PROPOLEO SOLIDO

TRASLADO DE
PROPOLEO TRITURADO
A FRASCO

MACERACION DE PROPOLEO:

FILTRADO: TERMINADO EL PROCESO DE
MACERACION, LA SOLUCION ETANOLICO
SOBRENADANTE SE DECANTA CUIDADOSAMENTE Y SE
FILTRAN PREVIAMENTE A TRAVES DE PAPEL DE
FILTRACION RAPIDA.



PREPARACION DEL AGAR SANGRE E INOCULACION DE LAS PASTAS

EXPERIMENTALES

PESAJE DEL AGAR BHI

LUEGO EL FRASCO DE AGAR BHI
(COLOR AMBAR) SE AUTOCLAVA
Y SE ESTABILIZA LA
TEMPERATURA DEL AGAR BHI (A
45°C) EN BANO TERMOSTATO
ANTES DE SU COMBINACION
CON 100ML DE FLUCONAZOL A
0.15% Y SU TRASLADO EN
PLACAS PETRI.

TRASLADO DEL AGAR BHI A LAS PLACAS PETRI, EN ESTERILIDAD, CON EL MECHERO DE

BUNSEN

COLOCACION DE LOS DISCOS EN LAS PLACAS INOCULACION DE EXTRACTO
CULTIVADAS CON ENTEROCOCCUS FAECALIS ETANOLICO DE PROPOLEO AL 30%
ATCC 19433 CON PINZA ESTERIL.
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INOCULACION DE EXTRACTO INOCULACION DE HIDROXIDO

ETANOLICO DE PROPOLEO AL 30% MAS DE CALCIO AL 70%
HIDROXIDO DE CALCIO AL 70%

COLOCACION DE LAS PLACAS PETRI CON
AGAR BHI INOCULADAS CON ENTEROCOCCUS
FAECALIS Y CON LOS DISCOS ANTIBIOGRAMA
CONTENIENDO LAS SUSTANCIAS DE PRUEBA
EN LA INCUBADORA A 37°C DURANTE 24 Y 48
HORAS.
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LECTURA DE RESULTADOS

DESPUES DEL TIEMPO DE INCUBACION, LAS PLACAS PETRI SE SACAN DE LAS 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

ENTEROCOCCUS FAECALIS

PLACAS PETRI INOCULADOS CON EXTRACTO ETANOLICO DE PROPOLEO AL 30%

PLACAS PETRI CON DISCOS ANTIBIOGRAMA INOCULADOS CON EXTRACTO ETANOLICO

DE PROPOLEO AL 30% MAS HIDROXIDO DE CALCIO AL 70%
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PLACAS PETRI CON DISCOS ANTIBIOGRAMA INOCULADOS CON HIDROXIDO DE CALCIO AL 70%

PLACAS PETRI CON DISCOS ANTIBIOGRAMA INOCULADOS CON AGUA DESTILADA (CONTROL

NEGATIVO)
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Anexo 6

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Solucion In
Vitro

Halo de inhibicion frente a Enterococcus faecalis ATCC 19433 a las 24 y
48 horas en agar BHI

N° Réplica de
disco
antibiograma

M1: Extracto
etanodlico de
propodleo al 30
%

M2: Hidroéxido
de calcio 70%

Ma3: Propoleo al
30% e
Hidroxido de
calcio 70%

M4: Agua
Destilada
(Control
Negativo)

24 h 48 h

24h 48 h

24 h 48 h

24 h 48 h

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
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Anexo 07

INFORME DE ENSAYO DEL LABORATORIO SCIENTIFIC QUALITY S.A.C.

7

‘on Scientific
Quality

We generate #rust

INFORME DE ENSAYO N© 50211102.01

SOLICITUD DE ENSAYD : SQE 210020.01
SOLICITANTE » PEREZ LLANTOY, LINDA KATHERINE
IDIRECCIOM DEL SOLICITANTE —
PROCEDEMCIA DE LA MUESTRA. : Proporchonado por o laboratario SCIENTIFIC QUALITY S.AC.
PROCEDIMIENTO DE MUESTRED : Noaplica
;M1 Extracto etandico de propdleo &l 30% 1
AL DS e M2: Hidréxido da $Calcio T0%M

CANTIDAD Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA

M3: Propéleo al 30% e Hidrdwido de Calcio 7091
M4 Agua destilad. Marca: “Malraz.pe”

2 Mi:Una (01) unidad da 230mL

M2: Una (01) unidad de Sml
M3: Una (01) unidad de Sl
M4: Una (01) unidad de 4L

ILUGAR, FECHA ¥ HOIRA DE MUESTREO : Neaplica

FECHA Y HORA DE RECERCIGN: 1 20 de septiembre del 20214 17:00h
COMDICIONES A LA RECEPCIGN :  Temperatura ambsiente

TERMING DE ELABORACION DEL EXTRACTO  : (07 de octubre del 2021

BB PROPOLED AL 304

[ENSAYOS PREELIMINARES : 07 al 26 octubre del 2021
_ [FECHA DE INICIO DEL ANALISIS ;27 de octubre el 2021

|FECHA DE TERMING IDEL ANALISIS : 29 de oclubre del 2021

a2 : 02 de noviembre del 2021

{ FECHA DE EMESION

mutnma DE ENSAYO MECROBIOLOGICO: ANTIBIOGRAMA
Halo de inhiblcion frente Enderococsus faecalis ATCC 19433 (%) en milimedros [mm) 2 bas 24 y 48 horas en sgar BHI
W N Mi: Extracto efandiico de L M " M3: Propéles al 30% e M4 Agua DesSitada
- propéieo i 30% M2: Hidrbido de el TR | igesmido de calcioT0 {Gantrol negative]
antibicgrama
Hh 48h h L] L 4l Mh 4ih
1 127 131 T [] 14 12 a [1]
2 143 149 64 85 111 116 [ ]
E] 123 128 64 [] inr 123 a 1]
4 134 14,1 T8 [] 11 T3 [1] [1]
5 13,1 13, 9 95 TR 8 (] 0
£ 140 14 IR 15 (1] n a [
T 125 13, (] il [] [1] [1]
[] 138 143 B5 ] 74 7 Q [
9 118 128 7 o 02 [1] 1
1w 13,1 1 134 62 [ [ BB Q []
11 127 13,2 (4] 64 15 TE [] [1]
12 14,1 149 7 17 15 [] [1] [1]
11 122 125 T4 18 1] ! a 1]
14 135 14,1 TE [] 6,3 [ [1] [1]
15 122 127 fé T4 64 65 [1] 1]
16 134 14,1 [} 67 [X] [} 1] []

Lo eiuliadas ds low samyos cormmspondon sk lals) muesbals] emsavadalel. Los rdiados. no deben sor wlizades coma e surbboaciien cecondoeriiad con nomras da produie-a cone ceroade, dl sislema decabdad de
eniidand uaio produce. Chueda prsbibic s neprcksid ol o ekl el sorin rfoere, sin i wskorisecile sncste per SCIERTIFIC OUALITY SAL. oo ket itz A
e P 5 P P s e Db p conkis o b b

RO1-PO3GL, Ver. i Péagina 1 de 2

Cocio M G Lote 5. Villa San Camile. Pachacamac. Lima, /0 942199851~ - infeisclentificoualitv.ora, | www.sclentificauality.om
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[ w7 7 134 63 63 CH 8 0 ]
18 1.8 145 6,1 i3 B 5 [ 0
12 13,2 138 [ [ T A o a
] 142 151 114 118 Td 14 [1] [1]
4] 138 134 [] B3 Fil ] 1] [1]
il 1 145 K] B3 L] k] o 1
2] K] 114 7. 7 ] K] ] 0
7] L5 (%] £ [l ] 1 [ [
25 116 112 (K] A T8 13 [i] a ]
METOD0S DE ENSAND
ENGAYOE MORNA [E REFERENCA
ANTRICGRAMA SOLED, Tecrica tu Kby Baves, Mitnds de diseo de dission en agar.
OESERVACIONES:

11] Bl Ectazia slandbc de propdiec al 3% e slaborsdo por o lasoretons SCIENTIFIC QUALITY SAC, o cal empeo como mateia pima o propile de abeja en sabio
proporcinadc por o sdlidinte y alcool de 55° de dabaracon ‘srmiaciutics cemencial.

[Z} B! Higendo e Calco 105 fue elibomde per d laborloro SCIENTFIC QUALTY SAG & cull emplo zomo hsumo Hiddxido de saido en pobv, Mana
PREVESTDen”no {Lote: 1542005, FV: 302306 proponcicnacn por el solcitare ¢ agus: Sesdad.

) Ls solucidin de sxtracio alanlea e poptiec sl 208 kidriside e Caicio T0% fus slsbosadn por el abormanio SCENTTFIC QUALITY 8.4, pol la sombinacian de 50%
48 miaziennia da pusha.

Iy Concerimson de Evarmenteoy fascals ATCC 19433 e da * 5 1 104 URCInL (Esténdzr de turnidez da MzFatand NOLS.

El pressrie dotiments resmpiazs an s Bealdae 8l mioema de snasyo NP2 1000001, amiida sn feche 30-00-2001, por inchugiar de msRados pxperneniie.

L st o ley Las wsuladas no deben ser s & 20n worems carn ortiloada el piires de el o e
priducs. £ bl ool prassn inkerre min b amissiaicit i e SCENTFIC SUAITY S0, b il & B RASSE 8 [FESY THETE DNSREFE 1 3001 (R0
o 0 Iy U Y L T e 1 il e by mem,

R-PO3GL, ves, 1 Paginz 2de 2

[0 MG Lot 5.Wilia San Casnilo. Pachacamac. Lina, - 941199857, 00 o o000 infaiscientificosaliv.om. 0 wew scimificeual bearo
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Anexo 08

INFORME DEL ASESOR DE TURNO

Universidad INFORME DEL ASESOR

Norberl Wiener

Lima, 2 de marzo de 2022

Dra. Brenda \Wergara Pinto

Directora de la EAP de Odaontologia
Fresente -

De mi especial consideracicn:

Es grato expresarle un  cordial ssledo y come Asesor de B Tesis  tiulsda:
“ACTINVIDAD ANTIBACTERIANA DEL PROPOLEC ¥ SU COMBINACION CON EL HIDROXIDO
DE CALCIQ 20BRE EL EMTEROCOCCUS FAECALIS. ESTUDIC IMWITRO 20217, desarrollada
por la egresada Linda Katherine Perez Llantoy; para la obtencidn del Grada'Titule Profesicnal de
Cinujano Dentista; ha sido concluida satisfacioriaments.

Al respecto informio gue se lograron los siguientes objetivos:

-Dieterminar la actividad anfibacteriana del extracio de propgleo y su combinacion con el hidrdxido
de calcie sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 18433,

-Determinar |a actividad antbacteriana del exfracto de propéles sobre cepas de Entsrococcus
Faecalis ATCC 18433 5 Ias 24 y 48 horas.

-Detzrminar la actividad antibacieriana del hidréxido de cakio sobre cepas de Entsrococcus
Faecalis ATCC 18433 3 |as 24 y 48 horas.

-Detzrminar la actividad antibacteriana del extracto de propdleo combinado con hidrdxido de
calcio sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC 19433 a las 24 y 48 horas.

-Comparar |a actividad antibactzriana del extracto de propdles, del hidroxido de calcio, v del
extracio de propalec combinado con hidréxide de calcio sobre capas de Enterococcus Faecalis
ATCC 18433 alas 24 y 48 horas.

Afentamente,

kDU

Firma del Asesor

Mg. Dina Vilchez Sellido
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Anexo 09

INFORME TURNITIN

Tesis Submitted to Universidad Tecnologica de los < 1
KFORME OF SRGIALIDAD Andes %
Trabajo del estudiarse
1 2% 1 2% 1 % 5% www.coursehero.com < 1
INDICEDE SMILITUD  FUENTES DE INTERMET  PLIELICACKINES TRMBAIOS DEL Flamrsly chy irnbmmet %
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PUENTES PRIMARIAL Fusrie de iInmeme { %
repositorio.unfv.edu. .
. Fh.E_m E— pe 2% es.slideshare.net < 1
Fusrie de iInmeme %
repositorio.uwiener.edu.pe
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Trabajo del estudanse Fuserne de inmemet < %
creativecommons. or, rcientificas.uninorte.edu.co
B e 5 1% [ <1w
repositorioacademico.upc.edu.pe "| Submitted to Universidad Wiener 1
Fusnne de imemes % Trabaps del estusdane < %
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Anexo 10

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL PROPOLEO Y SU COMBINACION CON EL HIDROXIDO DE CALCIO SOBRE

EL ENTEROCOCCUS FAECALIS. ESTUDIO IN VITRO 2021

Problemas

Objetivos

Hipétesis

Variables e
Indicadores

Metodologia

Resultados

Conclusiones

Problema principal:

(Cual es la efectividad
antibacteriana del
extracto de propdleo y
su combinacion con el
hidroxido  de
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433?

calcio

Objetivo general:

Determinar la
efectividad
antibacteriana del

extracto de propoleo y
su combinaciéon con el
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus
ATCC 19433.

Faecalis

Hipotesis principal:

Hi: Existe efectividad
antibacteriana del
extracto de propoleo y
de su combinacion con

hidréxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

Ho: No existe
efectividad
antibacteriana del

extracto de propoleo y
de su combinaciéon con
hidréxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus
ATCC 19433.

Faecalis

Variable Independiente:

Las pastas antibacterianas,

en la endodoncia, son
utilizadas para la
reduccion de colonias

bacterianas dentro de los
radiculares,
estas

conductos
siendo causas
principales de los estados
de necrosis pulpar y las
lesiones periapicales

Indicador: Solucion

preparada por un experto.

Tipo de Investigacion:
Aplicado.

Método de Investigacion:
Hipotético Deductivo.

Diseiio de la Investigacion:

Experimental In Vitro y
longitudinal.

Poblacién y Muestra:
La muestra
conformada por

bacterianos de Enterococcus
19433,
divididos en 4 grupos, donde
3 grupos corresponden a las
experimentales

Faecalis ATCC

3 pastas
(Hidroxido de
“PrevestDenPro”

estuvo
cultivos

calcio
al  70%,

Seglin la tabla 2, se puede
observar que los valores
obtenidos tanto del minimo,
maximo y media del conjunto
de resultados de las sustancias
de prueba son mayores y
difieren de cero, por lo cual, se
puede decir que las tres
sustancias de prueba tienen
actividad antibacteriana frente
a  Enterococcus  faecalis
ATCC 19433. Por otro lado, se
puede concluir que, segin los
valores de desviacion estandar
obtenido de cada grupo de
resultados, el conjunto de
resultados que tiene mayor
dispersion con respecto a la
media es el hidroxido de calcio
mas extracto de propoéleo a las

El  extracto de
propoleo, el
hidréxido de calcio
y la combinacién
hidréxido de calcio
mas extracto de
propoleo tienen
actividad
antibacteriana frente
al Enterococcus
faecalis ATCC
19433, siendo el
extracto de propodleo
al  30%  quien
exhibio una
actividad
antibacteriana
superior.
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Problemas especificos:

(Cual sera la efectividad
antibacteriana del
de propoleo
cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 194337

extracto
sobre

(Cual sera la efectividad
antibacteriana del
hidréxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433?

(Cual sera la efectividad
del extracto de propdleo
combinado con el
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus

ATCC 19433?

Faecalis

Objetivos especificos:

Determinar la
efectividad
antibacteriana del
extracto de propoleo
sobre cepas de
Enterococcus  Faecalis
ATCC 19433.
Determinar la
efectividad
antibacteriana del
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.
Determinar la
efectividad
antibacteriana del
extracto de propoleo
combinado con
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

Hipotesis especificas:

Existe efectividad
antibacteriana del
de propodleo
cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

extracto
sobre

efectividad
del
calcio

Existe
antibacteriana
hidréxido  de
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

Existe efectividad
antibacteriana del
extracto de propdleo
combinado con
hidroxido  de
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

calcio

Variable Dependiente:

La actividad
antibacteriana, es la
capacidad de un farmaco o
sustancia de
objetivo, el
eliminar el desarrollo o la

lograr su
cual es

presencia de una bacteria,
en el caso in vitro mostrara
halos de inhibicion
mostrando el grado de
capacidad bacteriana de la

pasta experimental
evaluada

Indicador: Halos de
inhibicion

Extracto de Propodleo al
30%, Hidroxido de calcio
“PrevestDenPro” al 70%
mas propdleo al 30%) y 1
grupo  adicional  como
control  negativo.  Para
obtener el tamafio muestral
se utilizd la féormula para
hallar media.
Obteniéndose que el tamafo
para cada grupo sera de 25
muestras de

una

cultivo
bacteriano de Enterococcus
Faecalis ATCC 19433.

Criterios de Inclusion:

Cultivos  de  bacterias
Enterococcus

provenientes de
ATCC 19433.

Empleo de extracto de
propoleo al  30% de
concentracion, proveniente
de los apiarios localizados
en la localidad peruana de
del

faecalis
la cepa

Oxapampa area de
Pasco.

Uso de hidroxido de calcio
quimicamente puro de la
marca “PrevestDenPro” al

70 %.

Criterios de Exclusion:
Cultivos contaminados con
otras bacterias u hongos.

48 horas y el conjunto de
resultados que presenta la
menor dispersion con respecto
a la media es el extracto de
propoleo a las 24 horas.

Segun la Figura 1, se puede
observar la diferencia de las
medias de los resultados de los
halos de del
extracto de propoleo al 30% de
concentracion, hidroxido de

inhibicion

calcio, hidroxido de calcio
mas extracto de propdleo y
agua destilada frente a
Enterococcus faecalis ATCC
19433 en milimetros (mm) a
las 24 y 48 horas de
incubacion en agar BHI,
notandose que la actividad
antibacteriana que presento el
extracto de propoleo al 30%
fue superior al del hidréxido
de calcio y a la combinacion
de ambas, alas 24 y 48 horas,
sobre el Enterococcus faecalis
ATCC 19433.

Segun la tabla 3, se puede
observar que el extracto de
propoleo 30% presenta como
medias de los halos de
inhibicion 12,848 mm a las 24
horas y 13,428 mm a las 48
horas, mostrando actividad
antibacteriana frente a

El  extracto de
propoleo 30%
presento como
medias de los halos
de inhibicion 12,848
mm a las 24 horas y
13,428 mm a las 48
horas,  mostrando
actividad
antibacteriana frente
a Enterococcus
faecalis ATCC
19433.

El  hidroxido de
calcio presento
como medias de los
halos de inhibicion
7,164 mm a las 24
horas y 7,664 mm a
las 48 horas,
mostrando actividad
antibacteriana frente

a Enterococcus
faecalis ATCC
19433.

La combinacion del
hidréxido de calcio

mas extracto de
propoleo 30%
presento como
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;Cual es la diferencia de
la efectividad
antibacteriana entre el
extracto de propdleo, el
hidroxido de calcio, y el
extracto de propodleo
combinado con
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 194332

Comparar la efectividad
antibacteriana del
extracto de propoleo, del
hidroxido de calcio, y
del extracto de propdleo
combinado con
hidroxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus  Faecalis
ATCC 19433.

Existe diferencia
estadisticamente
significativa entre la
efectividad
antibacteriana del
extracto de propdleo, el
hidroxido de calcio, y el
extracto de propoleo
combinado con
hidréxido de calcio
sobre cepas de
Enterococcus Faecalis
ATCC 19433.

Extracto de propdleo de
diferente concentracion u
origen.

Hidréxido de calcio de
diferente casa comercial o
en otra presentacion.

Enterococcus faecalis ATCC
19433.

Segun la tabla 4, se puede
observar que el hidroxido de
calcio presenta como medias
de los halos de inhibicién
7,164 mm a las 24 horas y
7,664 mm a las 48 horas,
mostrando actividad
antibacteriana frente a
Enterococcus faecalis ATCC
19433.

Segun la tabla 5, se puede
observar que el hidroxido de
calcio mas extracto de
propodleo 30% presenta como
medias de los halos de
inhibicion 7,804 mm a las 24
horas y 8,184 mm a las 48
horas, mostrando actividad
antibacteriana frente a
Enterococcus faecalis ATCC
19433.

Segun la tabla 6, se hallo
diferencias significativas
dentro de las lecturas de los
halos de
Analizados con la prueba de
rango con signo de Wilcoxon,
a las 24 y 48 horas para cada
sustancia de prueba, puesto
que los valores de p (sig.)

inhibicion.

medias de los halos
de inhibicién 7,804
mm a las 24 horas y
8,184 mm a las 48
horas,  mostrando
actividad
antibacteriana frente
a Enterococcus
faecalis ATCC
19433.

Existen diferencias
significativas en
medio de las lecturas
de los halos de

inhibicion al
comparar la
actividad

antibacteriana  del
extracto de
propoleo, del

hidroxido de calcio,
y del extracto de
propdleo combinado
con hidroxido de
calcio sobre cepas
de Enterococcus
Faecalis ATCC
19433 a las 24 y 48
horas, con valores
de p menores del
nivel de
significancia (0.05).
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obtenidos son menores del
nivel de significancia (0.05).

Segin la tabla 7, existen
diferencias significativas (p-
valor (sig.) menor a 0.05) entre
las lecturas de los halos de
inhibicion, (Datos analizados
con la prueba de U de Mann
Whitney) para las sustancias
de prueba de extracto de
propoleo e hidroxido de calcio
(sig: 0.00), y también para el
hidréxido de calcio mas
extracto de propdleo y el
extracto de propdleo (sig:
0.00) a las 24 y 48 horas. No
hubo diferencia significativa
en la comparacion de pares del
hidroxido de calcio y el
hidroxido de calcio mas
extracto de propodleo a las 24
(sig: 0.080), ni a las 48 horas
(sig: 0.484).

Existen diferencias
significativas  (p-
valor (sig.) menor a
0.05) entre las
lecturas de los halos
de inhibicién, para
las sustancias de
prueba de extracto
de  propoleo e
hidroxido de calcio
(sig: 0.00), y para el
hidroxido de calcio
mas extracto de
propoleo 'y el
extracto de propoleo
(sig: 0.00) a las 24 y
48 horas, pero no
hubo diferencia
significativa en la
comparacion de
pares del hidroxido
de calcio y el
hidroxido de calcio
mas extracto de
propoleo a las 24
(sig: 0.080), ni a las
48  horas  (sig:
0.484).
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