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RESUMEN

El trabajo de investigacion, se realizd con el objetivo de determinar el efecto
inhibitorio del extracto etandlico de Propoleo sobre los microorganismos de
Streptococcus mutans y Candida albicans que colonizan la cavidad oral de pacientes
adultos de la Clinica Odontoldgica, UNA — Puno - 2016, teniendo un disefio de
estudio experimental, racional, de tipo prospectivo, transversal, comparativo y grupo
control. Empleando un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia. Esta
investigacion se inici6 con la obtencidén de la extracto etandlico de Propdleo a
diferentes concentraciones. Las cepas de Streptococcus mutans y Candida albicans
fueron aisladas de muestras que se obtuvieron de pacientes con caries dentales activas
y portadores de protesis respectivamente, siendo viabilizadas e identificadas. Los
microorganismos ya mencionados se expusieron a distintas concentraciones de
extracto de propdleo de 25%, 50%, 75%,100 %, durante 24 horas para determinar el
efecto inhibitorio utilizando el método de Kirby Bauer. Teniendo como resultado que
el halo inhibitorio para Streptococcus mutans es a partir todas las concentraciones,
empezando del 25 % con un halo de inhibicion de 7.5 mm, al 50% con 10.5 mm, al
75% con 11.7 mm y al 100% con 14.25 mm; mientras que para Candida albicans el
halo de inhibicidn es a partir de la concentracion de 50% con 6.95 mm, al 75% con
8.6 mm y al 100% con 11.8 mm. Se concluye que el propoleo etandlico a mayores
concentraciones presenta mayor actividad inhibitoria tanto con el Streptococcus

mutans y Candida albicans.

PALABRAS CLAVE: Efecto inhibitorio, Streptococcus mutans, Candida

albicans, Propoleo.
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ABSTRACT

The research work was carried out in order to determine the inhibitory effect of
ethanol extract of propolis on microorganisms of Streptococcus mutans and
Candida albicans colonize the oral cavity of adult patients of the Dental Clinic, A -
Puno - 2016, having a experimental design, rational, prospective, transversal,
comparative study and control group. Using a type of non-probability convenience
sample. This investigation began with obtaining the ethanol extract of propolis at
different concentrations. Streptococcus mutans strains of Candida albicans and
were isolated from samples obtained from patients with active caries and dental
prosthesis carriers respectively, made viable and identified. The microorganisms
mentioned above were exposed to different concentrations of propolis extract 25%,
50%, 75%, 100%, for 24 hours to determine the inhibitory effect using the Kirby
Bauer method. With the result that the inhibitory halo for Streptococcus mutans is
from all levels, starting from 25% with a halo of inhibition of 7.5 mm, 50% with
10.5 mm, 75% with 11.7 mm and 100% with 14.25 mm; Candida albicans while
for the inhibition halo is from 50% concentration with 6.95 mm, 75% with 8.6 mm
and 100% with 11.8 mm. It is concluded that propolis ethanolic at higher
concentrations has a higher inhibitory activity both Streptococcus mutans and

Candida albicans.

KEYWORDS: Inhibitory effect, Streptococcus mutans, Candida albicans,
Propolis.

VI
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.  INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad del sistema estomatognatico con mayor
prevalencia en la poblacion mundial, por lo que constituye uno de los mayores
problemas de salud pablica. La caries es una entidad patoldgica, infecciosa,
cronica, progresiva y transmisible, de origen multifactorial, que es producida por
la accion de microorganismos de la placa bacteriana, los cuales por su
metabolismo producen acido, especialmente por la fermentacion de hidratos de
carbono, originando la desmineralizacion gradual del esmalte seguida de la
destruccion proteolitica rapida de la estructura dental, hasta llegar a la pérdida
total del diente. Los principales microorganismos de la placa bacteriana
implicados en el inicio y desarrollo de la caries son: Streptococcus mutans,

Lactobacillus sp. y Actinomyces sp.*

El Streptococus mutans presenta diferentes caracteristicas que son determinantes
en su cariogenicidad, que son muy importantes en la colonizacion y
mantenimiento de esta bacteria sobre el diente; posee elementos que determinan
fenémenos de adhesion, agregacion y congregacion; la produccion vy
metabolizacion de polisacaridos intracelulares, lo que le permite obtener energia
y producir &cido durante largos periodos de tiempo; rapido metabolismo de los
azUcares a acido lactico y otros acidos organicos; poder aciddgeno, acidofilo y
aciddrico; también puede conseguir un pH critico para la desmineralizacion del

esmalte de manera mas rapida que otro microorganismo de la placa.?

La candidiasis es la mas comun de las infecciones micéticas orales causadas por
Céandida, un microorganismo obligado en humanos y constituyente normal de la
flora del tracto digestivo y vaginal. Diversos estudios han demostrado que la
infeccion ocurre por invasion tisular, ya sea por introduccion de un estado
hipersensitivo o por produccién de una potente toxina. EXxisten factores
predisponentes para la aparicion de la candidiasis que incluyen la malnutricion,
infecciones concurrentes, tratamiento con antibioticos e inmunosupresores,
alteraciones sistémicas como resultado de una inmunodepresion y factores locales

como protesis mal ajustadas y maceraciones cronicas.®
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Con el advenimiento de nuevas técnicas bacterioldgicas, surgid la necesidad de
crear nuevos y mas confiables tratamientos dentro de los cuales, en diversos
estudios, el gluconato de clorhexidina presenta mejores resultados en su capacidad
de inhibir el crecimiento de Streptococcus Mutans, pero con el inconveniente de
producir efectos toxicos locales como: tincion de dientes y obturaciones,
pigmentacion del dorso de la lengua y con menor frecuencia, descamacion de la
mucosa bucal, gusto amargo o modificacion gustativa, sensacion de quemadura,

sequedad bucal e inflamacion ocasional y transitoria de la parétida.*

En este sentido, la medicina tradicional, trata de buscar alternativas de solucion a
enfermedades bucales, con productos apicolas, econémicos y practicos. Dentro de
estos productos, encontramos diversos estudios con propéleo, donde entre sus
efectos cabe destacar: efecto antibacteriano, antifungico, antiviral,
antinflamatorio, analgésico, cicatrizante, estimulando y favoreciendo la
regeneracion tisular, sobre un importante nimero de microrganismos. Asimismo,
algunos estudios ponen de manifiesto una gran susceptibilidad de ciertos
patdgenos a la accion del propdleo, esta actividad depende de su procedencia y de

la especie bacteriana evaluada. °

El presente estudio se realizo in vitro, para determinar el efecto inhibitorio del
extracto etandlico de Propoéleo a diferentes concentraciones, sobres las cepas de
Streptococcus mutans y Candida albicans; de ahi que existe una gama de estudios
gue comprueban su accion antimicrobiana, atribuyendo dicho efecto a la presencia

de principios activos como los flavonoides, flavononas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, este estudio servird como una
alternativa, que beneficie a la poblacion peruana en especial de bajos recursos
econdmicos, ademas de eso presenta menos efectos adversos y es de facil acceso
para la preservacion de la salud bucal, asi como establecer una base en la futura
elaboracion de un producto aplicable en la practica odontologica, empleando

COmo en este caso un recurso abundante en nuestro pal’s.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Carrillo y col. (2011), (Ciudad Valles, México). Evaluaron la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos y acuosos de propoleos recolectados en
la Huasteca Potosina, en México. Se usaron cepas de microorganismos Gram
negativos: Escherichia coli, Salmonella typhi y Klebsiella pneumoniae; y
microorganismos Gram positivos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Streptococcus agalactiae. La concentracion minima bactericida
(CMB) de cada extracto se determino con el método de dilucion en tubo. La CMB
del extracto etandlico fue 0.93 mg mL-1 para las Gram positivas y 7.5 mg mL-1
para las Gram negativas; en el extracto acuoso fue 20 mg mL-1 para Gram
positivas y 30 mg mL-1 para Gram negativas. Los extractos etanolicos del
Propdleo tienen una actividad antibacteriana significativamente mayor que los
extractos acuosos, y esta actividad depende de su procedencia y de la especie

bacteriana evaluada. ®

Madhubala y col. (2011), (Tamilnadu, India). Evaluaron y compararon la
actividad antimicrobiana del hidroxido de calcio, mezcla triantibiética (MTA) y
un extracto etandlico de propéleos, como medicamentos intracanal en conductos
radiculares infectados por Enterococcus faecalis. Los experimentos fueron
realizados utilizando 120 incisivos sanos permanentes de pacientes, y se realizo la
preparacion quimio-mecanica del canal radicular. Después de la esterilizacién de
las muestras, se inocularon con un cultivo puro de E. faecalis y se incubaron. Las
muestras se dividieron aleatoriamente en cinco grupos (n = 24), hidréxido de
calcio (grupo 1), MTA (grupo 2), prop6leos (grupo 3), etanol (grupo 4), y solucion
salina como el grupo de control (grupo 5). La eficacia antibacteriana de los
diferentes medicamentos intracanal se registrd6 mediante la determinacion del

porcentaje de reduccidn en los recuentos de colonias (% RCC) al final del dia 1,
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2,y 7. Se concluyo que el Propoleo fue mas eficaz que el MTA contra E. faecalis
en un periodo de tiempo de 2 dias, y ambos eran igual de efectivos a los 7 dias.’

Mier y col, (2011), (La Habana, Cuba). Evaluaron la efectividad del propdleos
como irrigante en la terapia endodontica. Fue estudio analitico de utilizacion del
medicamento con el objetivo de evaluar los resultados del tratamiento de la tintura
hidroalcohdlico de propdleos al 5 % como irrigante en el tratamiento endoddncico
de dientes monorradiculares. Se conformaron 2 grupos de pacientes de ambos
sexos, entre los 20 - 39 afios de edad; que acudieron a consulta en el periodo de
enero 2010 al julio 2011. Al grupo estudio se irrigd el Propdleo al 5 % y al grupo
control la clorhexidina acuosa al 0,2% Con la primera aplicacion del medicamento
en ambos grupos la mayoria de los pacientes experimentaron mejoria. A los 21
dias de tratamiento todos los pacientes tratados tenian los conductos en
condiciones de ser obturados. El estudio demostrd la efectividad del propoleos

como irrigante en tratamientos pulporradiculares de estos pacientes.

Bollay col. (2012), (Guntur, India). Compararon la eficacia de una pasta dental
de clorhexidina y propéleos como medicamentos de conducto radicular contra
Enterococcus faecalis y Candida albicans. Bajo estrictas condiciones de asepsia,
el muestreo microbioldgico se realiza utilizando métodos de difusién en agar y
dilucién en caldo de sensibilidad antibacteriana. Se encontrd que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los tres medicamentos utilizados
contra Enterococcus faecalis y Candida albicans. Por ultimo, se concluy6 que la
odontopasta tiene mejor eficacia antibacteriana frente a Enterococcus faecalis
seguido de la clorhexidina y el Prop6leo muestra una eficacia parcial antifingica

contra Candida albicans. °

Garcia y col. (2014), (Mérida, Venezuela). Eliminacion de Candida albicans
con Extracto Etandlico de Propdleo comercial de Apis mellifera del estado
Mérida, en bases de Protesis Parciales Removibles. El objetivo de esta
investigacion fue determinar la efectividad de los EEP comerciales en el estado
Mérida, para la eliminacion de C. albicans en muestras de resina acrilicas duras
de PDR. Se probaron EEP de diferentes proporciones (20%, 30%, 40%). Se
realizaron dos pruebas: la desinfeccidn de las muestras de acrilico sumergidas en

los diferentes EEP por 5min, 10min, 15min, 20miny 8 h, posteriormente se realizo

4
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la difusion de agar con porcillo para determinar los halos de inhibicion. Se
encontrd en un primer tiempo que en las placas de Petri se presentd crecimiento
de C. albicans solamente en el control; en segundo tiempo de difusién en agar, el
EEP al 20% forma el halo de inhibicion de menor tamafio, los EEP al 30% y 40%
produjeron halos inhibitorios de forma irregular y se evidenciaron crecimiento de
C. albicans a partir de 24 h. Se encontro la efectividad de EEP en la inhibicion de
C. albicans con 5min de inmersion de las muestras de PPR. Los EEP al 20%
mostraron una inhibicion del crecimiento de C. albicans y al 30% y 40% tuvieron

actividad antif(ingica de tipo fungicida frente al C. albicans.

ANTECEDENTES NACIONALES

Mayta- Tovalinoy col. (2009), (Lima, Pert). Evaluaron el efecto antibacteriano
del extracto de Propodleo de Oxapampa- Perd, determinaron in vitro su accion
antibacteriana frente al Streptococcus mutans y Stafilococcus aureus para
enfrentarlas a las soluciones: 10% y 30% Yy compararlas con los testigos
clorhexidina al 0,12%, 0,05%, listerine® y agua destilada, mediante el método de
Kirby- Bauer. Se determind que para el Staphylococcus aureus, el Propoleo al
30% presento mayor eficacia con una media de 11,77mmz0,19 y se encontrd que
las dos concentraciones de Propoéleo a las 24 y 48 horas mostraron diferencia
significativa. Ademas, se determind que para el Streptococcus mutans tanto el
Propo6leo al 10% y 30% a las 24 y 48 horas no mostraron diferencia significativa.
Se concluyé que el Propdleo al 30% tuvo mayor efecto antibacteriano que el

Listerine® contra el streptococcus mutans. *

Calderon A. (2010), (Lima, Peru). Actividad antibacteriana in vitro de
soluciones de Propdleo etandlico sobre dos bacterias periodontopatogenas
frecuentes en la enfermedad gingivoperiodontal. Determino la actividad
antibacteriana in vitro de soluciones de Propoleo Etanodlico a diferentes
concentraciones sobre dos bacterias Porphyromona gingivalis y Fusobacterium
nucleatum para comprobar la actividad antibacteriana del Propoleo a sus
diferentes concentraciones del 5% -15% - 30%, Los resultados mostraron que
todas las concentraciones de Propéleo Etandlico  presentaron actividad

antibacteriana; con promedios para el Propdleo Etandlico al 5% de 17.15 mm,

5
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para el Propoleo Etandlico al 15% de 22 mm y en menor didmetro para el Propoleo
Etandlico al 30% de 15.9 mm. Se concluye que el Propdleo Etandlico al 15%
presentd una mayor actividad antibacteriana, mientras que al 30% se observo una
disminucion en esta, debido que a mayores concentraciones de Propdleo este

tiende a saturarse y por lo tanto disminuir su actividad antibacteriana. 12

De la Cruz (2013), (Trujillo, Pera) Evaluo la actividad antimicotica del extracto
etanolico de Propoleo sobre el crecimiento in vitro de Candida albicans. El
propdsito de esta investigacion de tipo experimental “in vitro”, fue evaluar el
efecto antimicotico de cuatro concentraciones de extracto etanolico de Propdleo
sobre el crecimiento de Candida albicans y a la ves compararlo con el antimicético
sintetico Nistatina. Este estudio se realizo utilizando 4 concentraciones del
extracto etandlico de Propdleo (25%, 50%, 75% y ,100%), y el medicamento
Nistatina (100 000 Ul solucién) las cuales fueron puestas en contacto con el
microorganismo de estudio y mediante el método de halos de inhibicion se pudo
determinar el efecto en el crecimiento de este, a las 24 horas. Los resultados
indicaron que la actividad antimicoética del extracto etandlico de Propoleo fue
aumentando conforme aumentaba la concentracion siendo la concentracion del
100% la de mayor efecto antimicotico, pero este no fue superior al medicamento

sintético Nistatina utilizado como referencia.®

Ledny col. (2014), (Lima, Pert) Efecto antiflngico in vitro sobre el crecimiento
en candida albicans ATTC 90028, candida glabrata ATCC 90030 y candida
krusei ATCC 6258 expuestas al propbleos de Oxapampa a las 24, 48 y 120 horas.
El presente estudio tiene por objetivo evaluar el efecto antifingico del extracto
etandlico del propoleos de Oxapampa in vitro sobre las cepas de Candida albicans
ATTC 90028, Candida glabrata ATCC 90030 y Candida krusei ATCC 6258, a
las 24, 48 y 120 horas. Se utiliz6 el método de agar dilucion en placas con
controles negativo y positivo; y se realizaron lecturas a las 24, 48 y 120 horas. El
extracto etandlico de Oxapampa, con una concentracion minima inhibitoria de 12
mg/ml al 5, 10, 15, 20, 25y 30 %, presenta inhibicion completa en el crecimiento
in vitro contra las cepas de Candida albicans ATTC 90028, e inhibicion parcial
en el crecimiento de los otros tipos Candida, como Candida glabrata ATCC
90030 y Candida krusei ATCC 6258, observadas a las 24, 48 y 120 horas
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(p<0,05). En este estudio podemos concluir que el extracto etandlico de propoleos
(EEP) de Oxapampa presenta actividad antifungica in vitro contra las cepas de
Candida albicans ATTC 90028. 4

Jara R. (2014), (Lima, Pert). Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de
cinco propdleos peruanos sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Se comparo el efecto antibacteriano de
cuatro marcas comerciales de Propdleo Tintura de Propdleo Farmagel, Tintura de
Prop6leo Max, Madre Natura, Kaita® y un extracto metanélico de Propdleo de
Oxapampa. Para este estudio se utilizé 10 pocillos por cada extracto de Propdleo,
para el Streptococcus mutans y para el Streptococcus sanguinis individualmente.
Se desarrollo con la técnica “Agar overlay interference test”, Se distribuy6 este
agar en las placas, una vez solidificado se realizaron los pocillos con 150uL de los
distintos tipos de Propoleo y para el grupo control, se utilizé clorhexidina al
0.12%. Terminado este proceso se colocé en la camara de anaerobiosis a 37°C,
durante 72 horas. Resultados: El extracto metanolico de Propo6leo de Oxapampa
presentd halos de inhibicién de mayor tamafio con una media de 33.15 + 3.26 mm
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), para el Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) su media fue de 23.23 + 0.82 mm. En el caso de los 4
extractos de Prop6leo comerciales, s6lo 3 de ellos (Tintura de Propdleo Farmagel,
Madre Natura y Kaita®), tuvieron actividad antibacteriana frente a las cepas
estudiadas, en todos los casos la actividad antibacteriana es menor que el control
(+). Conclusiones: El extracto metandlico de Propdleo de Oxapampa elaborado
en el laboratorio tiene mayor actividad antibacteriana que los extractos
comerciales frente a las cepas Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). *

ANTECEDENTES LOCALES

No se encontraron antecedentes.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. CARIES DENTAL

La caries es una enfermedad infecciosa, transmisible y multifactorial, que conduce
a la pérdida de minerales de los tejidos duros susceptibles del diente, por accién
de productos &cidos provenientes de la fermentacion de los hidratos de carbono
de la dieta por la actividad metabolica del biofilm adherido a la superficie
dentaria.!

La OMS define a la caries dental como el reblandecimiento del tejido duro del
diente que va evolucionando hasta la formacion de una cavidad, afectando la salud
general y la calidad de vida de los individuos, convirtiéndose en un problema de

salud publica por la alta prevalencia a nivel mundial.2®

2.2.1.1. ETIOLOGIA DE CARIES DENTAL

Si bien es cierto que la caries dental es una enfermedad multifactorial, esta se
fundamenta en las caracteristicas e interrelaciones de los Ilamados factores
basicos, etioldgicos, primarios o principales: dieta, huésped y microorganismos.

Posteriormente algunos autores, sefialan que existen factores moduladores, los
cuales contribuyen e influyen decisivamente en el surgimiento y evolucion de las
lesiones cariosas, entre ellos se encuentran: tiempo, edad, salud general, fluoruros,
grado de instruccion, nivel socioeconémico, experiencia pasada de caries, grupo

epidemioldgico y variables de comportamiento.’

Los microorganismos, los carbohidratos fermentables y las alteraciones
estructurales de los dientes, sumado a una susceptibilidad marcada del huésped

son factores que interactian en la aparicion de lesiones cariosas.*’

2.2.1.2. FACTORES DE CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad multifactorial, consiste en un proceso
dindmico de desmineralizacion-remineralizarian (des-re) que involucra la

interaccion entre el calcio y fosforo, las estructuras dentales y la saliva (placa
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fluida) en funcion de &cidos producidos por la fermentacion de los carbohidratos,

por accion de los microorganismos orales.!’

Son aquellos factores cuya interaccion se considera indispensable para la
aparicion de laenfermedad, ya que de otro modo es imposible que ésta se produzca
(Figura N° 1).18

Huésped

FiguraN° 1 Triada de Keyes. Adaptado de: Henostroza G. Caries dental: Principios y
procedimientos para el diagnostico. Primera Edicion. Perd. Editorial Universidad Peruana
Cayetano Heredia; 2007

A.-DIETA

Los nutrientes indispensables para el metabolismo de los microorganismos
provienen de los alimentos. Entre ellos, los carbohidratos fermentables son
considerados como los principales responsables de su aparicion y desarrollo.
Mas especificamente la sacarosa, que es el carbohidrato fermentable con mayor
potencial cariogénico y ademas actia como el sustrato que permite producir
polisacaridos extracelulares (fructano y glucano) y polisacaridos insolubles de la
matriz (mutano). Esta demostrado que la causa de caries dental es la frecuencia de
consumo de carbohidratos fermentables méas que la cantidad total de carbohidratos
consumidos, teniendo mencidn especial la adhesividad del alimento que contiene
los carbohidratos. La caries avanzard mas rapidamente si el consumo frecuente
de azucares se mantiene durante mucho tiempo, o si existe una deficiencia grave
de factores protectores naturales. En algunas circunstancias, la adicion de acidos

muy erosivos puede exacerbar considerablemente el problema.’
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B.- HUESPED: SALIVA, DIENTE, INMUNIZACION Y GENETICA

Saliva. Es un fluido propio de la region bucal y constituye el principal sistema de
defensa del huésped contra la caries. Se ha demostrado que al disminuir el flujo
salival, se incrementa el nivel de lesiones de caries dental. Ademas, este riesgo
puede verse aumentado también en nifios que presentan menor cantidad de flujo
salival 0 mala calidad.® La cantidad de saliva que secretan las glandulas salivales
esta regida por el cerebro, es por ello que la salivacion no estimulada normalmente
se inhibe durante el suefio, el miedo o la depresion. Es por ello, que si ademas a

esto se agrega el consumo nocturno de azlcares, el riesgo de Caries es mayor.18

Diente. Quienes presentan particularidades fuertemente relacionadas a favorecer
el desarrollo de caries dental. Entre estas particularidades se encuentran la
anatomia de sus superficies, la alineacion de los dientes y su textura, que pueden
favorecer la acumulacion de la biopelicula dental y dificultar la higiene bucal.'*
Tambien debemos tener en cuenta la solubilizacion de minerales que comienza en
la parte més superficial del esmalte; a este nivel los prismas son ricos en fosfato
de calcio y carbonatos de calcio, pero a medida que avanza la lesion al interior se

va encontrando con presencia de carbonatos.’

Inmunizacién. Existen indicios que el sistema inmunitario es capaz de actuar
contra la microflora cariogénica, produciendo respuesta mediante anticuerpos del
tipo inmunoglobulina A salival y respuesta celular mediante linfocitos T como en
otros ambitos, las diferencias en la respuesta inmune a los microorganismos

dependen tanto el antigeno como del huésped.!’

Genética. Segun la sociedad de la genética se estima que aproximadamente la
contribucion genética a la caries dental es de aproximadamente un 40%. Los
factores predisponentes a la caries dental son sumamente variados lo que hace
dificil que intervenga un solo gen. Una alternativa para identificar los genes
candidatos como los principales es la revision del genoma, ya que de otra forma
no se podria asociar al proceso de caries dental. Los factores primarios no son los
unicos causantes de la caries dental, existen otros factores como son los factores

etiologicos modulares, los cuales si bien no causan directamente la enfermedad,
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contribuyen con el riesgo a presentar la misma. A continuacion se definiran solo

algunos factores:

Tiempo.- Para que se desarrolle la caries, se necesita de la interaccion de
los factores primarios y su permanencia en un determinado tiempo.® Sin
embargo existen otros factores adicionales a los factores etiologicos
primarios mencionados, como son: Edad, salud general, grado de
instruccion, nivel socioeconomico, experiencia pasada de caries, grupo

epidemioldgico y variables de comportamiento.®

Edad.- debido a que las piezas dentales deciduas tienen caracteristicas
diferentes las piezas permanentes y las piezas permanentes de una paciente
senil generalmente presenta diferentes caracteristicas a las de un

adolescente. 8

Estado de salud general.- ya que existen enfermedades y medicamentos

que influyen en el flujo salival y/o en las defensas. 8

Fluoruros.- debido a que en determinadas cantidades promueven la
remineralizacion de los tejidos dentales, elevan el pH y ejercen una accién

antibacteriana.l’

C.- MICROORGANISMOS

Entre los microorganismos relacionados a la caries dental se encuentra el
Streptococcus mutans, al mismo que se lo analizara posteriormente.®

Los microorganismos son indispensables para la iniciacion de la caries dental; es
asi como la cavidad oral del recién nacido no tiene cepas de microorganismo
cariogénicos, los cuales se creen son transmitidos de la madre al bebé o de una
persona muy cercana a el, mediante la saliva, ya sea por besos o por la utilizacion

de los mismos elementos de alimentacion.®®

La cavidad bucal contiene una de las mas variadas y concentradas poblaciones

microbianas del organismo. Se estima que en ella habitan mas de mil especies,
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cada una de ellas representada por una gran variedad de cepas y que en 1mm?3de
biofilm dental, que pesa 1 mg, se encuentran 108 microorganismos. Entre las
bacterias presentes en la boca se encuentran tres especies principalmente
relacionadas con la caries: Streptococcus, con las especies S. muntans, S. sobrinus
y S. sanguinis (antes llamado S. sanguis); Lactobacillus, con las subespecies L.
casel, L. fermentum, L plantarumy L. oralis y los Actinomices, con las subespecies

A. israelis y A. naslundii *’

Entre las cuales las principales bacterias que intervienen en la formacion de la

caries dental son:

2.2.2. STREPTOCOCCUS MUTANS.

El Streptococcus mutans es uno de los microorganismos asociados a la caries
dental, fue aislado por primera vez por Clarke en 1924, mientras analizaba dentina
cariada.? Se caracteriza por ser Gram positivo, anaerobio facultativo que forman
parte de la placa bacteriana, también se caracteriza por ser acidofilo, acidogénico
y aciddrico, ademas tiene la capacidad de generar polisacaridos extracelulares y

por ende favorecer la adhesion del mismo a las piezas dentales.*

Produce &cido lactico, propionico, acético y formico al metabolizar la sacarosa,
glucosa y fructosa, de tal forma que los mencionados &cidos circulan por la placa
dental hasta el esmalte poroso, en donde liberan hidrogeniones, que disuelven el
mineral del esmalte, formando calcio y fésforo que salen del esmalte, todo esto

denominado como desmineralizacion.*

Los Streptococcus son bacterias que presentan forma de coco, crecen en cadenas
0 en parejas, no tienen movimiento, no forman esporas y generalmente reaccionan
positivamente a la coloracion de gram. El S. mutans, que ha sido el mas aislado
en lesiones cariosas en humanos, es el primero en colonizar la superficie del diente
después de la erupcion. Su nombre lo recibe de su tendencia a cambiar de forma
pudiéndose encontrar como coco, de forma mas alargada, como bacilo.’

El S. mutans presenta diferentes caracteristicas que son determinantes en su

cariogenicidad, entre éstas tenemos: la produccion de polisacaridos extracelulares
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a partir de la sacarosa, en especial los glucanos insolubles que son muy
importantes en la colonizacion y mantenimiento de esta bacteria sobre el diente;
posee elementos que determinan fendmenos de adhesion, agregacion y
congregacion; la produccion y metabolizacion de polisacaridos intracelulares, lo
que le permite obtener energia y producir acido durante largos periodos de tiempo;
rapido metabolismo de los azUcares a acido lactico y otros &cidos organicos; poder
acidogeno, acidéfilo y aciddrico; también puede conseguir un pH critico para la
desmineralizacion del esmalte de manera mas rapida que otro microorganismo de

la placa. °

2.2.21. FACTORES DE VIRULENCIA

1. Acidogenicidad: El S. mutans puede fermentar los azucares de la dieta para
producir principalmente &cido lactico como producto final del metabolismo.

Esto hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

2. Aciduricidad: Es capacidad de producir &cido en un medio con pH bajo.

3. Acidofilicidad: EI S. mutans puede resistir la acidez del medio bombeando
protones (H)+ fuera de la célula. esta condicion hace que el microorganismo

cambie su fisiologia.?*

4. Sintesis de glucanos y fructanos: Por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y
fructano, a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubres pueden ayudar a la

célula a adherirse al diente ser usados como reserva de nutrientes.

5. Sintesis de polisacaridos intracelulares: la célula almacena glucégenos que,
ante la falta de ingreso de azlcar por via exdgena con la dieta, puede
metabolizarse por la accion de la glucogenofosforilasa. Ante un incremento de

productos intermediarios de la glucolisis.
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6. Produccion de dextranasa: ademas de movilizar reservas de energia, esta
enzima puede regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo
productos finales de glucano. La infeccion ocurre generalmente por miembros

de la familia especialmente por la madre.?

7. Adhesinas: S. mutans presenta adhesinas de superficie de la familia de
adhesinas Spa también Ilamada de antigeno 1 /1l participan en el proceso de

adherencia a las glicoproteinas salivales y a otros microorganismos.

8. Proteina asociada a la pared celular (Wap A): le permite adherirse a las
caras libres de las piezas dentinarias y participar en la adherencia dependiente

de la sacarosa, pero su papel en la cariogénesis no es claro.

9. Bacteriocinas: S. mutans produce diveras bacteriocinas, mutacinas, que
participan de un proceso de competicion microbiana. Las mutacinas inhiben a
las microorganismo comensales competidores, como S. sanguinis, S. mitis, S.
gordonii, S oralis, S sobrinus, y aln a otras especies de streptococcus del
grupo mutans juegan un papel importante, en la transferencia de cepas méas o

menos Vvirulentas.?

Lactobacillus. Presentan poca afinidad por las superficies dentarias y, en
consecuencia, no se los implica en el comienzo de las caries de esmalte; no
obstante, son los primeros relacionados con el avance de las caries de dentina;
actian principalemnte como “invasores secundarios” que aprovechan las

condiciones acidas y la retentividad existente en la lesion cariosa.?

Actinomices. Poseen en la capacidad de formar levanos a partir de la sacarosa;
los levanos representan un elemento de nutricibn mas que de adherencia.
Relacionados con lesiones cariosas radiculares, raramente inducen caries en
esmalte, producen lesiones de progresion mas lenta que los otros

microorganismos.? /
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2.2.3. CANDIDIASIS ORAL

Es la mas comdn de las infecciones micoticas orales causadas por Candida, un
microorganismo obligado en humanos y constituyente normal de la flora del tracto
digestivo y vaginal. Un sintoma muy comun lo constituye la sensacion de
"quemazon™ en la mucosa afectada. La candidiasis es una de las afecciones méas
comunes que afecta la mucosa oral. Tiene 4 formas clinicas de presentacion:

Pseudomembranosa, Eritematosa, Hiperplasica y candidiasis profunda.®

2.2.3.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Las infecciones de C. albicans en la cavidad bucal presentan cuadros clinicos muy
variados y suelen dividirse en candidiasis superficiales y candidiasis profundas,?
la primera puede afectar a la mucosa bucal y labial, paladar duro y blando y a la
lengua, en nifios y adultos mayores, a esta infeccion se la denomina candidiasis
pseudomembranosa, debido a que presenta pseudomembranas,?! las cuales estan
formadas de células epiteliales descamativas y necréticas, numerosos micelios de
C. albicans, presentan un color blanquecino cremoso, los cuales pueden removerse
facilmente con una gasa, dejando un fondo sanguinolento, por presentar ese

aspecto también se lo llama muget 2

Otro tipo de candidiasis superficial es la candidiasis eritematosa que se localiza
en la parte media dorsal de la lengua y en el paladar, cuando se localiza en el
paladar se presenta como una zona roja generalizada de tejido atrofico que
provoca una sensacion de quemazén y cuando se presenta en la lengua tiene un
aspecto liso y rojo carnoso debido a la hipotrofia de papilas filiformes, esta
condicion esté asociada a la administracion de antibidticos de amplio espectro y
va a causar ardor y sensibilidad cuando se ingiera comida o liquidos calientes,

4cidos, picantes o saladas.??

Las candidiasis profundas son aquellas que afectan a las mucosas del aparato
digestivo, al aparato urinario, al peritoneo, pulmonar, oculares y al sistema
nervioso central,?® ademas la candidiasis puede presentar otras formas clinicas

como son: queilitis angulares que es una infeccion bilateral de las comisuras
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labiales que se presenta como manchas rojas o blancas y grietas que provocan la
disminucion de la dimension vertical, otra forma en la que se presenta es la
hiperplasica que es una placa de superficie lisa de color rojo con un punteado
blanco amarillento y se localizan en el paladar, dorso y laterales de la lengua y en

las comisuras labiales.??

2.2.3.2. ETIOPATOGENIA

La bibliografia moderna plantea que la candidiasis oral obedece a Céandida
albicans, Candida tropicallis y Candida globrata. Diversos estudios han
demostrado que la infeccidn ocurre por invasion tisular, ya sea por introduccion
de un estado hipersensitivo o por produccién de una potente toxina. Existen
factores predisponentes para la aparicion de la candidiasis que incluyen la
malnutricion, infecciones concurrentes, tratamiento con antibidticos e
inmunosupresores,  alteraciones  sistémicas como resultado de una
inmunodepresion y factores locales como prétesis mal ajustadas y maceraciones

cronicas.®

La candidiasis puede afectar a personas de cualquier sexo y de cualquier edad,
siendo la méas comun la candidiasis oral que en ocasiones se propaga por la faringe,
laringe o por via sanguinea, la cual puede producir cuadro grave al llegar a zonas
profundas,? la transmision entre personas es posible, como en el caso del muget
del recién nacido que puede adquirirlo por la vagina materna y como también se
la puede adquirir en el ambiente hospitalario, por lo que también se la conoce a

esta infeccion como oportunista.??

2.2.4. CANDIDA ALBICANS

Los hongos del género Candida son levaduras, las cuales no presentan
pigmentacion carotenoide o melédnico, pueden producir seudohifas o hifas
verdaderas, podemos encontrarlas en la microflora oral normal de la cavidad
bucal; en la lengua, paladar, mucosa oral; en el estbmago, intestino, vagina y en
el ambiente, los hongos de este género presentan células de forma redondeadas u

oval de 3 a 5 um, son gram positivas, aerobias,'® su medio de cultivo apropiado
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es el agar de Sabourand con elementos nutritivos como la glucosa y la peptona,
con un pH acido de 5,6 a 7,2 y a una temperatura entre los 20°C y los 38°C.2

Estos microorganismos tienen la capacidad de crecer y multiplicarse facilmente y
ademas tienen diversas formas de cdmo causar dafio al hombre y a los animales,
entre estas tenemos la liberacién de toxinas que es de gran importancia debido a
que estos tienen la capacidad de producir hepatotoxinas y neurotoxinas que son
mortales y como también pueden causar alteraciones gastrointestinales, otra forma
de dafar es la invasion y proliferacion en los tejidos, produciendo una respuesta
inmune a los antigenos fangicos, y la Gltima accién patdgena es la sensibilizacion,

con desarrollo de una respuesta alérgica frente a los antigenos del hongo. 2

2.2.4.1. ETIOLOGIA

Los hongos son huéspedes normales del ser humano, pero para que este
microorganismo se transforme en patdgeno es necesario que haya una alteracion
en la inmunidad del huésped, entre las causas que provocan estas alteraciones
pueden ser intrinsecas que son propias del individuo como son la diabetes, SIDA,
neoplasias, tabaquismo, drogadiccidén, embarazo, vejez y las extrinsecas son
aquellas que necesitan un tratamiento prolongado de antibidticos, radiaciones,

canalizaciones que favorecen la enfermedad.?

2.2.4.2. DIAGNOSTICO

Cuando se sospecha la presencia de candidiasis es necesario realizar pruebas de
laboratorio con técnicas directas como son examenes microscopicos, cultivos e
identificacidn, en el caso de realizar examenes microscopicos de la cavidad bucal
es necesario realizar un raspado en la zona de la lesion con un hisopo,? se puede
utilizar cualquier tipo de tincién microbioldgica, entre las mas utilizadas esta el
cloruro de metiltioninio (azul de metileno), la cual va a permitir ver las células de
las levaduras, y como también la tincion de Gram, ademas hay otra tincion

hematol6gica que permite observar este tipo de células es la de Giemsa.?°
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Los cultivos son realizados con las muestras orales, las cuales van a ser cultivadas
en agar de la dextrosa Sabouraud, teniendo como ventaja que solo creceran hongos
de genero Candida, debido a que presenta un pH acido?! La identificacion de C.
albicans se puede dar por una prueba de filamentacion donde se va a observar la
presencia de tubos germinativos, otra prueba es la formacion de clamidosporas,

aqui veremos un micelio verdadero y a lo largo de este aparecen clamidosporas.?

2.2.43. MEDIO DE CULTIVO

El aislamiento del hongo en un cultivo inicia con una correcta toma de muestra,
esta es diferente en zonas superficiales himedas donde solo se requiere frotar con
una torunda de algodon sobre la zona lesionada, mientras que en las zonas
superficiales secas es necesario realizar un raspado de la zona lesionada con un

instrumento de borde agudo.?

El medio de cultivo debe ser apropiado y contener agua, sales, nitrégeno que se
obtienen de nitratos, sales de amonio y proteinas, ademas debe tener carbono que
se obtiene de los 28 polisacaridos, disacaridos, monosacaridos o alcoholes, de
igual forma debe presentar minerales como los fosfatos de sodio, fosfato de
potasio, sulfato ferroso, sulfato de amonio, sulfato de magnesio y cloruro de

sodio.?

De todos los medios de cultivo utilizados para aislar Candida en micologia se
utiliza el medio convencional que es el agar de Sabouraud que contiene glucosa y
peptona como elementos nutritivos, ademas tiene un pH &cido que ayuda a frenar
el desarrollo de bacterias que puedan existir en la muestra, en este medio se puede
0 no utilizarse antibidticos, en el caso de utilizar antibi6ticos estos pueden ser
cloranfenicol o gentamicina que impide el desarrollo de bacterias, ademas se
puede afadir cicloheximida para evitar el desarrollo de hongos saprofitos

ambientales.?°
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2.244. TRATAMIENTO

Al saber que la candidiasis oral es una infeccion oportunista debemos identificarla
y eliminarla, pero antes de esto debemos prevenirla y esto se da cuando
recomendamos a los pacientes a que tengan una adecuada higiene oral, ensefiarles
a que le den una correcta limpieza a sus placas, prétesis o implantes dentales, si
presenta xerostomia se recomendara la administracion de saliva artificial e

inclusive disminuir la ingesta de carbohidratos.?

El tratamiento recomendado es la utilizacion de antimicéticos polienos entre estos
tenemos a la nistatina y la anfotericina B que son fungicidas y tienen un espectro
muy amplio, se los puede administrar topicamente, por via oral en suspensiones,
pastilla o intravenosa, otro tipo de antimicOticos son los azoles que son

fungistaticos estos son fluconazol e itraconazol.?

Ademas, como un tratamiento alternativo tenemos las infusiones, la de té verde al
presentar las catequinas va a provocar que haya una desorganizacion de los
componentes de su pared celular, ademas las catequinas ECG y EGCG van a
inhiben la enzima glucosiltransferasa bacteriana, responsable de la sintesis de
glucanos, y estos a la vez son los responsables de la adherencia bacteriana a la
superficie dental, ayudando de esta manera a que no haya adherencia de Candida
albicans a la placas Hawley.

2.2.5. PROPOLEO

Se da el nombre de Propdleo, debido a que en griego significa defensor de la
ciudad, entendida esta como sinénimo de colmena. Se trata de una resina cérea,
de composicion compleja y consistencia viscosa, que las abejas recolectan de los
arboles y utilizan en la construccidn, reparacién, aislamiento y proteccion de su
colmena.®

El Propdleo es una sustancia resinosa que las abejas Apis mellifera adultas
producen para garantizar la total asepsia de la colmena. Entre las especies de
abejas que producen propdleos estan: Apis mellifera, Melipona quadrifasciata,

Melipona compressipes, Tetragonisca angustulay Nannotrigona sp. Sin embargo

19

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

estd demostrado que los propdleos de las abejas africanas (Apis mellifera)
presentan mayor efectividad antimicrobianas que las abejas europeas.?*

Las abejas (Apis mellifera), recogen con sus mandibulas, particulas resinosas de
las yemas, brotes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales (olmo, &lamo,
sauce, abedul, castafio de Indias, pino, abeto, roble y algunas herbéceas) que, una
vez en la colmena, mezclan con cera y secreciones salivares para obtener el
propolis, cuya produccién anual (10-300 g/colmena) difiere en funcion de la

variedad de abejas, el clima, la flora y el dispositivo de recogida.®

2.2.5.1. COMPOSICION QUIMICA DEL PROPOLEO

La composiciéon quimica del prop6leo es sumamente compleja y no se conoce
totalmente porque depende de la flora de la regién donde es recolectado; esto
influye en la forma en que es utilizado dentro de la colmena ya que puede servir
como sustancia embalsamadora o de recubrimiento de la colmena. Esto significa
que distintas partes de la colmena tendran diferente composicion del propdleo, por
lo que serd muy dificil encontrar dos colmenas que produzcan prop6leos idénticos
aun cuando estén ubicadas en la misma zona geografica, puesto que lo elaboran

de acuerdo a sus necesidades y fuentes de materia prima disponibles.?

Esta sustancia resinosa es de composicion heterogénea, entre los estudios
realizados a ésta han sido identificados 150 a 180 sustancias distintas esto ha sido
atribuido a que su constitucion depende de la flora, ciclo evolutivo de la planta
proveedora de la resina, microorganismos presentes en el entorno y factores
climatoldgicos,? 2" 28 razones por las cuales cada colmena produce prop6leos

diferentes.

Esta resina se compone basicamente de; segun:
% 50-55% de resinas y balsamos.
30-40% de cera de abeja.

5-10% de aceites esenciales o volatiles.

>

L)

S

RS

¢

+» 5% de polen.

o
*

*

5% de materiales diversos (organicos y minerales) 2
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Los flavonoides son pigmentos vegetales, sintetizados a partir del aminoécido
fenilalanina, que generalmente exhiben brillantes colores como el de los pétalos
de las flores. La mayoria de las veces emiten fluorescencia cuando son excitados
por la luz UV, y se localizan en las células de las plantas verdes. Los flavonoides
son usados por los boténicos para clasificacion taxondmica. Ellos regulan el
crecimiento de las plantas e influencian otras células biologicas de diversas
maneras. Los flavonoides inhiben o destruyen muchas especies bacterianas,
inhiben importantes enzimas virales, tales como la transcriptasa reversa y otras
diversas proteasas, y ademas, destruyen algunos importantes protozoos. Poseen
actividad antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, atrapadora de radicales

libres, antimutagénica y moduladora de actividad enzimatica.?®

Ademas, se puede decir que aportan grandes beneficios para la salud al actuar
como agentes quimiopreventivos en cancer y prevencion de ataques al corazon.
Su toxicidad a células animales es baja. Muchos profesionales estan
incrementando el uso de flavonoides puros para tratar muchas importantes
enfermedades, debido a su comprobada habilidad de inhibir enzimas especificas,

simular algunas hormonas y neurotransmisores, y eliminar radicales libres.?®

Segun el instituto de Quimica Organica de Moscu, su analisis quimico ha arrojado
la presencia de un gran nimero de sustancias minerales y oligoelementos,
primordialmente en forma de radicales libres o asociados a formas proteicas, entre
los cuales se distinguen: aluminio, bario, boro, bismuto, cobalto, calcio, cobre,
cromo, estafio, estroncio, fosforo, hierro, litio, manganeso, molibdeno, niquel,
plata, plomo, potasio, selenio, silicio, titanio, vanadio, yodo y zinc. Muchas de
estas sustancias desempefian un papel importante a nivel de numerosas vias

metabdlicas celulares.?®

2.2.5.2. PROPIEDADES Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

El propdleo es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que se atribuyen efectos antiinflamatorios, inmunoestimulantes,

hepatoprotectores, carcinoestaticos, antimicrobianos, antivirales, antifungicos,
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antiprotozoarios, anestésicos, de regeneracion tisular, antioxidantes y

anticariogenicas.*

CUADRO 1: Propiedades farmacoldgicas del Propéleo

PROPIEDAD RESPONSABLE ACCION

Antimicético Pinocembrina, Efectivo sobre 24 géneros de Candidas,
Galangina, é&cido | especialmente Candida albicans, también

acético y caféico estimula macréfagos aumentando su

fungosidad.
Antibacterial Pinocembrina, Bactericida y bacteriostatico, frente a
Galangina, todos los Gram + y algunos Gram —, in
Kaemferol y vivo o in vitro, actian frente a la
acido caféico motilidad bacteriana (flavonoides vy

compuestos cindmicos) e inactivacion de

hialuronidasas.

Antiséptico Acido Benzobico Se puede emplear como antiséptico en el

tratamiento preventivo de la Candidiasis

bucal.
Antiviral Acido caféico, Reduce la sintesis del ARN Viral y su
luteolina y accion es frente al herpes tipo 1y 2,
quercetina poliovirus, el reovirus, la influenza y

enfermedades virales zoonoticas (viruela
vacuna, , fiebre del Valle de Rift
enfermedad de Newecastle, infeccion

bursal, y virus de la gripe Hong Kong)

Estudios in vivo demostraron que inducen
la activacion de receptores especificos de
Inmunoestimulante | Flavonoides membrana, comunicacion intercelular,
quimiotaxis, modulacién en la secrecion
de inmunoglobulinas, proliferacion,

diferenciacion y crecimiento celular.
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Antiasmatico Esto se debe a su accion sobre el sistema
inmune, asi como por su capacidad de
inhibir la liberacion de histamina.
antitéxico Acido ferdlico, | Modula la actividad enzimatica y

acido cinamilo y

acido coumarico

supresion genotoxicidad de muchos
productos quimicos, propuesto en el uso

contra cancer.

Antiprotozoaria

Inhibe

macrofagos peritoneales y de las células

las infecciones contra los

miocardicas, asi como contra el

Trypanosoma cruzi (parasito cardiaco).

Antiparasitaria

Refiriéndose a actividad coccidiostactica,
efectividad sobre la escabiosis en conejos

(sarna producida por un &caro)

Citotoxicidad e | Acido Caféico, Propoleos verdes del area de Brasil.
inhibicion de | fenetil ester,
tumores quercetina y
crisina
Anestésico local Pinocembrina 'y Efecto mayor que la novocaina 1%,
esteres de cafeato | inyectado de forma local.
Metabolismo  de | Flavonoides, Junto con el polen optimizan la digestion
minerales del Fe asi como en la regeneracion de la
hemoglobina, principalmente en el
periodo de recuperacion de un sindrome
anémico, también es favorable para el
metabolismo fdsfocélcico, manteniendo
niveles 6ptimos de Magnesio
Curacién de | Acidos Fendlicos | Cicatriza acelerando la epitelizacion a
heridas y flavonoides través de la biosintesis proteica Yy

estimulando la mitosis (Arginina)
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PROPIEDAD RESPONSABLE ACCION
Antioxidante acido caféico y Protegen a los aceites y lipoproteinas
fenetil éster séricas de la oxidacion esto se debe a su

actividad antiradicalaria (radicales alcoxi
y, en menor grado, superoxido) y al efecto
inhibidor sobre el i6n cuproso, iniciador
de la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad, sus efectos los ejercen en
el colon, disminuyendo la concentracion
de hidroperoxidasas lipidicas, también
algunos compuestos son absorbidos a la
circulacion, actuando de forma hidrofilica

y aumentan la concentracion tisular de

vitamina C.
Antiinflamatorio y | Flavonoides Actlan sobre la produccion de
analgésica (galangina, eicosanoides (inhibe la via de la
kaempferol y | lipooxigenasa en el metabolismo del
kaempferida) y | &cido araquidonico), in vitro,
acido cafeico suprimiendo la  generacion de

prostaglandinas y de leucotrienos en
macrofagos peritoneales, y in vivo, en la
inflamacion peritoneal aguda inducida
por la zimosina. También disminuyen la

actividad de la ciclooxigenasa en

macraéfagos.
Promueve el | Acido ferdlico Esto se debe a que en sangre aumenta la
desarrollo de concentracion sérica de vitamina C que
colageno y elastina permite su sintesis.

Fuente: (Farre, Sanchez, & Frasquet, 2004) y (Vazquez, 2010), los mismos que

citaron a varios autores.> 3!
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2.25.3. CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS

Chaillou y col. al analizar las propiedades fisicas de una muestra de propoleo de

Argentina, determinaron lo siguiente:

1. Caracteristicas organolépticas:

El 100% present6 estructura homogenea, el 45% presentd un aspecto de trozos
irregulares con brillo, el 30 % con poco brillo, y el resto trozos irregulares opacos.
Los ensayos de consistencia mostraron que el 45% de las muestras eran poco
blandas, el 40% duras y solamente un 15% blandas. Con respecto al color, el 65%
de las muestras presentaron color marrén oscuro, un 20% marrén claro con tintes
amarillos, un 10% con tintes castafios. El olor del 75% de las mismas fue resinoso,

y el sabor de la totalidad de los propdleos fue picante.

2. Punto de fusion:

Los valores encontrados para las diferentes regiones en estudio fluctuaron entre
los 64°C y 89.5°C, con un promedio de 70°C. Su punto de fusién varia entre 60 °
Ca70°C, llegando en algunos casos hasta 100 ° C.

3. Impurezas mecanicas, ceras y resinas:
El valor medio de impurezas mecénicas analizadas fue de 24,063%, contenido de
cera promedio, de 30,048% y el porcentaje de resinas, 44,770%.

4. Indices de oxidacion, compuestos fendlicos y flavonoides:
El rango de valores del indice de oxidacién oscil6 entre los 4 y 18 Segundos, el
promedio fue de 9,8 segundos.*°

2.2.5.4. MECANISMO DE ACCION

Es importante tener en claro el mecanismo con el cual se consigue la muerte
bacteriana, motivo por el cual es interesante mencionar que esta propiedad
depende mucho del disolvente, la concentracion y del método de extraccion que

se usa, ya que modifica esta propiedad, los extractos etanolicos al 60-80% inhiben
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el crecimiento microbiano, al 70- 80% tienen una mayor actividad antioxidante y

al 80% inactivan en su mayoria la hialuronidasa.’

En otros estudios observaron que la accion antibacteriana utilizaba varios
mecanismos, tales como la formacion de complejos streptococicos
pseudomulticelulares, desorganizacion del citoplasma, de la membrana
plasmatica, y de la pared celular, bacteri6lisis parcial, e inhibicién de la sintesis

de proteinas. *°

En relacion a la cualidad antibacteriana del propdleo describié claramente el
mecanismo de accion y especificamente de los flavonoides pinocembrina
(flavonone) y galangina (flavonoles), asi también del fenil éster, acido caféico, los
cuales basicamente inhiben el ARN polimerasa bacteriana (Transcripcion
genética), mientras que la galangina especificamente degrada la membrana
citoplasmatica bacteriana, esto conduce a una pérdida de iones de potasio lo que
provoca autolisis de la célula bacteriana, en cambio la quercetina, aumenta la
permeabilidad de la membrana lo que disipa su potencial esto hace que la bacteria
pierdan su capacidad de motilidad, transporte de membrana y sintesis de ATP,
haciéndolas mas vulnerables al ataque inmunolégico y potenciando a los
antibidticos. Aunque el mecanismo de accion del propéleo ha sido identificado
con algunas de sus componentes, es mucho lo que falta por investigar asi que cada
una de sus propiedades se consideran como el resultado de una sinergia de todos

sus componentes.

2.2.5.5. DOSIS

La dosis terapéutica segura del propéleo en humanos para uso oral es de 5 mg/kg
de peso/dia. Para uso externo, se puede administrar ad libitum (a placer).No se

han encontrado contraindicaciones.®

2.2.5.6. EFECTOS ADVERSOS.

Las reacciones adversas a la aplicacion local de propoleo son escasas y se refieren

generalmente a reacciones alérgicas de hipersensibilidad de tipo dermatitis de
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contacto. Se han descrito hasta la fecha un total de 250 casos de alergias por
dermatitis de contacto al propdleos. Los reportes generalmente se describen con
dermatitis en las zonas palmares y dedos, correspondiente a la manipulacion de
partes de la colmena que contienen propoleo, o bien, se han visto reacciones
alérgicas en la mucosa oral, mucositis orales agudas con ulceraciones, debido a la

ingesta de grageas o gotas de propoleo.*

Existen criterios que consideran que el propoleo presenta actividad antialérgica y
no debe ser considerado como alérgeno ya que es el flavonoide quercitina el
agente que impide la desgranulacion del mastocito y la reaccion alérgica la
atribuyen a los vehiculos o sustancias con las que mezclan el propdleo, aunque no

se debe descartar la presencia de restos del alérgeno apitoxina en el prop6leo.?’

2.25.7. USOS EN ODONTOLOGIA

Entre las aplicaciones que tiene en la especialidad de Maxilo Facial in vivo los
propoleos Cubanos han sido usados a manera de colutorios dos veces al dia con
un porcentaje de éxito, en pacientes con gingivitis 96%, Alveolitis post extraccion
100%, 20 estomatitis subprotesica palatina grado Il (crio aplicaciéon y
electroexéresis) 100% en 24 horas, estomatitis 100%, también la aplicacion de

crema como cicatrizante con 50% de éxito.?’

En relacion (Farré, Sanchez, & Frasquet, 2004) citando a Giamalia I, Steinberg D,
Grobler S, Gedalia 1. (1999) menciond un dato interesante y es que en estudios in
vitro es remineralizante del esmalte dentario ya que incrementan
significativamente el valor del test de dureza de Vickers, también el mismo autor
refirig, citando a Bankova V. (2000), Santos F.A.et al. (2002), Koo H. et al. (2002)
y (Koo, y otros, 1999), su uso como anestésico local también para tratar la
periodontitis bacteriana, asi como inhibidor de la glucosiltranferasa del S. sanguis

y S. mutans, ademas que existe mayor actividad contra el género Actynomices.?

De la cruz M. realizd un estudio de la actividad micotica del extracto etanélico del
Propoleo frente a la candida albicans donde observo que la actividad del Propdleo

a concentraciones elevadas tenia mejores resultados siendo la concentracion al
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100% la de mayor efecto antimicOtico presento, pero este no fue superior al

medicamento sintético nistatina utilizada como referencia.™®

2.3.  HIPOTESIS

“Dado que a mayor concentracion del extracto etandlico de Propdleo, tendra
mayor efecto inhibitorio sobre los microorganismos que colonizan la cavidad oral
de pacientes adultos que acuden a la Clinica Odontolégica UNA Puno —2016”

24. OBJETIVOS

24.1. OBJETIVO GENERAL

-Determinar el efecto inhibitorio del extracto de Propoleo sobre los
microorganismos de Streptococcus mutans y Candida albicans que colonizan
la cavidad oral de pacientes adultos de la Clinica Odontolégica, UNA Puno -
2016.

2.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de propéleo a las

concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100 % frente a Streptococcus mutans.

2. Determinar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de propdéleo a las

concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100 % frente a Candida albicans.

3. Comparar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de propdleo entre

Streptococcus mutans y Candida albicans a las diferentes concentraciones.
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDIO

Esta investigacion fue experimental, racional, de tipo prospectivo, con grupo
control, transversal, y comparativo, orientada hacia la evaluacién del
comportamiento de Streptococcus mutans y Candida albicans bajo diferentes
concentraciones del extracto de Propo6leo. Empleando un tipo de muestreo no

probabilistico por conveniencia.

3.2.  POBLACION Y MUESTRA DE INVESTIGACION.

POBLACION: La poblacién estuvo conformada por 40 pacientes con caries
activa y portadores de protesis dentales, que acudieron a la clinica Odontolégica

de la UNA- Puno que cumplen los criterios de inclusion y exclusion.

MUESTRA: La muestra fue seleccionada por conveniencia en grupos de 5
pacientes hasta identificar los microorganismos de Streptococcus mutans y

Candida albicans

Criterios De Inclusidn

- Pacientes con alto indice de caries.
- Pacientes con caries profunda.
- Pacientes que no hayan tenido una limpieza dental por 3 dias.

- Pacientes portadores de protesis.

Criterios de Exclusion:

- Pacientes que estaban bajo tratamiento farmacoldgico hace 15 dias.
- Pacientes bajo tratamiento con colutorios y/o geles de clorhexidina u otro
antiseptico bucal, o fldor.

- Pacientes que consumian goma de mascar cuatro 0 mas dias a la semana.
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3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.
FORMA | ESCALA
NATURALEZA
DIMENSIO DE DE
VARIABLE DE LA INDICADOR
NES MEDICI MEDICI
VARIABLE . |
ON ON
INDEPENDI | -Inhibir el -Diferentes -Directa -Razoén -Concentracion
ENTE desarrolloy | concentraciones (25%, del  extracto
-Efecto crecimiento del extracto de 50%, 75%, | etandlico  de
antibacterian | de Propoleo 100%) Propoleo
0 microorganis
del extracto de | mos
Propdleo evaluados
DEPENDIEN | - -Cualitativa -Directa -Ordinal | -Halos de
TE Concentracio inhibicién del
-Streptococcus | n minima crecimiento
mutans Inhibitoria microbiano
-Candida medido en
albicans milimetros de
diametro.
3.4. INSTRUMENTOS

Se utilizara como instrumento para la recoleccion de datos:

FICHA 1: “FICHA CLINICA DE SELECCION”. Donde solo los pacientes ya

seleccionados donantes de la muestra, consignan datos, antecedentes personales.
(Anexo 1)B
FICHA 2: “CONSENTIMIENTO INFORMADO?”. Importante ya que en este

documento el paciente da su consentimiento y se compromete a cumplir lo

indicado en dicho documento. (Anexo 2)*
FICHA 3: “FICHA DE APLICACION” Elaborado por el investigador, donde los

datos obtenidos en laboratorio seran registrados, todos estos de manera codificada.

(Anexo 10)*3
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35. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS.

La recoleccion de datos estuvo a cargo de los investigadores, segun los criterios
de inclusion y exclusion, realizando previamente las coordinaciones con el
Biodlogo a cargo del laboratorio ORION. Las técnicas empleadas fueron con la
supervision y control continuo por parte del director de tesis y Bidlogo del

Proyecto de Investigacion.

A. OBTENCION Y PREPARACION DE LA SOLUCION ETANOLICA
DE PROPOLEO

Recoleccion e identificacion del Propoéleo:

Se realiz6 en las colmenas del bosque de la provincia de Sandia, departamento
Puno, ubicada a una altitud de 2950 msnm, cuya foresta proporcionan fuente
principal de resina a partir de las cuales las abejas elaboran el Propodleo.

Las abejas que residen en estas colmenas son del genero Apis Mellifera y la
recoleccion fue mediante la “técnica del raspado” (con espatula).

Se almacend el Propoleo en bolsas oscuras, para que no pierda sus propiedades.

Figura N° 2 Panal de Abejas
Fuente: Investigacién
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Traslado al laboratorio:

Colocados de manera conjunta en bolsas oscuras alejados de la luz, se transportd
hacia el laboratorio ORION.

Seleccion y/o eliminacidn de impurezas:

La materia prima debe estar libre de impurezas burdas (astillas, extremidades,

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

Congelado:
Se congeld la masa de Propoleo a temperatura de -20 A -40 °C por 48 horas.

Pesado del Propdleo:

Se peso la cantidad necesaria de Propdleo para obtener el extracto puro.

Figura N° 3 Pesaje de los 100 mg del Prop6leo
Fuente: investigacion

Maceracién del Propéleo:

Se colocd en matraz de 1000 ml la cantidad de 100mg de propoleo y 100ml de
alcohol posteriormente bien cubierto con papel aluminio en un lugar seco y fresco,
alejado de la luz, durante un periodo de 15 dias, agitandolos varias veces en el

dia.t®
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Figura N° 4 Mezcla del Prop6leo y alcohol
Fuente: investigacion

Figura N° 5 Envoltura del matraz con papel aluminio.
Fuente: Investigacion

Filtrado:

Terminado el proceso de maceracion, la solucion etandlico sobrenadante se
decanta cuidadosamente y se filtrd previamente a través de papel de filtracion
rapida. Se somete a temperatura de refrigeracion durante 24 h y se procedio a la

filtracion final con papel de filtracion rapida, obteniéndose el EEP 100%.
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Figura N° 6 Maceracion del Prop6leo
por 15 dias
Fuente: Investigacion

Figura N° 7 Decantacién del Propdleo.
Fuente: Investigacion

Figura N° 8 Filtracion con Papel Whatman
N° 04 del Propdleo
Fuente: Investigacion
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Elaboracion de las concentraciones del extracto de Propdleo:

Las concentraciones extracto de Propdleo se diluyeron en etanol de 96°.

CUADRO Np° 2. Concentraciones del extracto de propdleo

EXTRACTO
| ALCOHOL
CONCENTRACION ] DE
ETANOLICO )
PROPOLEO
100% 0 pl 100 i
75% 25 l 75 ul
50% 50 pl 50 pl
25% 75 ul 25 pl

100%

50% 75%

: — _-.'—

-
/ m
i .
{
’
I

Figura N° 9 Concentraciones del Extracto
de Propodleo
Fuente: Investigacion

B. OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

La recoleccion de muestras fue de pacientes adultos de la Clinica Odontoldgica
UNA- Puno, especificamente de la clinica de endodoncia, y de la clinica de
Protesis parcial y removible, que hayan cumplido los criterios de inclusion y

exclusion.
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1. Técnica de recolecciéon de datos.-

Una vez obtenido el “consentimiento Informado” Ficha N#2 (Anexo 2), se
procedio al llenado de la Ficha N°1, donde la técnica a realizar fue mediante la

entrevista con preguntas cerradas y el examen clinico (Odontograma).

2. Procedimiento de recoleccidon de muestra de saliva.-

Se solicitd que depositen saliva dentro de un recipiente estéril, cada recipiente se
rotuld con el nimero de muestra. Las muestras de saliva obtenidas de esta manera
se trasladaron refrigeradas al laboratorio ORION (4°C), para su inmediato

procesamiento microbioldgico. Se dio 30 min. Para el traslado.

Figura N° 10 Recoleccion de la muestra
de saliva.
Fuente: Investigacion.

3. Procedimiento de recoleccidon de muestra de dentina infectada

La muestra de dentina infectada se tomo de pacientes, previa autorizacion y firma
del consentimiento informado. La muestra se extrajo con una cureta de dentina N°
57 estéril y se coloc6 en medio de transporte de biolitos, y se mantuvo refrigerado

hasta su llegada al laboratorio donde se procedi6 a su cultivo e identificacion.
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Figura N° 11 Recoleccion de la muestra de dentina.
Fuente: Investigacion.

C. AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE Streptococcus mutans y Candida
albicans.

Siembra de la muestra salival y dentina infectada sobre Agar Sangre

Desarrollo

1. Se desinfectd la zona de trabajo con alcohol y una gasa.

2. Se dividio la caja petri en cuadrantes.

3. Dentro de la zona de seguridad y con la ayuda de una micropipeta se tomé 20
ul de la muestra salival y dentina infectada y se colocd en el cuadrante I, 11,
I, V.

4. Se esper0 a que la muestra salival y dentina infectada colocada sobre el Agar
neutro.

5. Se coloco las cajas petri en la jarra de anaerobiosis improvisada por un frasco
de vidrio, un vaso con 10 ml de agua con bicarbonato de sodio, acido citrico
y acido acetil salicilico ademads de una vela encendida, se cierra
herméticamente el frasco y se coloca en la estufa de cultivo durante 24 horas
a 37°C.

6. Después de incubar durante 24 horas se sacaron de la jarra improvisada de
anaerobiosis las cajas petri y se contaron las colonias formadas.
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7. Una vez que se han contado las colonias nuevamente se colocaron dentro de
la estufa de cultivos durante 24 horas a 37 °C.
8. Después de cumplir las 24 horas en condiciones de aerobiosis se volvio a

contar las colonias de Streptococcus mutans y Candida albicans.

Siembra de Streptococcus mutans en agar sangre

1. Enuna lamina porta objeto se coloc6 una gota de solucién salina.

2. Mediante una asa de colle se obtuvo una porcién de colonia del cultivo de
agar sangre y se homogenizo en la gota de solucién salina donde despueés se
dejo secar al medio ambiente.

3. Se afiadio colorante cristal violeta durante un minuto luego se lavo a chorro
de agua suave, se afiadio lugol y se esperé un minuto

4. Se afiadié colorante alcohol acetona durante un minuto luego se lavo a
chorro de agua suave, se afiadié lugol y se esperé un minuto.

5. Se afiadi6 colorante safranina durante un minuto luego se lavé a chorro de
agua suave, se afiadio lugol y se esperd un minuto para dejarlo secar a
temperatura ambiente.

6. Se Observo al microscopio con objetivo de inmersion

7. Se visualizaron cocos de color rojizo el cual nos dio la confirmacion de

cadenas Gram positivos.

Figura N° 12 Siembra del S. Mutans en Agar sangre.
Fuente: Investigacién
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Siembra de Candida albicans en Agar Sabouraud Dextrosa

1. Sesembro en agar Sabouraud Dextrosa y se observo el crecimiento de 24 a
48 horas.'*

2. Obtenido el crecimiento del hongo, se procedid a su identificacion
morfolégica celular, mediante las técnicas de observacién microscépica y
mediante el uso de tinta china la cual se identificd y conservo hasta su

procesamiento.

Figura N° 13 Siembra del candida albicans en Agar sangre.
Fuente: Investigacion

D. PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

1. Se obtuvieron discos a partir de papel filtro Whatman N° 4 con 6 mm de

didmetro con un perforador y se colocaron en frascos estériles.

Figura N° 14 Discos de sensibilidad.
Fuente: Investigacion
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2. Los discos se empaparon con 20 ul del extracto de Propdleo preparados a
diferentes concentraciones (100 mg/ml, 75 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml),
luego se dejaron secar. Posteriormente se colocaron en placas Petri estériles
y diferenciaron las concentraciones de los discos de sensibilidad para evitar

confusiones.

Figura N° 15 Discos de sensibilidad con el extracto de Propdleo.
Fuente: Investigacion

3. Secoloco a T° ambiente y en un lugar seco hasta su uso.?

E. PRUEBA DE LA INHIBICION Streptococcus mutans Y Céndida

albicans
Método de difusion en agar segun Kirby Bauer

Fundamento:

Es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco. Un disco que tiene una
cantidad especifica de antimicrobiano, es aplicado a una superficie de agar
inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano difundi6 desde el disco al
medio de cultivo produciendo una zona de inhibicion en la cual una concentracion
critica de antimicrobiano inhibi6 el crecimiento bacteriano, la zona de inhibicion

fue medida y se relacioné inversamente con la concentracion minima inhibitoria.*2
Procedimiento:

1. Se preparo en medio agar Mueller hinton.
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Figura N° 16 Pesaje del agar Mueller hinton.
Fuente: Investigacién

Figura N° 17 Mezcla del agar con agua
destilada.
Fuente: Investigacion

Figura N° 18 Preparacion del agar Mueller
hinton.
Fuente: Investigacion
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2. Severti6 el medio en placas Petri estériles aproximadamente 25 ml por placa,
dejando endurecer y colocandolas en la incubadora por 24 horas.

Figura N° 19 Verter el agar en placas Petri.
Fuente: Investigacion

3. Una vez enfriado la placa, se procedio a inocular los microorganismos sobre

la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estirando con el hisopo.

Figura N° 20 Frotis de S. mutans en el agar
Mueller hinton.
Fuente: Investigacion

4. Se dejo6 secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos.
5. Luego se colocaron los discos de sensibilidad impregnados en extracto de
Propdleo en sus diferentes concentraciones.
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Figura N° 21 Colocacion de discos de sensibilidad
impregnados en extracto de Propdleo.
Fuente: Investigacion

6. Se colocaron las 40 placas Petri por especie a 37° C en la incubadora por 12

horas.

Figura N° 22 Placas Petri por especie con los discos de
sensibilidad
Fuente: Investigacion

3.6. CONSIDERACIONES ETICAS

-La confianza es la base de la investigacion ética. La dignidad y el bienestar de
los individuos que participan en la investigacion deben ser una preocupacion
central de cada persona involucrada en el proyecto de investigacion. La persona
que dirige la investigacion es Gltimamente responsable por la conducta de la
investigacion, el rendimiento del proyecto y la proteccion de los derechos y el
bienestar de los sujetos. El Institutional Review Boards (IRB) o Junta de

43
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Revision Institucional tiene la potestad para la aprobacién de investigaciones,
en caso que necesite ganar la aprobacion de IRB como parte de la evaluacion

de su comunidad.

-La informacién recolectada fue manejada de manera confidencial por el
investigador, asi como su publicacion y presentacion de datos se efectud en
forma andénima.

- Al ejecutar la presente investigacion se contd con la participacion voluntaria,
autorizada por escrito de los sujetos a estudio asi como su informacion
necesaria acerca de los fines, métodos, beneficios e incomodidades derivadas
de la investigacion. (ANEXO 2: “CONSENTIMIENTO INFORMADO”).

- En cuanto a lo social no se ocasiond ningun dafio epidemioldgico de los
participantes, puesto que los materiales clinicos utilizados son estériles y
desechables con lo cual se aseguro el bienestar de los participantes sin ninguna

injuria por parte de los investigadores.

3.7. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Prueba de ANOVA

Se procedio al plan de analisis de datos de acuerdo a la secuencia:

1.- Una vez elaborada la base de datos codificada se hizo los andlisis, cruces de
variables y pruebas estadisticas.

2.- La informacion recolectada se procesd mediante el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) version en espafiol de Windows.
Utilizando ademéds una hoja de célculo de Microsoft Excel 2007 para la
representacion grafica correspondiente.

La prueba estadistica ANOVA, es el analisis de varianza que nos ayuda a
determinar diferencias significativas de una misma solucion a diferentes
concentraciones.

La representacion grafica fue expresada en graficos de lineas, mientras que el
analisis de datos se presentd en tablas en forma numeérica y porcentual de acuerdo

a las variables de estudio.
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3.8. AMBITO GENERAL DE ESTUDIO

El departamento de Puno estd situado en el sureste del pais y comprende
principalmente territorios de sierra en la meseta del Collao, asi como una
importante porcion de selva y yungas al norte. Su ubicacion geogréfica es: latitud
sur: 16° 00’ 35” y longitud oeste: entre los meridianos 71° 06° 57 y 68° 48” 46”.
Limita por el sur con Tacna, por el este con la Republica de Bolivia, y por el oeste
con Cusco, Arequipa y Moguegua. La region Puno se encuentra en el altiplano,
entre los 3812 y 5500 metros sobre el nivel del mar, y entre la ceja de selva y la
selva alta, entre los 4200 y 500 metros sobre el nivel del mar. Su capital, Puno,
esta ubicada a orillas del lago Titicaca.®® El clima de Puno es frio, moderadamente
lluvioso y con amplitud térmica moderada. La media anual de temperatura
méaximay minima es 14.4°C y 2.7°C, respectivamente. La temperatura promedio

es de 8°C, alcanzado una maxima de 15°C y una minima de 1°C, en el invierno.®®

Figura N° 23 Mapa de Puno
Fuente: Investigacion.

3.9. AMBITO ESPECIFICO

La Escuela Profesional de Odontologia es una unidad académica de la Facultad
de Ciencias de la Salud que desempefia actividades educativas del area de la Salud

Médica Odontoldgica. Que se ubica dentro de la Universidad Nacional del
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Altiplano Puno. Ofrece una formacion académica en una variedad de
especialidades, dirigidas por una plana docente de calidad y comprometidos con
la educacion universitaria.

By
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Figura N° 24 Clinica odontoldgica de la UNA
Fuente: Investigacion.

3.10. MATERIALES

A. RECURSOS HUMANOS:
- Director:
Dr. Jorge Luis Mercado Portal
- Nombre de los tesistas:
Bach. Ramirez Arenas Tania
Bach. Vilcapaza Condori Mayda Nidia
- Gerente del laboratorio ORION:
Blgo. Flores Reategui Herbert

- Estadista:

Ing. William Paucarmayta

B. RECURSOS MATERIALES:

Materiales de escritorio
- Historia clinica dental
- Utiles de escritorio

- Anillados N° 5

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
Altiplano

- Impresiones de borrador

Equipos

- Laptop Toshiba

- Cémara fotogréfica Sony
- Impresora Epson 450

- Estufa de cultivo

- Microscopio Revelation 3

- Cocina eléctrica Morilla

Instrumentales de examen odontologico:
- Espejos bucales N° 5 Economy

- Exploradores bucales Sahona

- Cureta de dentina N° 57 Maylefer

- Cajas metalicas

- Guantes Safary

- Mascarillas

- Vasos descartables

- Campos descartable

- Algodon

Materiales de laboratorio para el procesado del Propoleo.
- Matraz Pirex

- Probetas Pirex

- Cocina eléctrica Morilla

- Alcohol al 96%

Materiales de laboratorio microbioldgico.

- Tubos de ensayo 2 y 5 ml con tapa rosca Pirex.
- Vasos de precipitados de 150 y 200 ml Pirex.

- Placas petri Pyrex

- Asa de siembra

- Pipetas de 1.5y 10 ml Dragon Lab

- Matraces Erlenmeyer de 125, 250,500 ml Pirex.
- Probetas de 25, 100 y 250 ml Pirex.
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- Gradillas

- Embudos Pirex

- Pinza porta Discos Economy
- Micropipeta calibrada.

- Laminas portaobjetos

- Hisopo.

Medios de cultivo

- Medios de cultivo de aislamiento: Agar universal
- Agar Mueller Hinton

- Agar Sabourand

Sistema generador de Anaerobios

- Jarras para anaerobiosis.

Reactivos
- Agua destilada
- Alcohol 96%

- Solucién Fisioldgica al 0.9%.
C. RECURSO INSTITUCIONAL.:
- Universidad Nacional del Altiplano —Puno

- Clinica Odontoldgica de la U.N.A
- Laboratorio ORION Puno.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADO

TABLAN°1

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A LAS
CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Streptococcus
mutans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS
DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO - 2016

Antibittico
Clorhexidina  Propdleo Propdleo Propdleo  Propoleo Total
25% 50% 75% 100%
Tamafio de 6 0 10 0 0 0 10
halo ,0% 5,0% ,0% ,0% ,0% 5,0%
Streptococcus 8 0 30 0 0 0 30
mutans ,0% 15,0% ,0% ,0% ,0% 15,0%
10 0 0 30 15 0 45
,0% ,0% 15,0% 7,5% ,0% 22,5%
12 0 0 10 16 0 26
,0% ,0% 5,0% 8,0% ,0% 13,0%
14 0 0 0 9 35 44
,0% ,0% ,0% 4,5% 17,5% 22,0%
16 3 0 0 0 5 8
1,5% ,0% ,0% ,0% 2,5% 4,0%
18 37 0 0 0 0 37
18,5% ,0% ,0% ,0% ,0% 18,5%
Total 40 40 40 40 40 200
20,0% 20,0% 20,0% 20,0% 20,0% 100,0%
Fuente: Los investigadores F.=659.627, gl =4, Sig. 0.000

Interpretacion:

Como puede observarse, los puntos que representan a las medias de cada grupo
aparecen dispersos a diferentes niveles; sobre todo la media del grupo control
clorhexidina donde tuvo una media de halos de inhibicion de 17.85 mm. Las
medias de cada poblacién son distintas, para el propdleo de 25%, 50%, 75%, y
100% las medias de halo de inhibicion fueron de 7,5 mm, 10,5 mm, 11,7 mm y
14,25mm respectivamente, el grafico, por tanto, sugiere cinco poblaciones con
distintas medias.

La prueba estadistica de F.=659.627, con P =0.000 < a 0.05 nos sefiala que
el resultado es significativo, y por lo tanto concluimos que las medias de las

poblaciones son distintas.
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GRAFICON°1

MEDIAS DE TAMARNO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO A LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A
Streptococcus mutans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN
PACIENTES ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO —
2016

17,571

1577

12,57

107

Media de Tamaiio de halo Streptococcus mutans

T T T T T
Clorhexiclina Propoleo 25% Propoleo 50% Propoleo 75% Propoleo 100%

Antibiotico
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CUADRO N° 3

TAMANO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A
LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Streptococcus
mutans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS
DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO - 2016
(Pruebas Post Hoc)

HSD de Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Antibidtico N

1 2 3 4 5
Propo6leo 25% | 40 | 7,50
Prop6leo 50% | 40 10,50
Propdleo 75% | 40 11,70
Propoleo 100% | 40 14,25
Clorhexidina | 40 17,85
Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Fuente: Los investigadores.
Interpretacion:

Una vez que se ha determinado que existen diferencias entre las medias, las
pruebas de rango post hoc y las comparaciones mdltiples por parejas permiten
determinar qué medias difieren. En la tabla 02 se aprecia las diferencias segun

Tukey en las medias de las poblaciones, siendo significativamente diferentes.
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TABLA N°2

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A LAS
CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Candida albicans
QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS DE LA
CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO - 2016

Antibidtico
Propoleo Propdleo

Propdleo Propoleo  Total

Fluconazol =~ ",p, 50% 75% 100%
6 0 38 23 4 0 65
0% 19,0%  115%  2,0% 0% 32,5%
8 0 2 15 22 0 39
0% 1,0% 7.5% 11,0% 0% 19,5%
Tamafio 10 O 0 2 12 10 24
de halo 0% 0% 1,0% 6,0% 5,0% 12,0%
Candida 12 0 0 0 2 23 25
albicans 0% 0% 0% 1,0% 115%  12,5%
14 0 0 0 0 7 7
0% 0% 0% 0% 3.5% 3.5%
16 40 0 0 0 0 40
20,0% 0% 0% 0% 0% 20,0%
Total 40 40 40 40 40 200
20,0% 200%  20,0%  20,0%  20,0%  100,0%

Fuente: Los investigadores.

Interpretacion:

F.=605.078,_gl = 4, Sig. 0.000

Como puede observarse, los puntos que representan a las medias de cada grupo

aparecen dispersos a diferentes niveles; sobre todo la media del grupo definido

por el factor Fluconazol donde tuvo una media de halos de inhibicion de 16 mm.

Las medias de cada poblacién son distintas, para el propdleo de 25%, 50%, 75%,

y 100% las medias de halo de inhibicion fueron de 6,10 mm, 6,95 mm, 8,6 mmy

11,85 mm respectivamente, el gréfico, por tanto, sugiere cinco poblaciones con

distintas medias.

La prueba estadistica de F.=938,881, con P =0.000 < a 0.05 nos sefiala que

el resultado es significativo, y por lo tanto concluimos que las medias de las

poblaciones son distintas.
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GRAFICO N° 2

MEDIAS DE TAMANO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO A LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A
Céandida albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES
ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO - 2016
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CUADRO N° 4

TAMANO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A
LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Candida
albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS
DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO -2016
(Pruebas Post Hoc)

HSD de Tukey?
itk £ Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Propoleo 25% 40 6,10
Propo6leo 50% 40 6,95
Propo6leo 75% 40 8,60
Propoleo 100% 40 11,85
Fluconazol 40 16,00
Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Fuente: Los investigadores.

Interpretacion:

Una vez que se ha determinado que existen diferencias entre las medias, las
pruebas de rango post hoc y las comparaciones mdltiples por parejas permiten
determinar qué medias difieren. En la tabla 04 se aprecia las diferencias segun

Tukey en las medias de las poblaciones, siendo significativamente diferentes.
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TABLAN°3

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A LAS
CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Streptococcus
mutans Y Céandida albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN

PACIENTES ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO -
2016

Antibiético
Clorhexi . . . ... Propéleo Propoleo Propéleo Propdleo
Propéleo Propoéleo Propoleo Propdleo 25% 50% 75%  100%

dina  Flucona o o o o
para zol para 25% 50% 75% | 100% para para para para Total

Streptoco Candida Cgr?(;ﬁia Cgsgﬁja Cgr?(;ﬁia Cgr?giiia Streptoc Streptoc Streptoc Streptoc
ccus  albicans OCCUS  OCCUS  OCCuS  OCCusS

albicans albicans albicans albicans

mutans mutans mutans mutans mutans
Tamafio 6 0 0 38 23 4 0 10 0 0 0 75
dehalo 0o 0% 95% 58% 1,0% ,0% 25% 0% 0% ,0% 18,8%
8 0 0 2 15 22 0 30 0 0 0 69
0% 0% 5% 38% 55% 0% 75% 0% 0% 0% 17,3%
10 0 0 0 2 2 10 0 30 15 0 69
0% 0% 0% 5% 30% 25% 0% 75% 38% 0% 17,3%
12 0 0 0 0 2 23 0 10 16 0 51
0% 0% 0% 0% 5% 58% 0% 25% 40% 0% 128%
14 0 0 0 0 0 7 0 0 9 34 50

,0% 0% 0% 0% 0% 18% ,0% 0% 23% 85% 125%
16 40 40 0 0 0 0 0 0 0 6 86
10,0% 10,0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% ,0% 15% 215%

Total 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 400
10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 100,0%
Fuente: Los investigadores. F c =543.636, gl =9, Sig. 0.000

Interpretacion:

Como puede observarse, los puntos que representan a las medias de cada grupo
aparecen dispersos a diferentes niveles; sobre todo la media del grupo definido
por los grupos control Clorhexidina y Fluconazol las cuales tienen 17,85 mm y
16,80 mm que representan los grupos con mayores halos de inhibicién. Las medias
de cada poblacién aparentan ser distintas, el propdleo a la concentracion del 100%
tuvo mayor efecto antibacteriano con un halo de inhibicion de 14,25 mm, mientras
que el propodleo al 100% tuvo menor efecto antifungico con un halo de inhibicion
de 11,85 mm. Concluyendo que el propoleo al 100% tiene mejores resultados con
las bacterias que con los hongos.

La prueba estadistica de F.=543.636, con P =0.000 < a 0.05 nos sefiala que
el resultado es significativo, y por lo tanto concluimos que las medias de las

poblaciones son distintas.
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GRAFICO N°3

MEDIAS DE TAMANO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE
PROPOLEO A LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A
Streptococcus mutans Y Candida albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD
ORAL EN PACIENTES ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA
PUNO - 2016
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CUADRO N°5

TAMANO DE HALO DE INHIBICION DEL EXTRACTO DE PROPOLEO A
LAS CONCENTRACION DE 25%, 50%, 75%, 100% FRENTE A Streptococcus
mutans Y Candida albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN
PACIENTES ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO -
2016
(Pruebas Post Hoc)

HSD de Tukey?
Antibiotico N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2] 3 4 5 6 7 8

Propo6leo 25% para Candida albicans |40 |6,10
Propoleo 50% para Candida albicans | 40 6,95

A 0,
Propoleo 25% para Streptococcus 40 750
mutans
Propo6leo 75% para Candida albicans | 40 8,60

A 0,
Propoleo 50% para Streptococcus 40 10,50
mutans

A 0,
Propoleo 75% para Streptococcus 40 11.70
mutans
Propoleo 100% para Candida albicans |40 11,85

A 0,
Propoleo 100% para Streptococcus 40 14.25
mutans
Fluconazol para Candida albicans 40 16,00
Clorhexidina para Streptococcus 40 17,85
mutans

Sig| |1,000/,285/1,000/1,000(1,000/1,000/1,000(1,000

Fuente: Los investigadores.

Interpretacion:

Una vez que se ha determinado que existen diferencias entre las medias, las
pruebas de rango post hoc y las comparaciones mdltiples por parejas permiten
determinar qué medias difieren. En la tabla 06 se aprecia las diferencias segln
Tukey en las medias de las poblaciones, a excepcion del sub grupo nimero 2,

numero 5. Siendo el resto diferentes.
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4.2. DISCUSION

El estudio de productos apicolas con fines terapéuticos en Odontologia se ha
incrementado en la actualidad, en su mayoria destinados a controlar o eliminar un
agente causal de la caries dental como es el Streptococcus mutans, y Candida
albicans como el primer agente causal de la candidiasis oral.

El propoleo es una sustancia compleja constituida por una gran variedad de
compuestos quimicos, su composicion no es estable y varia segun la fuente de
procedencia. Ademas una de las propiedades méas importantes del prop6leo es su
actividad antibacteriana, la cual se le atribuye fundamentalmente a los
flavonoides.!

Existen diversos métodos que permiten evaluar el efecto antibacteriano de los
extractos naturales. El mas utilizado es la técnica “difusion de agar” descrito por
diversos autores como Mayta y col. en el 2009 los cuales evaluaron la actividad
antibacteriana mediante el uso de discos de papel whatman, embebidos con el
extracto etandlico de propoleo, sobre la superficie bacteriana, para luego medir
los halos de inhibicién, concluyendo que el extracto etandlico de propédleo al 30%
tuvo mayor efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans con un halo de
inhibicion de 11,57 mm. Lo que difiere con los resultados obtenidos en esta
investigacion en la cual el extracto etandlico de prop6leo a la concentracion de
100% tuvo mayor efectividad antibacteriana con un halo de inhibicién de 14, 25

mm, por lo que existe diferencia significativa.

En el estudio de Jara R. (2014). Se comparo0 el efecto antibacteriano de cuatro
marcas comerciales de prop6leo y un extracto metandlico de Propdleo de
Oxapampa. El extracto metandlico de Propdleo elaborado en el laboratorio tiene
mayor actividad antibacteriana que los extractos comerciales frente a las cepas
Streptococcus mutans con una media de 33.15 mm. (10) Lo que difiere con nuestra
investigacion ya que se obtuvo un halo de inhibicion de 14,25 mm con la
concentracion maxima, puede ser que se deba al solvente utilizado que fue el
alcohol etilico en lugar de metilico. Otro factor el lugar de donde se extrajo el

propdleo, siendo este, un factor determinante en la composicion del propoleo.
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Por otra parte Bolla y col. en el 2012 compararon la eficacia de una pasta dental,
clorhexidina y propdleos como medicamentos de conducto radicular contra
Candida albicans. Se concluy6 que el Propéleo muestra una eficacia parcial
antifingica contra Candida albicans®. Los resultados son similares a nuestra
investigacion, encontrando como resultado una minima actividad antifungica.
Mientras que Garcia y col. en el 2014, determinaron que los Extracto EP al 20%
mostraron una inhibicion del crecimiento de C. albicans y al 30% y 40% tuvieron
actividad fungicida frente al C. albicans'®, también concuerda con la investigacion
de Leon y col. (2014) que evaluaron el efecto antifngico in vitro sobre el
crecimiento en candida albicans, candida glabrata y candida krusei, expuestas al
extracto etanélico de Oxapampa, con una concentracién minima inhibitoria de 12
mg/ml al 5, 10, 15, 20, 25 y 30 %, que presentaron inhibicion completa en el
crecimiento in vitro contra las cepas de Candida albicans, e inhibicion parcial en
el crecimiento de los otros tipos Candida. En nuestro estudio la concentracion
maxima de extracto de propdleo al 100% fue el que ejerci6 mayor efecto
antimicético frente a Candida albicans con un promedio de halo de inhibicion de

11.85 mm. Hallando una diferencia significativa.

Asi mismo al igual que la investigacion de De la Cruz (2013), donde indico que
la actividad antimicotica del extracto etandlico de Propdleo sobre el crecimiento
in vitro de Candida albicans fue aumentando conforme aumentaba la
concentracion siendo la concentracién del 100% la de mayor efecto antimicético,
pero este no fue superior al medicamento sintético Nistatina utilizado como
referencia.’® Se puede decir que se obtuvieron resultaros similares a las mismas
concentraciones del extracto etandlico de propoleo, presentando halos de
inhibicion desde la concentracion de 50% con un promedio de 6.95 mm, de 75%
un promedio de 8.60 mm de halos de inhibicion, llegando hasta la méaxima
concentracion de 100% con un promedio de halo de inhibicién de 11.85 mm, pero
no mayor a nuestra muestra de fluconazol con un halo de inhibicion promedio de

16 mm.

De esta manera, los resultados evidencian que el propdleo podria constituir,

después de mayores estudios, un agente importante en el control de la caries y de
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la candidiasis, que son las patologias bucales mas comunes, que se presentan en

la cavidad bucal de un adulto parcialmente desdentado.

Finalmente esta investigacion nos permite demostrar que debemos tener en cuenta
que la composicién quimica del propdleo es heterogénea y depende de la
vegetacion que predomina alrededor de la colmena, la estacion del afio, asi como
de su origen geografico. Y esta seria una de las causas que el Propoleo de las
colmenas de la provincia de Sandia departamento de Puno en Per(, tenga un rango
de inhibicion diferente a los extractos de propoleos de otros lugares como

Oxapampa, Trujillo, Lima hasta paises como India y Venezuela.
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V. CONCLUSIONES

Concluimos que:

1. Los extractos de Propdleo presentan un efecto inhibitorio sobre la cepa de
Streptococcus mutans y Candida albicans de modo que puede ser usado como

un agente en el control de la caries dental y candidiasis oral.

2. El extracto de propodleo en la concentracion de 25% y 50% posee un efecto
inhibitorio bajo frente a Streptococcus mutans, con un promedio en halos de
inhibicion de 7.5 mm y 10.5 mm respectivamente. Al 75% posee un efecto
inhibitorio mediano frente a Streptococcus mutans, con un promedio en halos
de inhibicion de 11.7 mm. Al 100% posee un efecto inhibitorio frente a
Streptococcus mutans, con un halo de inhibicién de 14,85 mm. Por lo tanto se
concluye que, a mayores concentraciones de extracto de propoleo, presenta
mejor efecto inhibitorio frente a Streptococcus mutans.

3. El extracto de propoleo en la concentracion de 25% y 50% posee un efecto
inhibitorio menor frente a Candida albicans, con un promedio de halos de
inhibicion de 6.1 mm y 6.95 mm respectivamente. Mientras que al 75% vy
100% posee un efecto inhibitorio mediano, con un promedio en halos de
inhibicidn de 8.6 mm y 11.85 mm respectivamente. Por lo tanto se concluye
que a mayores concentraciones de extracto de propéleo, presenta mejor efecto
inhibitorio frente a Candida albicans.

4. Comparando el efecto inhibitorio del propdleo entre Streptococcus mutans y
Candida albicans a las diferentes concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.
El extracto de propoleo presenta mayor efecto inhibitorio sobre el
Streptococcus mutans con un halo de inhibicion de 14.25 mm al 100%. En
cuanto al halo de inhibicién del propéleo frente a Candida albicans al 100%
fue de 11.85 mm. Demostrando asi que el extracto de propoleo tiene mayor

efecto antibacteriano que antifingico.
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VI. RECOMENDACIONES

1. A las personas relacionadas con el campo de la investigacion, se recomienda
que repitan y amplien esta experiencia, debido a que en el presente trabajo se
realizd in vitro y puedan aplicarlo directamente en personas o animales.(In

vivo) para la prevencion de caries dental y poder elaborar un producto.

2. Se deberia recomendar a los pacientes el uso de productos apicolas, como el

propdleo, ya que resulta efectivo, barato y de facil acceso.

3. Realizar estudios de investigacion con otros microorganismos especificos
tomados de pacientes que acudieran a la clinica estomatolédgica la UNA-Puno

y que sean causantes de afecciones medico estomatoldgicas.

4. Serecomienda tomar en cuenta los diferentes factores que tal vez puedan estar
interviniendo en el bajo efecto inhibitorio, y que en este presente trabajo no se

tuvieron en cuenta.

5. Alaescuela profesional de Odontologia, se le recomienda tomar en cuenta los
diferentes estudios realizados con las nuevas alternativas de la medicina

natural e incorporar en la curricula de estudios.
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ANEXO 01

Ficha Clinica de Seleccion
FECHA:
I. FILIACION
N[0T 171 o] £ SR Edad.......Sexo:...

IV. HIGIENE BUCAL

¢Cuéantas veces al dia cepillas tus dientes? 1 2 3 ninguna

¢Qué utilizas para limpiar tus dientes?
a) Cepillo dental b) pasta dental c) enjuague bucal d) hilo dental
e) palillos dentales f) solo agua @) bicarbonato h) ninguno

V. ODONTOGRAMA

HEE
BNED

[ 1]
[ 1]
[ 1]

86 & 98 9 Ve €€ <& It Wty ow 9oy W oW

Meesty)
Muees
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S0 €9 28 19 IS 76
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ANEXO N° 02

Consentimiento Informado

e identificado con D.N.I

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado, asi como he sido informado por las
estudiantes de la carrera profesional de Odontologia acerca del Trabajo de investigacion titulado
“Efecto Inhibitorio del Extracto de Propoéleo sobre los microorganismos de Streptococcus
Mutans y Candida Albicans que colonizan la cavidad oral en Puno- 2016 los mismos que
seran realizados en el laboratorio ORION, la cual va a consistir en una revision clinica de la
cavidad bucal y obtencion de muestra salival, no poniendo en riesgo la salud, cuyos datos

obtenidos seran consignados en la ficha de registro.

Se me ha informado de las ventajas y los beneficios que se va a obtener, realizandome preguntas
que considere oportunas, todas las cuales han sido absueltas y con respuestas que considero

suficiente y aceptables.
Tomo el compromiso de cumplir con las indicaciones que sefiale para la toma de muestras.

Por lo tanto en forma consiente y voluntaria doy mi consentimiento para formar parte de este
estudio.

Los datos obtenidos seran totalmente confidenciales.

Puno, Perd Fecha:

Firma de la Tesista Firma del Paciente
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ANEXO N° 03

LASORATORIO DE INVESTIGACION, ANALISIS ¥ DiacuosTICO CLinico |

Laboratorios “ORION"

Andlisis de Sangre, Orina, Heces, Microbloldgicos, Histopatoldgkos, ADN

Je. Uima N® 208 1l piso OF. 09 ** Movi $51395873 - RPC 851753481 TelFax 051351561 """"""""”“_‘"

W LaDOrAOS0MEApuNo biogspot com - helarry@hotmail com SeShariivne
Mfi“i31m|“wmﬁ1““mwos 0m7&“www1m“8m - 0001260600

M MG LR TN O M T MO S MRV €0 MO <M RIS T MM A <N MDA M GRS MO (M OO O AW O e RN

CONSTANCIA

HERBERT LARRY FLORES REATEGUI, GERENTE DEL LABORATORIO ORION

HACE CONSTAR QUE:

Las seforitas Bach. TANIA RAMIREZ ARENAS y MAYDA NIDIA VILCAPAZA CONDORI de |a Escuela
profesional de Odontologia de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, realizaron las pruebas
de laboratorio de su proyecto de investigacion titulado: ™ EFECTO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO
SOBRE LOS MICROORGANISMOS Streptococcus mutans Y Candida albicans QUE COLONIZAN
LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS DE LA CLINICA ODONTOLOGICA, UNA - PUNO -
2016" en este laberatorio ubicado en |a ciudad de Puno.

Se expide la presente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que creen por
conveniente.

Puno, octubre del 2016
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ANEXO N° 04

“Afo de la consolidacién del Mar de Grau”

SOLICITO: AUTORIZACION PARA OBTENER
MUESTRAS PARA NUESTRO PROYECTO DE
INVESTIGACION.

SENOR DIRECTOR DE ESTUDIOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Yo, Tania Ramirez Arenas, identificada con cédigo
de matricula N2 103407, Domiciliada en el Jr:
Miguel Iglesias N¢ 128. Yo Mayda Nidia Vilcapaza
Condori, Identificada con cédigo de matricula N2
083625, Domiciliada en el psj. Aruba N2 218.

Nos presentamos ante Ud. Y exponemos.

Que, al haber sido aprobado nuestro proyecto de investigacion, que titula “EFECTO
INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO SOBRE LOS MICROORGANISMOS DE Streptococcus
mutans Y Candida albicans QUE COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PERSONAS ADULTAS, PUNO -
2016", solicitamos la debida autorizacién para que realicemos la obtencién de muestras
de caries de dentina y saliva en personas adultas que acudan a la clinica odontoldgica de la

UNA-Puno.

Por lo Expuesto:
Consciente de su compromiso con la educacién, seguros estamos de poder contar con su
receptividad para fortalecer los procesos de formacién de los futuros profesionales de la

escuela profesional que usted dignamente dirige.

Atentamente:
o il
Tania Ramirez Arenas Mayda N. Vilcapaza Condori
Cod. N2103407 Cod. N2 083625
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ANEXO N°05

27 de Junio de 2016

COORDINADOR DE LA CLINICA ODONTOLOGICA UNA-PUNO.

Dr. Fernando Chavez Fernandez:

Quien suscribe, Tania Ramirez Arenas y Mayda Nidia Vilcapaza Condori, quienes
solicitaron autorizacion para la obtencion de muestras de caries de dentina y saliva de la
Clinica Odontoldgica para su Proyecto de investigacion titulado “Efecto inhibitorio del
extracto de propoleo sobre los microorganismo streptococcus mutans y candida
albicans que colonizan la cavidad oral de pacientes adultos que acuden a la clinica
odontolégica UNA- Puno, 20167, autorizo el permiso para que puedan utilizar nuestras

instalaciones para tal fin.

Por nuestra parte, en todos los casos en que hemos mantenido relaciéon con las tesistas

han cumplido fielmente las condiciones establecidas.

Confiamos en que esta respuesta les sea de utilidad para iniciar sus gestiones y

ejecucion

Atentamente,
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ANEXO N° 06

Preparacion de Extractos Etandlicos de Propoleo
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ANEXO N° 07

Extracto etandlico de propdleo en las a las concentraciones de

25%, 50%, 75%0, 100%.

L) Alcohol Extracto de
Concentracion ;| )
etanolico Propoleo
100% 0l 100 pl
75% 25 ul 75 ul
50% 50 pl 50 pl
25% 75 ul 25 ul
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ANEXO N° 08

Halos de inhibicidn de crecimiento de Streptococcus mutans a las
concentraciones de de 25%, 50%, 75%, 100%. De propoleo y control
positivo (X: Clorhexidina 0.12%) y negativo (B: Blanco).

6mm
Blanco

18 mm
control +
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ANEXO N° 09

Halos de inhibicién de crecimiento de Candida albicans a las
concentraciones de de 25%, 50%, 75%, 100%. De propoleo y control
positivo (X: Clorhexidina 0.12%) y negativo (B: Blanco).
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ANEXO N° 10

Matriz de Datos
STREPTOCOCCUS CANDIDA :
B 25 50 75 100 [lorhexicling B 25 50 75 100 Flumnm‘_
1 B 3 10 10 14 18 B B B 3 12 16!
2 i} 8 10 14 14 13 i} i} i} 8 12 lﬁi
3 B 3 10 12 14 13 B B 3 10 14 16:
L b b 10 12 14 18 b b b 8 12 16:
5 B B 10 10 14 13 B B 3 10 12 lﬁi
b b 8 12 12 14 18 b b 8 10 14 lﬂi
7 B 3 10 10 14 13 B B B 3 12 16:
8 i) 8 10 14 16 16 i) i) i) 8 12 16:
9 B 3 10 10 14 13 B B B 3 12 16;
10 i) 8 10 10 14 18 i) i) 8 8 10 16!
11 B B8 10 10 14 16 B B B8 10 12 lﬁi
12 i) 8 12 14 14 18 i) i) i) 8 10 16:
13 B B 10 12 14 18 B B B B8 10 16:
14 i) i) 10 12 14 18 i) i) i) i) 10 lﬁi
15 il il 10 10 14 13 il il il 8 12 lﬁi
16 i) 8 10 10 14 18 i) i) i) 8 12 16:
17 i} 8 10 12 16 18 i} i} i} i} 10 16:
18 i) 8 10 12 14 18 i) i) 8 10 14 16;
19 i} i} 10 12 14 18 i} i} i} 8 12 lﬁi
20 B 3 10 12 14 18 B B B 3 12 16:
21 il i) 12 10 14 18 ] il ] 12 lﬁi
22 il 8 10 12 14 18 il il B 10 10 lﬁi
23 il 8 10 10 16 16 il il B B 10 16:
24 il 8 10 14 14 18 il il il B 10 16:
25 il 8 10 10 14 18 il il il il 12 lﬁi
26 il 8 10 10 14 18 il il il B 12 lﬁi
27 il ] 12 10 14 18 il il il B 10 16:
28 il ] 10 14 14 18 il il il il 14 16:
29 il ] 10 12 14 18 il il il 10 12 16:
30 il 8 12 12 14 18 il il il B 12 16!
31 il 8 10 10 14 18 il il B B 12 lﬁi
32 il 8 10 10 14 18 il il B B 12 16:
33 il 8 10 12 14 18 il il il B 10 16:
34 il 8 12 14 16 18 il B3 10 12 14 lﬁi
35 il 8 12 14 16 18 il il B 10 12 lﬁi
36 il 8 12 12 14 18 il il B 10 12 16:
37 il 8 10 12 14 18 il il B 10 14 16:
38 il 8 10 12 14 18 il B3 10 12 14 16:
39 il 8 12 14 14 18 il il B 10 12 16!
40 il 8 12 14 14 18 il il B 10 12 lﬁi
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ANEXO N° 11

MATRIZ DE CONSISTENCIA

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO SOBRE LOS

MICROORGANISMOS Streptococcus

mutans

Y Candida albicans

QUE

COLONIZAN LA CAVIDAD ORAL EN PACIENTES ADULTOS DE LA
CLINICA ODONTOLOGICA, UNA PUNO - 2016

Problema Objetivos Hipdtesis  Variables  Metodologia
-Caries GENERAL Dado que a VARIABLE -Fue realizada en
dental Determinar el efecto mayor INDEPENDI la Clinica
inhibitorio del extracto concentraci6 ENTE odontoldgica
-Infecciones de Prop6leo sobre los ndelextracto -Efecto -Muestra de
micoticas microorganismos de etandlico de antibacteriano microorganismos
Streptococcus mutans y  Propoleo, del extracto de Streptococcus
-Elevado Candida albicans que tendrd mayor de Propdleo mutans y Candida
costo de colonizan la cavidad -efecto albicans
productos oral de pacientes adultos inhibitorio VARIABLE  -Investigacion de
farmacéutic  de la Clinica sobre los DEPENDIE tipo experimental,
0S Odontologica, UNA microorganis NTE racional, de tipo
Puno - 2016. mos que prospectivo,
-Mayor colonizan la - transversal,
acceso a ESPECIFICOS cavidad oral Streptococcus comparativoy
productos 1.- Determinar el efecto de pacientes mutans grupo control.
naturales inhibitorio del extracto adultos que -Candida -Procedimientos
etanolico de propoleo a acuden a la albicans Elaboracion del
las concentraciones de Clinica extracto etandlico
25%, 50%, 75%, 100 % Odontologic de propdleo a las
frente a Streptococcus a UNA Puno diferentes
mutans. - 2016 concentraciones

2.- Determinar el efecto
inhibitorio del extracto
etandlico de propdleo a
las concentraciones de
25%, 50%, 75%, 100 %
frente a  Candida
albicans.

3.- Comparar el efecto
inhibitorio del extracto
etanolico de propdleo
entre Streptococcus
mutans y Candida
albicans a las diferentes
concentraciones.

Aislamiento de
los
microorganismos
Siembra de
microorganismos
Pruebas de
sensibilidad
Obtencion de
halos de
inhibicion
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