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RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antibacte-
riano in vitro de un extracto etandlico de
propbleo a dos concentraciones frente
a Enterococcus faecalis ATCC: 29212 y
Fusobacterium nucleatum ATCC: 25586
con el paramonoclorofenol alcanforado
(PMCFA). Materiales y método: Se
incluyeron dos grupos de 15 placas Petri
con cepas activadas de Enterococcus
faecalis y Fusobacterium nucleatum.
Se elabor6 un extracto etandlico a
partir de propdleo (EEP), proveniente
de la provincia de Oxapampa (Peru), y
se diluyé a concentraciones del 20% y
el 30%. Se comparé su efecto antibac-
teriano frente al PMCFA, usando clor-
hexidina al 2% como control positivo y
agua destilada como control negativo;
mediante el método de Kirby-Bauer, en
un periodo de 7 dias para Fusobacterium
nucleatum 'y 24 y 48 horas para Entero-
coccus faecalis. Se realiz6 el andlisis
estadistico mediante el programa SPSS
version 21. Resultados: Frente a Entero-
coccus faecalis se obtuvieron halos de
10,32 mm, 14,23 mm y 9,10 mm a las

24 horas y halos de 11 mm, 14,96 mm y
8,94 mm a las 48 horas, para las concen-
traciones de EEP al 20%, el 30% vy el
PMCFA, respectivamente. Por su parte,
frente a Fusobacterium nucleatum, halos
de 18,89 mm, 23,177 mm y 13,50 mm
para las concentraciones al 20%, el 30%
y el PMCFA, respectivamente. Conclu-
siones: El extracto etandlico elaborado a
partir de propdleo de Oxapampa mostrd
efecto antibacteriano a una concentra-
cion del 20% vy el 30%, que fue signifi-
cativamente mayor al del PMCFA, frente
a cepas activadas de Enterococcus
faecalis y Fusobacterium nucleatum.

Palabras clave: extracto etandlico,
propdleo, paramonoclorofenol alcanfo-
rado, Enterococcus faecalis, Fusobacte-
rium nucleatum

ABSTRACT

Objective: To compare the antibacterial
effect of two concentrations of an etha-
nolic extract of propolis (EEP) with that
of camphorated paramonochlorophenol
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(CPMC) in Enterococcus faecalis ATCC:
29212 and Fusobacterium nucleatum
ATCC: 25586. Material and methods:
Two groups of 15 petri plates each, contai-
ning activated strains of Enterococcus
faecalis and Fusobacterium nucleatum
were included in the study. The EEP was
prepared using Peruvian propolis from
the province of Oxapampa diluted to 20%
and 30% of the original concentration.
The antibacterial effect of both extracts
was compared to CPMC using the Kirby-
Bauer disk diffusion method of 07 days
for Fusobacterium nucleatum and 24
and 48 hours for Enterococcus faecalis.
Statistical analysis was performed using
the SPSS program version 21. Results:
Inhibitory diameters of 10.32 mm for 20%
EEP, 14.23 mm for 30% EEP and 9.10
mm for CPMC were obtained for Ente-
rococcus faecalis at 24 hours, being 11
mm for 20% EEP, 14.96 mm for 30% EEP
and 8.94 mm for CPMC at 48 hours. For
Fusobacterium nucleatum, the inhibitory
diameters were 18.89 mm for 20% EEP,
23.17 mm for 30% EEP and 13.50 mm
for CPMC at 7 days. Conclusions: The
EEP elaborated from Oxapampa Propolis
showed antibacterial effects at concen-
trations of 20% and 30%, which were
significantly higher than those of CPMC
in activated strains of Enterococcus
faecalis and Fusobacterium nucleatum.

Keywords: ethanolic extract, propolis,
camphorated  paramonochlorophenol,
Enterococcus faecalis, Fusobacterium
nucleatum

INTRODUCCION

El sistema de conductos radiculares y el
tejido pulpar presentan caracteristicas
especificas en cuanto a su anatomia e
histologia, lo que establece la necesidad
de un complejo proceso para el trata-
miento de sus patologias ('?). A pesar
de que los avances tecnoldgicos nos
permiten una conformacién cercana

a los objetivos biolégicos ideales de
asepsia, asi como la determinaciéon mas
exacta de limites y la localizacién de
conductos accesorios, la complejidad
real del sistema de conductos deter-
mina la potencial remanencia de tejido y
componentes bacterianos una vez finali-
zado el tratamiento endodoéntico (24).

Diversos estudios han determinado la
prevalencia de bacterias anaerobias
estrictas y facultativas en infecciones
periapicales y pulpas no vitales (587);
de modo que, en estos casos, luego de
realizada la adecuada conformacién e
irrigacion del conducto radicular, estas
bacterias pueden persistir dentro de los
tubulos dentinarios y de las multiples
ramificaciones del sistema de conductos
(*). En tal sentido, se ha comprobado la
presencia del Enterococcus faecalis en
numerosas infecciones endododnticas,
ademas de su alta patogenicidad (°%); asi
como la presencia del Fusobacterium
nucleatum, que evidencia un alto poder
de coagregacion dentro del biofilm endo-
dontico (57).

Actualmente, se investigan alternativas
para la medicacion intraconducto, que
contemplan elementos sintetizados en
laboratorio y sustancias obtenidas a
partir de productos naturales (¢'). Dentro
de ellas esta el propolis o propdéleo, una
sustancia resinosa y pegajosa, de color
verde pardo, castafio o negro, y de sabor
acre, que es elaborado por la abeja Apis
mellifera mediante exudados vegetales
mezclados con sustancias salivales
propias de las abejas y con los balsamos
procedentes del polen, cuya funcion en
la colmena es la de sellarla hermética-
mente e impedir infecciones en ella (213).

Al propdleo se le atribuyen propiedades
antibacterianas, antivirales, antifun-
gicas, antioxidantes, antiinflamatorias,
cicatrizantes, anestésicas, antitumo-
rales e inmunomoduladoras ('?'%). En
cuanto a su actividad antimicrobiana,
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el mecanismo de accién del propdleo
es complejo y se atribuye a la sinergia
entre los elementos que lo componen,
como flavonoides, acidos grasos, acidos
aromaticos,  ésteres, hidroxiacidos,
sesquiterpenos y otros compuestos
fendlicos ('2'%). Por otra parte, es capaz
de inhibir la sintesis de mediadores del
proceso de inflamacién, como las pros-
taglandinas y leucotrienos, asi como
de promover la actividad fagocitica ('2).
Igualmente, estudios sugieren que es
capaz de suprimir la via de la lipooxige-
nasa del acido araquiddnico (49).

Diversas investigaciones evidencian
que el propdleo presenta caracteristicas
particulares de acuerdo con la ubicacién
geografica de su origen, relacionadas
con la flora y condiciones climaticas, lo
que determina su capacidad antibacte-
riana y alta biocompatibilidad (*>'¢). En el
caso de los propdleos provenientes del
Peru, se ha probado que aquellos reco-
lectados en la provincia de Oxapampa,
departamento de Pasco, cumplen con
estandares internacionales de calidad
y evidencian mejores propiedades que
los procedentes de otras zonas ('2). Aun
asi, el potencial especifico del propdleo
peruano permanece falto de explora-
cion cientifica. Del mismo modo, aunque
la susceptibilidad de diversos géneros
bacterianos frente a esta sustancia ha
sido objeto de investigacion, los estudios
que incluyan bacterias endopatégenas
son todavia limitados, asi como aquellos
que comparen su efecto antibacteriano
con otras sustancias usadas con ese fin
en el campo endoddntico.

El propdsito del presente estudio fue
comparar la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de propdleo
de Oxapampa (Peru), en concentra-
ciones del 20% y el 30% con el paramo-
noclorofenol alcanforado frente a cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio experimental, in vitro, fue
realizado en el laboratorio de Micro-
biologia A201, ubicado en la Facultad
de Medicina Humana, en Sede Villa, a
cargo de la Coordinacion de Laborato-
rios de Ciencias Naturales de la Univer-
sidad Cientifica del Sur, en el periodo
de setiembre a diciembre de 2017, en 30
placas Petri que contenian las cepas acti-
vadas de Enterococcus faecalis ATCC
29212y Fusobacterium nucleatum ATCC
25586. Fue presentado para su revision
y aprobacion a la Comisién de Revision
de Aspectos Metodoldgicos y Eticos de
la carrera de Estomatologia de la Univer-
sidad Cientifica del Sur.

Se utiliz6 la formula de comparacion de
medias a un nivel de confianza del 95%
y con un margen de error del 5%, a partir
de los resultados de una prueba piloto.
Esto dio como resultado 15 placas Petri
para la prueba frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y 15 placas Petri
para la prueba frente a Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586. Los criterios de
inclusion fueron las cepas bacterianas
reactivadas y debidamente identificadas
mediante tincion Gram, mientras que los
criterios de exclusion fueron las cepas
contaminadas con otras bacterias u
hongos.

Las sustancias experimentales usadas
fueron el extracto etandlico de propdleo
(EEP) al 20% y al 30%, que se comparod
con el paramonoclorofenol alcanforado
(PMCFA), y se us6 como control positivo
la clorhexidina al 2% y el agua destilada
como control negativo.

Los EEP se elaboraron a partir del
propdleo recolectado en su estado
natural de los apiarios ubicados en la
provincia peruana de Oxapampa. La
recoleccion se llevd a cabo empleando
el método técnico, que usa una parrilla
de plastico y bajas temperaturas, lo que
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reduce al minimo el contacto con poten-
ciales contaminantes. Posteriormente, se
procedio al envasado de la muestra en
una bolsa atdxica, dentro de un frasco de
tapa hermética y cubierto de la luz.

Para la elaboracion de los extractos, el
propodleo se sometié a 7 °C por 24 horas;
luego, se cortd en trozos pequenos que
se extendieron sobre una mesa y se
selecciond aquellos que no presentaron
impurezas, para triturarlos en un mortero
de porcelana. Una vez pulverizados, se
maceraron 100 g del polvo de propdleo
obtenido en 200 ml de etanol al 100%,
a 37 °C, durante 8 dias. Posteriormente,
se filtrd la solucién con papel Whatman
n.” 60 y se la sometié al rotavapor a
40 °C, para extraer el etanol. Terminado
el proceso, se colocd el extracto en un
frasco ambar y se enrasé a 200 ml con
etanol al 100%.

La solucién obtenida se dividié en dos
frascos con 100 ml de extracto al 50%
de concentracion de propodleo, a los
que se les agregd 150 ml y 70 ml de
etanol al 100%, respectivamente, con
el fin de obtener un extracto etandlico al
20% y otro al 30% de concentracion de
propodleo. Todo este proceso se llevd a
cabo en el Laboratorio de Investigacion
de Productos Naturales de la UPCH.
Una vez alcanzadas las concentra-
ciones deseadas, los extractos fueron
llevados al Centro de Control Analitico
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la UNMSM, donde se les sometio al
analisis UV-VIS, que registré una concen-
tracion de flavonoides de 11,27 mg/ml y
21,509mg/ml para los extractos al 20% y
el 30%, respectivamente.

Las cepas bacterianas de Enferococcus
faecalis ATCC 29212 y Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 se retiraron
las cepas del vial en el que estaban
contenidas y se procedid a su activa-
cion. Mediante el hisopo del vial, se
llevd las cepas hidratadas a las placas

Petri con agar previamente preparadas;
luego, usando un asa de siembra este-
rilizada, se desplazd el indculo en forma
de estrias. En el caso de Enterococcus
faecalis se utilizd el agar bilis esculina,
mientras que para el Fusobacterium
nucleatum se uso el agar Schaedler enri-
quecido con vitamina K.

Las placas que contenian Enterococcus
faecalis fueron selladas y llevadas a
incubacion por un periodo de 24 horas a
37 °C. Por otro lado, las placas que conte-
nian Fusobacterium nucleatum fueron
selladas y llevadas a una jarra de anae-
robiosis, junto con un sobre generador
y un sachet indicador de anaerobiosis,
para despueés cerrar la jarra hermética-
mente, cubrirla de la luz y llevarla a la
incubadora por un periodo de 7 dias a
37 °C (incubadora digital de 50 L de
capacidad, marca Shel Lab).

Luego de las 24 horas de incubacion,
se realizé la prueba de tincion Gram
para comprobar el género bacteriano
deseado, tomandose un indculo de
las colonias aisladas de Enterococcus
faecalis. EI mismo procedimiento se
llevé a cabo con las colonias aisladas de
Fusobacterium nucleatum, después de
los 7 dias de incubacion.

Una vez activadas e identificadas, se
tomd un inéculo de cada cepa con un
hisopo estéril, para después sumergirlo
dentro de una suspension directa en
infusion cerebro corazén (BHI) ajustada
a la escala de Mc Farland 0,5. Luego, se
procedié con la siembra, desplazando
uniformemente el hisopo sobre el agar
con movimientos en forma de estrias.

En las placas sembradas con Entero-
coccus faecalis, se colocaron discos de
papel Whatman n.” 3 estériles, previa-
mente acondicionados a 6 mm de
diametro, embebidos en 60 ul de las
sustancias experimentales y control.
Las sustancias experimentales fueron
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un EEP al 30%, un EEP al 20% y para-
monoclorofenol alcanforado, mientras
que las sustancias control fueron clor-
hexidina al 2% y agua destilada. En
el caso de las placas sembradas con
Fusobacterium nucleatum, los discos
de papel fueron embebidos en 10 ul de
las mismas sustancias experimentales y
control. Una vez concluida la aplicacion
de los discos, se sellaron las placas y se
incubaron ambas cepas a 37 °C, por un
periodo de 24 horas en el caso de Ente-
rococcus faecalis y siete dias, en condi-
ciones de anaerobiosis y cubierta de la
luz, para el Fusobacterium nucleatum.
Todo el procedimiento se llevd a cabo
en el diametro de 60 cm de un mechero
Bunsen encendido y en un tiempo no
mayor a 5 minutos para cada placa.

La lectura de las placas que contenian
Enterococcus faecalis se realiz6 a las
24 y 48 horas de la incubacién (figuras
1y 2), mientras que la de las placas que

contenian Fusobacterium nucleatum se
realizé a los siete dias de la incubacion
(figura 3), mediante el registro en mili-
metros de los halos de inhibiciéon con un
calibrador Vernier.

El investigador principal fue capacitado
y calibrado en la medicion de halos de
inhibicion. El coeficiente de correlacion
interclase fue de 0,985.

Se realiz6 el analisis estadistico
mediante el programa SPSS version 21.
Se aplico la prueba de Kruskal Wallis y
Anova de un factor segun la presencia de
normalidad en los datos, para comparar
las soluciones experimentales con el
efecto antibacteriano que producen por
cada periodo en funcion al tamafo de los
halos de inhibicién, mientras que, para
comparar el efecto entre las soluciones
experimentales, se utilizaron las pruebas
U de Mann Whitney y HSD de Tukey.

Ficura 1. DERECHA: CRECIMIENTO DE HALOS DE INHIBICION A LAS 24 HORAS FRENTE A E. FAECALIS.
|ZQUIERDA: CRECIMIENTO DE HALOS DE INHIBICION A LAS 48 HORAS FRENTE A E. FaecaLis. E1: EEP 20%.
E2: EEP 30%. P: PMCFA. C: CHX 2%. A: AGUA DESTILADA.
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FicurA 2. DERECHA: CRECIMIENTO DE HALOS DE INHIBICION A LAS 24 HORAS FRENTE A E. FAECALIS.
|ZQUIERDA: CRECIMIENTO DE HALOS DE INHIBICION A LAS 48 HORAS FRENTE A E. FaEcaLIs. E1: EEP 20%.
E2: EEP 30%. P: PMCFA. C: CHX 2%. A: AGUA DESTILADA.

Ficura 3. CRECIMIENTO DE HALOS DE INHIBICION A LOS 7 DIAS FRENTE A F. NUcLEATUM. E1: EEP 20%.
E2: EEP 30%. P: PMCFA. C: CHX 2%. A: AGUA DESTILADA.

RESULTADOS

Pudo comprobarse el efecto antibacte-
riano de las sustancias experimentales
sobre el Enterococcus faecalis a las 24
horas. El EEP al 30% obtuvo halos de
inhibicién con una media de 14,23 mm,
lo que constituye un mayor efecto anti-
bacteriano que la concentracion al 20%
con halos de 10,32 mm y que el PMCFA
con 9,10 mm. Se muestra también que
el PMCFA exhibié los menores halos de
inhibicion: p = 0,000 (tabla 1).

Luego de 48 horas, se observd que el
EEP al 30% mantuvo mayor efecto anti-
bacteriano, con halos de 14,96 mm, mien-
tras que la concentracién al 20% mostrd
halos de 11,00 mm, lo que evidencia un
ligero aumento de la actividad antibacte-
riana de las sustancias experimentales
sobre el Enterococcus faecalis en este
periodo. Asimismo, se muestra que el
PMCFA exhibié los menores halos de
inhibicion (8,94 mm), acompanados de
una ligera disminucion de su efecto anti-
bacteriano: p = 0,000 (tabla 2).
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Se observa también el efecto antibacte-
riano de las sustancias experimentales
sobre el Fusobacterium nucleatum a los
7 dias. ElI EEP al 30% mostr6 halos de
inhibicién con una media de 23,177 mmy
el EEP al 20% halos de 18,89 mm, lo que
indica mayor efecto antibacteriano para
la concentracion al 30%. Asimismo, se
muestra que el PMCFA exhibié el menor
efecto antibacteriano, con halos de 13,
50 mmy p = 0,000 (tabla 3).

Al comparar las medias de cada una de
las sustancias experimentales, se hallé
que los halos de inhibicion del extracto
etandlico de propdleo al 30% fueron los
mayores de entre todas las sustancias
experimentales, seguidos por la concen-
tracion al20%y por el PMCFA, tanto frente
a Enterococcus faecalis a las 48 horas

como a Fusobacterium nucleatum a los
7 dias. Se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en la compa-
racién multiple entre las sustancias expe-
rimentales, con un p < 0,005, mediante
la prueba HSD de Tukey (tabla 4).

Igualmente, al comparar las medias de
cada una de las sustancias experimen-
tales frente a Enterococcus faecalis a las
24 horas, se hall6 que los halos de inhibi-
cion del EEP al 30% fueron los mayores
de entre todas las sustancias experimen-
tales, seguidos por la concentracion al
20% y por el PMCFA. Se encontraron
diferencias estadisticamente significa-
tivas en la comparacion mudltiple entre
las sustancias experimentales, con un p
< 0,005, mediante la prueba U de Mann-
Whitney (tabla 5).

TaBLA 1. COMPARACION DE LOS VALORES DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS SUSTANCIAS EXPERIMENTALES
FRENTE AL ENTEROCOCCUS FAECALIS A LAS 24 HORAS

Extracto de propodleo 20%
Extracto de propdleo 30%
PMCFA

*Nivel de significancia p < 0,05
Prueba de Kruskal-Wallis
Fuente: Elaboracion propia

10,32
15 14,23 <0,001
15 9,10

TABLA 2. COMPARACION DE LOS VALORES DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS SUSTANCIAS EXPERIMENTALES
FRENTE AL ENTEROCOCCUS FAECALIS A LAS 48 HORAS

Extracto de propdleo 20%
Extracto de propdleo 30%

PMCFA

*Nivel de significancia p < 0,05
Prueba de Anova de un factor

11,00
15 14,96 <0,001*
15 8,94

TaBLA 3. COMPARACION DE LOS VALORES DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS SUSTANCIAS EXPERIMENTALES
FRENTE AL FUSOBACTERIUM NUCLEATUM A LOS 7 DIAS

Extracto de propodleo 20%
Extracto de propdleo 30%
PMCFA

*Nivel de significancia p < 0,05
Prueba de Anova de un factor
Fuente: Elaboracion propia

18,89
15 23,17 <0,001*
15 13,50
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TABLA 4. COMPARACION MULTIPLE ENTRE LOS VALORES DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS SUSTANCIAS

EXPERIMENTALES QUE MOSTR

ARON DISTRIBUCION NORMAL

Microorganismos y tiempo . . Diferencia
Sustancias experimentales :
de prueba de medias

Efecto antibacteriano de las  Extracto etandlico  Extracto etandlico -3,95 <0,001*
sustancias experimentales de propdleo 20% de propdleo 30%
frente al Enterococcus PMCFA 2,07 <0,001*
faecalis a las 48 horas Extracto etandlico PMCFA 6,02 <0,001*
de propdleo 30%
Efecto antibacteriano de las  Extracto etandlico  Extracto etandlico -4,28 <0,001*
sustancias experimentales de propdleo 20% de propdleo 30%
frente a Fusobacterium PMCFA 5,39 <0,001*
nucleatum a los 7 dias Extracto etandlico PMCFA 9,67 <0,001*

de propdleo 30%
*La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05

Prueba HSD de Tukey
Fuente: Elaboracion propia

TABLA 5. COMPARACION MULTIPLE ENTRE LOS VALORES DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LAS SUSTANCIAS
EXPERIMENTALES QUE NO MOSTRARON DISTRIBUCION NORMAL

Microorganismos y tiempo de prueba | Sustancias experimentales mmm“

Efecto antibacteriano de las
sustancias experimentales frente
al Enterococcus faecalis a las 24
horas

Extracto de propdleo 20% 15 10,32 1,101 <0,001*
Extracto de propdleo 30% 15 14,23 1,099
Extracto de propdleo 20% 15 10,32 1,101 0,006

PMCFA 15 9,10 0,806

Extracto de propdleo 30% 15 14,23 1,099 <0,001*

*Nivel de significancia p < 0,05
Prueba de U de Mann-Whitney
Fuente: Elaboracion propia

DISCUSION

El presente estudio compara la actividad
antibacteriana in vitro de un extracto
etandlico elaborados a partir de propdleo
proveniente de la provincia peruana de
Oxapampa, a concentraciones del 20% y
el 30%, con el paramonoclorofenol alcan-
forado (PMCFA) sobre cepas activadas
de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.

Se ha comprobado que las propiedades
y calidad del propdleo varian segun la
zona de procedencia ('>'5'¢). Rodriguez
('") evalué la actividad antibacteriana
de cuatro EEP, elaborados a partir de

PMCFA 15 9,10 0,806

muestras recolectadas en el departa-
mento de Lambayeque. El promedio del
diametro de los halos de inhibicién en
su estudio fue menor que lo obtenido en
el estudio conducido por Diaz y Proafio
("), usando un EEP proveniente de
Oxapampa a la misma concentracién y la
misma cepa bacteriana. De igual manera,
Arévalo ('®) obtuvo diferentes resultados
entre sus variables, al probar el efecto
antibacteriano de propdleos provenientes
de La Libertad, San Martin y Ayacucho
frente a Streptococcus mutans, lo que es
contrastable con lo observado por Jara
('), que obtuvo halos superiores para un
EEP procedente de Oxapampa, frente
a la misma cepa. Asimismo, Alvarez (%)
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probd extractos etandlicos elaborados
a partir de propdleo recolectado en la
provincia de Huaraz, frente a Entero-
coccus faecalis por 24 horas, y obtuvo
halos menores en promedio que los
obtenidos en el presente estudio. Estas
investigaciones corroboran la variabi-
lidad de las propiedades del propdleo
segun su procedencia y sugieren que
el proveniente de Oxapampa posee un
efecto antibacteriano superior frente a
bacterias de importante patogenicidad
odontoldgica.

En relacion con la actividad antibacte-
riana del propdleo, esta ha sido evaluada
frente a distintas cepas como el Entero-
coccus faecalis (" 2'), microorganismo
de alta prevalencia en la infeccion endo-
dontica secundaria y necrosis pulpar (°7).
En ese sentido, Pimenta y cols. (%)
mostraron que un EEP brasilefio tuvo
una tasa significativa de reduccion de
crecimiento bacteriano frente a Entero-
coccus faecalis, resultado similar al obte-
nido por Moncla y cols. (??). Por su parte,
Bhandari y cols. (%), encontraron mayor
actividad antibacteriana por parte del
propdleo indio que el hidroxido de calcio
frente al Enterococcus faecalis, al igual
que Saha y cols (?*). En tanto, estudios
nacionales corroboran las propiedades
antibacterianas del propdleo, como lo
hallado por Alvarez (%), que probé EEP
proveniente de la provincia de Huaraz,
frente a Enterococcus faecalis por 24
horas, y obtuvo halos de 8,56 mmy 11,63
mm en promedio, para concentraciones
del 25% vy el 75%, respectivamente. Esto
es consistente con el presente estudio,
en el que se obtuvieron halos de 10,32
mm para la concentracion del 20% y de
14,23 mm para la del 30%, frente a las
cepas de Enterococcus faecalis luego
de 24 horas de incubacion. Los resul-
tados de estas investigaciones demues-
tran el potencial antibacteriano del
propoleo frente al Enterococcus faecalis
y fortalecen la evidencia en cuanto a la

superioridad del proveniente de
Oxapampa dentro del ambito nacional.

Otra especie bacteriana muy presente
en las infecciones endododnticas es
Fusobacterium nucleatum (*7), cuya
importante capacidad de coagregacion
ha llevado a que se le adjudique un rol
protagdénico en el desarrollo del biofilm
dentro del sistema de conductos radi-
culares (34%). En el presente estudio
se obtuvieron halos de 18,89 mm para
la concentracion del 20% y 23,17 mm
para la del 30%, frente a las cepas de
F. nucleatum luego de 7 dias de incuba-
cioén. Esto coincide con lo mostrado por
Boyanova y cols. (*), que obtuvieron
halos de 10,4 mm para un extracto al
30% por un periodo de tres dias al probar
un EEP bulgaro frente a la misma cepa.
Por su parte, el estudio de De Paula y
cols. (*) evidencié halos de 15,26 mm
en promedio, luego de 5 dias de incu-
bacidn, lo que sugiere un aumento de la
capacidad antibacteriana correlativa al
tiempo de incubacion. Asimismo, Packia
Lekshmi y cols. ('°) obtuvieron halos
de 27,33 mm para un EEP de la India,
al 100%, a las 24 horas; mientras que
Diaz y Proano ('), al evaluar tres EEP
proveniente de Oxapampa frente a F.
nucleatum, registraron halos de 11,96
mm, 1706 mm y 18 mm para concen-
traciones al 1%, 5% y 10%, respectiva-
mente. Los resultados de la presente
investigacion, al compararlos con estos
estudios, demuestran que el potencial
antibacteriano del propédleo frente al F.
nucleatum varia en forma directamente
proporcional a la concentracion del EEP
y el tiempo de incubacion.

Diversas investigaciones han sugerido
que los extractos etandlicos de propdleo
manifiestan su maxima capacidad anti-
bacteriana a corto plazo ('®'). En el
presente estudio no se obtuvo una dife-
rencia significativa al comparar el efecto
de los extractos a las 24 y 48 horas frente
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a Enterococcus faecalis, lo que contrasta
con los resultados mostrados por Arévalo,
que evidencian un aumento significativo
en dos de sus soluciones experimen-
tales a las 48 horas ('8). De igual modo,
Madhubala y cols. (3') observaron que el
propoleo canadiense alcanzé el indice
maximo de reduccion de colonias bacte-
rianas a las 48 horas y lo mantuvo a los
7 dias, frente a cepas de Enterococcus
faecalis. Por su parte, Bhandari y cols.
(®®) no hallaron diferencia significativa en
el efecto antibacteriano de un gel a base
de propdleo indio al primer, tercer y quinto
dia, frente a Enterococcus faecalis; al
igual que Kayaoglu y cols., (*’) que no
hallaron diferencia significativa entre
el efecto antibacteriano a las 24 y 48
horas de dos EEP turco frente a Entero-
coccus faecalis, pero si luego de 7 dias
de incubacion, lo que concuerda con los
resultados del presente estudio. Puede
atribuirse la variabilidad de la capacidad
antibacteriana en el tiempo a la proce-
dencia del propdleo o al vehiculo usado;
asimismo, en el presente estudio los
halos mayores se evidenciaron frente a
Fusobacterium nucleatum, cuyo periodo
de incubacién fue de 7 dias, lo que
sugiere un comportamiento de liberacion
paulatina de elementos activos por parte
del EEP proveniente de Oxapampa.

Con relacion a sus propiedades, se ha
establecido que la capacidad antibac-
teriana del propdleo radica principal-
mente en la presencia de flavonoides
en su composicion ('21+16), Kayaoglu
y cols. (¥’) encontraron una diferencia
significativa entre dos tipos de EEP, de
los cuales aquel que presenté un mayor
efecto antibacteriano fue el que contenia
mayor porcentaje de flavonoides, segun
el andlisis GC-MS. Por su parte, Reyes
(%8) registré 7,35 mg/ml como contenido
total de flavonoides y halos de 16,73
mm para una tintura de propéleo comer-
cial proveniente de Oxapampa contra
patégenos periodontales. De acuerdo
con la presente investigacion, segun el

analisis UV-VIS, los EEP al 20% y al 30%
registraron una concentracion de flavo-
noides de 11,27 mg/ml y 21,509 mg/ml,
respectivamente, y fue el EEP al 30% el
que evidencié un mayor efecto antibacte-
riano. Esto concuerda con las investiga-
ciones que asocian una mayor presencia
de flavonoides con la efectividad antibac-
teriana.

En cuanto a la comparacion con la clor-
hexidina, los resultados del presente
estudio muestran que, a una concen-
tracion del 2%, la clorhexidina exhibe
halos superiores a todas las sustancias
probadas, hecho que también es eviden-
ciado por las investigaciones que la
usan como control positivo ('8202%). Sin
embargo, estos resultados se limitan al
ambientein vitroy frente abacterias planc-
ténicas, lo cual puede contrastarse con
lo hallado con Akca y cols. ('2), Moham-
madi y Abbott (*°), y Spratt y cols. (*9),
que sugieren una actividad significativa-
mente menor de la clorhexidina sobre
biofilms endodénticos.

CONCLUSIONES

El presente estudio evidencié que un
extracto etandlico elaborado a partir de
propoleo de Oxapampa mostrd efecto
antibacteriano a una concentracién del
20% y el 30%, contra las cepas acti-
vadas de Enterococcus faecalis ATCC:
29212 y Fusobacterium nucleatum
ATCC: 25586. Frente a ambas cepas,
el extracto al 30% mostré mayor efecto
antibacteriano. Asimismo, se encontro
que de las 24 a 48 horas hubo un incre-
mento leve en el efecto antibacteriano de
los extractos a ambas concentraciones,
lo que indica una lenta capacidad de
libracién de metabolitos activos y que
alcanza mayores concentraciones a los
siete dias.
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En cuanto a la comparacién de su capa-
cidad antibacteriana con el PMCFA, los
extractos al 30% y el 20% mostraron un
efecto antibacteriano significativamente
mayor que el PMCFA frente a cepas acti-
vadas de Enterococcus faecalis y Fuso-
bacterium nucleatum.
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