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Dental usage of Costa Rican propolis

Basado en la investigacion: “Determinacion del nivel de efectividad antimicrobiana, in vitro, de propéleos
altos en compuestos fenolicos de origen costarricense sobre las especies streptococcus sanguinis y
streptococcus mutans en la Universidad Latina de Costa Rica durante enero y agosto del afio 2012”

Based on research: “Determining the level of in vitro antimicrobial effectiveness of propolis high in phenolic
compounds from Costa Rica on the species streptococcus mutans and streptococcus sanguinis in the
Universidad Latina de Costa Rica in january and august 2012.”
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RESUMEN
El objetivo de la investigacion fue determinar el nivel de efectividad antimicrobiana in vitro de propdleos
altos en compuestos fendlicos de origen costarricense sobre las especies streptococcus sanguinis y streptococcus
mutans.
Se midio la accion bacteriostdtica o bactericida del propdleo en una concentracion al 50%, 70% y 80%,
comparando su efecto contra el digluconato de clorhexidina al 0,12%.

El andlisis evidenci6 que el propdleo ejerce una accion bactericida sobre la especie streptococcus sanguinis
independientemente de su concentracion, y por otra parte sobre la bacteria streptococcus mutans las
concentraciones del propdleo al 50% y 70% resultaron en accion bacteriostdtica.

De forma tal se concluye que los tres extractos del propdleo generaron un efecto antimicrobiano sobre las
especies S. mutans y S. sanguinis. Se obtuvieron efectos bactericidas de los extractos del propdleo similares
al gluconato de clorhexidina al 0,12%, y esto justifica que puede ser empleado como herramienta para la
prevencion o coadyuvante del tratamiento de la enfermedad periodontal y reduccion del riesgo de caries.
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ABSTRACT
The aim of the research was to determine the In Vitro level of antimicrobial effectiveness of Costa Rican propolis
high in phenolic compounds on the species Streptococcus Mutans and Streptococcus Sanguinis.
It was measured the bacteriostatic and / or bactericidal action of propolis in 50%, 70% and 80% concentration,
comparing their effect against chlorhexidine 0.12%.

The analysis showed that propolis proved a bactericidal effect on the species Streptococcus Sanguinis regardless
of their concentration; on the other hand on the propolis concentrations of 50% and 70% on the bacterium
Streptococcus mutans resulted in bacteriostatic action.

It is concluded that the three extracts of propolis generated an antimicrobial effect on the species S. mutans and
S. Sanguinis. Antibacterial effects from extracts of propolis were similar to chlorhexidine 0.12%, this justifies
that can be used as a tool for prevention and / or adjunctive treatment of periodontal disease and reduction of
tooth decay risk.
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INTRODUCCION

A escala global Costa Rica es un
pais que es reconocido por su di-
versidad bioldgica, a esto se suma
el auge que ha tenido la medicina
alternativa por medio de produc-
tos naturales; en este caso: el pro-
péleo, producido por las abejas
(Apis mellifera) presenta propie-
dades antimicrobianas, antioxi-
dantes, acelera la curacién de he-
ridas, entre otras. Dicha sustancia
recientemente ha empezado a ser
investigada a fondo en otros paises
del orbe, y ha tenido resultados po-
sitivos en la mayoria de ellos.

Debido a que el uso odontoldgico
es en este caso el campo de estu-
dio, se analizaron todas las propie-
dades del propdleo, y la actividad
antimicrobiana es la de mayor
interés, dado que esta ya ha sido
investigada en bacterias de tipo
anaerdbicas en otras latitudes, por
lo que se considero relevante reali-
zar un andlisis a escala local, aun-
que sumado a esto no existen es-
tudios sobre la accién que puedan
ejercer sobre bacterias, especifi-
camente Sstreptococcus sanguinis
y streptococcus mutans, que junto
con otras bacterias son las causan-
tes de la colonizacién primaria de
la placa bacteriana y caries dental
respectivamente. Si este efecto se
comprueba, este podria sentar las
bases para utilizarlo como un pro-
ducto alternativo para la preven-
cién o tratamiento coadyuvante
de la enfermedad periodontal y
reduccion del riesgo de caries, me-
diante enjuagues, geles o cremas.

El estudio se realiza con propéleos
de una composicién quimica ya
analizada con anterioridad, para
tener certeza de la cantidad de ele-
mentos presentes en el extracto, y
asegurarse de cudl elemento espe-
cificamente generard el efecto an-
timicrobiano, el cual se estudiara
en cultivos in vitro de las bacterias
citadas.
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Por lo tanto si se lograra encontrar
asociacién directa con la inhibi-
ciéon bacteriana, este estudio se-
ria de alta relevancia cientifica, ya
que la enfermedad periodontal y el
riesgo de caries son problemas de
salud publica.

METODO

El enfoque de esta investigacion es
cuantitativo, la recoleccion de los
datos se basa en la medicion del
efecto del propdleo sobre las bac-
terias mencionadas, en dicha reco-
leccién se utilizan procedimientos
estandarizados y aceptados por la
comunidad cientifica. Los datos
obtenidos producto de las medi-
ciones se representardn en nume-
ros y serdn analizados por medio
de métodos estadisticos.

Es de paradigma positivista por
la verificacion del conocimiento
mediante predicciones, plantear-
se una serie de hipdtesis como
predecir que algo va a suceder y
luego verificarlo o comprobarlo.
El positivismo acepta como tnico
conocimiento vdlido al conoci-
miento verificable y mensurable,
visible. Pero no la pertinencia de
otras perspectivas, de otros proce-
dimientos metodoldgicos y otros
tipos de conocimientos de inter-
pretacién de la realidad; lo que
importa para el positivista es la
cuantificacién y medir una serie
de repeticiones que llegan a plan-
tear nuevas hipétesis y a construir
teorias, todo fundamentado en el
conocimiento cuantitativo. La es-
tadistica es una manera de cuanti-
ficarlo todo mediante muestras, se
encontré la metodologia mas id6-
neay coherente para el paradigma
positivista, para poder explicar,
controlar y predecir (Ballina, 2004).

El disefio de la investigacién corre-
lacional; mide dos o mas variables
que se pretende ver si estdn o no
relacionadas en los mismos sujetos
y después se analiza la correlacién.

La utilidad y el propésito principal
es saber como se puede comportar
un concepto o variable conociendo
el comportamiento de otra u otras
variables relacionadas. Los estu-
dios correlacionales evaltiian el gra-
do de relacion entre dos variables,
y pueden incluir varios pares de
evaluaciones de esta naturaleza en
una unica investigacion (Herndn-
dez, Ferndndez, Baptista, 2006).

El tipo de estudio es experimental
prospectivo transeccional. El anda-
lisis es prospectivo debido a que no
se ha realizado antes en el pais y se
piensa experimentar con bacterias
especificas de la cavidad oral; cabe
destacar que en estudios realiza-
dos en otras partes del mundo han
analizado esta relacién pero utili-
zando tanto otras especies bacte-
rianas como otro tipo de propéleos
procedentes de distintas especies
boténicas.

El disefio de experimentacién puro
se justifica mediante la manipu-
lacién intencional de una o maés
variables independientes. En este
caso los propdleos son altos en
compuestos fendlicos, y es la que
se considera como supuesta causa
en una relacion entre variables, y al
efecto provocado por dicha causa
sobre las bacterias se denomina
variable dependiente. (Herndndez,
Ferndndez, Baptista, 2006).

Causa efecto: Se lleva a cabo para
analizar si una o mds variables in-
dependientes afectan a una o més
variables dependientes y por qué
las perturban. La variable indepen-
diente resulta de interés porque
es la que hipotéticamente serd
una de las causas que producen
el efecto supuesto. Para obtener
evidencia de esta relacién causal
supuesta, el investigador manipula
la variable independiente para ver
su efecto sobre la dependiente. Es
decir, hace variar a la independien-
te y observa sila dependiente varia
0 no. Manipular es sinénimo de
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hacer variar o dar distintos valores
a la variable independiente. (Her-
nandez et dl., 2006).

Presencia-ausencia: Implica que
un grupo se expone a la presencia
de la variable independiente y el
otro no. Luego los dos grupos son
comparados para ver si el grupo
que se expuso a la variable inde-
pendiente difiere del grupo no ex-
puesto a ésta. Al grupo que se ex-
pone a la presencia de la variable
independiente se le conoce como
“grupo experimental” y al grupo en
el cual estd ausente dicha variable,
se le denomina “grupo de control”.
Mis de dos grados: Se puede hacer
variar o manipular la variable in-
dependiente en cantidades o gra-
dos. Manipular la variable inde-
pendiente en varios niveles tiene
la ventaja de que no sélo se puede
determinar si la presencia de la va-
riable independiente o tratamien-
to experimental tiene un efecto,
sino también se puede determinar
si distintos niveles de la variable
independiente tienen diferentes
efectos. Es decir, si la magnitud del
efecto depende de la intensidad
del estimulo. Cuantos maés niveles,
mayor informacién (Herndndez et
dal., 2006).

Para este estudio los grados de ma-
nipulacién sobre la variable inde-
pendiente implican:

a) Utilizacion de diferentes con-
centraciones de los propdleos
altos en compuestos fendlicos
de origen costarricense al 50%,
70%y 80%.

b) Empleo de un grupo de control
o Gold Standard mediante la
aplicacion de gluconato de clor-
hexidina al 0,12%.

Obtencidn del propoleo:

Una vez seleccionada la colmena,
se colectan 20g de propdleo raspa-
do con espédtula y se colocan en un
recipiente de pldstico, para ser al-

macenados en un congelador. Pos-
teriormente se trituran en un mor-
tero hasta quedar pulverizados.

Preparacion de los extractos:

Se prepararon dos extractos, uno
utilizando 1000mg de propéleo a los
que se les colocaron 20ml de propi-
lenglicol; seguidamente esta solu-
cion se colocé en bafio ultrasénico
durante 15 minutos y, posterior-
mente, en la centrifuga a 3500 RPM
durante 10 minutos, de manera que
se obtuvo un extracto con una con-
centracion de 50mg/ml.

En el segundo extracto se utilizaron
1400mg de propdleo y 20ml de pro-
pilenglicol y se preparé de la mis-
ma forma antes mencionada; por
lo tanto, se obtuvo un extracto con
una concentracion de 70mg/ml.

El propilenglicol es un compuesto
orgénico (un alcohol, més precisa-
mente un diol) incoloro, insipido
e inodoro. Es un liquido aceitoso
claro, higroscépico y miscible con
agua, acetona y cloroformo. Se ob-
tiene por hidratacién del 6xido de
propileno. Cumple diversas fun-
ciones en diferentes entornos sirve
como un disolvente, conecta y esta-
biliza los liquidos insolubles (emul-
sionante), ayuda a unir y transpor-
tar otras sustancias (excipiente),
sostiene y disuelve los ingredientes
activos en un medio, atrae / retiene
el agua / humedad (higroscépico),
reduce el punto de congelacidn, au-
menta el punto de ebullicion, ofrece
una estabilidad excepcional. Es qui-
micamente neutro, es decir, que por
lo general no reacciona con otras
sustancias (Carrasco, 2009).

Para el tercer extracto se utilizaron
1600mg de propdleo y 20ml de eta-
nol al 95% y se prepard de la mis-
ma forma antes mencionada; por
lo tanto, se obtuvo un extracto con
una concentracién de 80mg/ml.

Las bacterias serdn cultivadas uti-
lizando Agar Trypticasa Soya en

tubos de ensayo durante 24 horas
(aproximadamente 35 grados cen-
tigrados), posteriormente de ese
cultivo se realizan dos cultivos de
la misma cepa, a uno se le agrega
agua peptonada (10mL) y al otro el
propdleo (10mL) y se deja actuar
durante 5 minutos, después de es-
tos 5 minutos se vierte un inactiva-
dor en este caso 9mL de tiosulfato
de sodio (Na,S,0,) para evitar el
efecto continuo de las soluciones,
y se incuban por 24 horas. Finali-
zado el tiempo de incubacién, se
realiza el recuento, este nimero de
colonias es estadisticamente repre-
sentativo, puede ser contada toda
la placa o por cuadrantes, cuando
la carga bacteriana es alta, se toma
en cuenta un cuadrante con carga
alta, otro con carga media y un
tercero con carga baja. Se realiza la
sumatoria de los tres cuadrantes y
se saca el promedio. Finalmente el
promedio se multiplica por 65. La
férmula aplicada para el cdlculo de
U.F.C (unidad formadora de colo-
nias) es el siguiente: No. Colonias =
(CA+CM +CB/3) *65, este resulta-
do se compara con el blanco (Bac-
teria con agua peptonada) y de esta
manera se obtiene el tipo de efecto
antimicrobiano.

Este mismo procedimiento se hard
utilizando las diferentes concen-
traciones del propdleo sobre las
bacterias en cuestién. Al emplear
un grupo de control Gold Stdndar
aplicando gluconato de clorhexidi-
na al 0,12% sobre las distintas bac-
terias, con esto se medir4 el efecto
antimicrobiano del propdleo com-
parado con una sustancia ya reco-
nocida para ese mismo efecto. El
otro grado de manipulacién por
utilizar es el uso de propdleo pero
con una menor cantidad de com-
puestos fendlicos (concentracio-
nes al 50%,70% y 80%) para confir-
mar su accion antimicrobiana.

Descripcion de Instrumentos
Debido a que es un estudio in vitro
sobre la accién que genera el pro-
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poéleo a diferentes concentracio-
nes (50%, 70%, 80%) y los grupos
de control (propilenglicol, etanol
95%, clorhexidina al 0,12%) sobre
las bacterias streptococcus sangui-
nisyla streptococcus mutans el mé-
todo de recoleccion de datos serd
por medio de un tnico instrumen-
to de medicién por concentracion
utilizada; luego, por medio de la
observacién macroscépica se pro-
cederd a marcar la casilla respecti-
va, que consta de cuatro criterios
por escoger, dependiendo del efec-
to que gener6 el propdleo sobre la
bacteria, donde los criterios son
representados por: 0 (Detiene par-
cialmente el crecimiento microbia-
no), 1 (Detiene totalmente el creci-
miento bacteriano), 2 (Destruye la
mayoria de bacterias) y 3 (Destruye
todas las bacterias).

DISCUSION Y RESULTADOS

Las pruebas realizadas en esta in-
vestigacion revelaron que los tres
extractos del propdleo altos en
compuestos fendlicos generaron
un efecto antimicrobiano sobre las
especies bacterianas streptococcus
mutans y streptococcus sanguinis.
Segtin los criterios de efectividad
propuestos, el propdleo ejerce una
accion bactericida sobre la bacteria
streptococcus sanguinis, indepen-
dientemente de su concentracion,
esto podria deberse a la necesi-
dad de interaccién con la bacteria
actinomyces viscosus, que posee
estructuras proteinicas fibrosas
llamadas fimbrias, que se fijan a
proteinas especificas localizadas
en la placa dental como mecanis-
mo para colonizar superficies.

Por otra parte las concentraciones
del propdleo al 50% y 70% sobre
la bacteria streptococcus mutans
resultaron accion bacteriostatica,
podria explicarse este fenémeno
por la capacidad de colonizar por
si misma en fosas y fisuras de los
dientes, zona de facil acceso a la
higiene oral y, por ende, necesitan

Gréfico 1
Distribucién de frecuencias segtin criterios del efecto antimicrobiano de
las concentraciones del propdleo alto en compuestos fenélicos compa-
rado la clorhexidina al 0,12% sobre la bacteria streptococcus mutans.
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Fuente: Gréfico #6 de la investigacién “Determinacién del nivel de eficacia antimi-
crobiana in vitro de propéleos altos en compuestos fenélicos de origen costarricen-
se sobre las especies streptococcus sanguinis y streptococcus mutans en la Universi-
dad Latina de Costa Rica durante enero y agosto del afio 2012”.

Gréfico 2
Distribucién de frecuencias segtin criterios del efecto antimicrobiano de
las concentraciones del propéleo alto en compuestos fendlicos compara-
do ala Clorhexidina al 0,12% sobre la bacteria streptococcus sanguinis.
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Fuente: Gréfico #7 de la investigacién “Determinacién del nivel de efectividad anti-
microbiana in vitro de propdleos altos en compuestos fenélicos de origen costarri-
cense sobre las especies streptococcus sanguinis y streptococcus mutans en la Uni-
versidad Latina de Costa Rica durante enero y agosto del afio 2012”.
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Gréfico 3
Distribucién de frecuencias segtin criterios del efecto antimicrobiano
del propilenglicol sobre las bacterias streptococcus mutansy
streptococcus Sanguinis.
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Fuente: Gréfico #3 de la investigacién “Determinacién del nivel de efectividad anti-
microbiana in vitro de propdleos altos en compuestos fenélicos de origen costarri-
cense sobre las especies streptococcus sanguinis'y streptococcus mutans en la Uni-
versidad Latina de Costa Rica durante enero y agosto del afio 2012”.

Gréfico 4
Distribucién de frecuencias segtin criterios del efecto antimicrobiano del
etanol a 95% sobre las bacterias streptococcus mutansy
streptococcus sanguinis.
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Fuente: Gréfico #4 de la investigacién “Determinacién del nivel de efectividad anti-
microbiana in vitro de propéleos altos en compuestos fenélicos de origen costarri-
cense sobre las especies streptococcus sanguinis'y streptococcus mutans en la Uni-
versidad Latina de Costa Rica durante enero y agosto del afio 2012”.

un mayor grado de resistencia para
sobrevivir. Este principio también
explicaria que utilizando etanol
al 95% y propilenglicol sobre esta
bacteria, genera un efecto bacte-
riostdtico y sobre la bacteria strep-
tococcus sanguinis un resultado
bactericida.

El gluconato clorhexidina al 0,12%
cumplié el efecto bactericida es-
perado tanto en la bacteria strep-
tococcus mutans como con strep-
tococcus sanguinis, ya que se ha
comprobado este efecto con ante-
rioridad y por ello su uso como sus-
tancia de control (Gold Standard).

El uso de etanol al 95% para crear el
extracto del propdleo al 80%, pudo
potenciar su efecto bactericida, he-
cho mds notable sobre la bacteria
streptococcus mutans, ya que los
extractos de propdleo al 50% y 70%
que fueron creados en propilengli-
col tuvieron una accién bacterios-
tatica sobre esta bacteria.

Con respecto al tiempo en el cual
se midieron los efectos antimicro-
bianos de los distintos extractos
del propéleo altos en compuestos
fendlicos sobre las bacterias men-
cionadas, el cual fue de 5 minutos,
se puede apreciar un efecto bacte-
ricida de los tres extractos de pro-
poleos altos en compuestos fendli-
cos sobre la bacteria streptococcus
sanguinis, pero no asi sobre la otra
bacteria Streptococcus Mutans,; tal
vez se podria llegar a un efecto bac-
tericida del propéleo con un mayor
tiempo de exposicién sobre esta
segunda bacteria.

La bacteria streptococcus sanguinis
mostré que con la menor concen-
tracion de propdleo alto en com-
puestos fendlicos (al 50%), ejerce
efecto bactericida sobre ella; sin
embargo, la bacteria streptococcus
mutans mostré el mismo efecto
sélo con el extracto mds potente
(concentracion al 80%).
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Se obtuvieron efectos bactericidas
de los extractos del propdleo altos
en compuestos fendlicos simila-
res al gluconato de clorhexidina
al 0,12%; esto justifica que puede
ser empleado como herramienta
para la prevencién o coadyuvante
del tratamiento de la enfermedad
periodontal y reduccion del riesgo
de caries.

RECOMENDACIONES

El uso de los propdleos de origen
costarricense puede llegar a ser un
nuevo tratamiento natural de uso
regular en Odontologia.

De acuerdo con los resultados se
podria emplear el propdleo de ori-
gen costarricense para la creacién

de enjuagues, pastas o geles a base
propdleos con propiedades anti-
microbianas.

Hay que promocionar el uso de
productos de origen natural como
tratamientos alternativos en Odon-
tologia, ya que se pueden tener los
mismos beneficios que un producto
quimico.

Se puede incentivar la investiga-
cion entre los colegas odontélogos
y no basarse solo en estudios del
extranjero, ya que los propdleos
costarricenses poseen caracteristi-
cas distintas, tanto quimicas como
organolépticas.

Esta investigacién podria benefi-
ciar ala poblacidn costarricense en

la prevencion de la enfermedad pe-
riodontal o como una herramienta
eficaz para su tratamiento.

Por lo tanto, es importante inves-
tigar mds a fondo la concentracién
minima de propdleo requerida
para lograr un efecto bactericida,
asf como llevar a cabo estudios in
vitro que reafirmen los resultados
de esta investigacion. 1

Fig. 1y 2 Elaboracién de extractos de propéleo.
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Fig. 5 Montaje de extractos a utilizar sobre bacterias.

| ENERO - JUNIO 2016 ODONTOLOGIA VITAL 49




Revista Odontologia Vital Enero-Junio 2016. Afio 14. Volumen 1. No.24

Fig. 6 y 7 Accién del extracto de propéleo al 80% vr blanco sobre S. Mutans

Fig. 8 y 9 Accidn del extracto de propdleo al 80% vr blanco sobre S. Sanguinis
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