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Resumen

Se evalud la actividad antimicrobiana de cuatro extractos de propodleos argentinos, cinco colombianos y uno
cubano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. La actividad bactericida y bacteriostatica fue medida por
concentracién minima inhibitoria en un rango entre 0.02 y 15 mg/ml. La totalidad de las muestras analizadas
presentaron actividad contra Streptococcus mutans a concentraciones de 15 a 3.75 mg/ml. Los propoleos que
presentaron mayor efecto bactericida fueron el 2 y el 3 (muestras colombianas) luego de 48 horas de incubacion.
El mejor efecto bacteriostatico lo presentd la muestra 2 (propdleo colombiano) a un periodo de incubacion de 24
horas. El 70% de las muestras de propoleo incrementaron su actividad luego de un tiempo de incubacién de 48
horas, en relacidon con el efecto detectado a las 24 horas. A mayor exposicion de las bacterias al propoleo, las
muestras colombianas mostraron un efecto superior, las argentinas un efecto moderado y las demas muestras
(30%), permanecieron estables.

Palabras claves: concentracion minima bactericida, concentracién minima bacteriostatica, propoleo,

Streptococcus mutans.

Abstract

It was evaluated the antimicrobial activity of four propolis extracts from Argentina, five from Colombia and one
from Cuba, using Streptococcus mutans ATCC 25175. The samples were kept in a 96% ethylic alcohol solution,
remaining a concentration of 3%. The bactericidal and bacteriostatic activity was measured by the minimun inhibitory
concentration among a range of 0.02 and 15mg/ml. All of the analyzed samples showed activity against Strepfococcus
Mutans when they are used to concentrations 15 a 3.75 mg/ml.

The propolis that presented the highest effect bactericidal was number 2 and 3 (sample from Colombia) after 48
hours of incubation. The highest effect bacteriostatic was presented by the sample 2 (propolis from Colombia) after
24 hours of incubation. 70% of the propoleo samples increased their activity after a time of incubation of 48 hours

compare to the effect shown to the 24 hours.
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All the Colombian samples showed a superior effect, when the bacteria were exposed to the propoleo for a

longer period of time; in two of these cases until of five dilutions, samples 2 and 3, this effect was presented in a

moderate way, using the argentine samples 6 and 10 while the other samples (30%) remained steady.

Keywords: minimun bactericidal concentration, minimun bacteriostatic concentration, propolis, Streptococcus

mutans.

Introduccién

El Streptococcus mutans es el principal microorga-
nismo implicado en el desarrollo de la caries dental (1),
afecta a un gran nimero de personas en nuestro pais. El
95% de la poblacion mayor de 20 afios posee historia de
caries, lo que convierte a esta patologia en un problema
de salud publica (2). La implementacion de nuevos mé-
todos para disminuir la prevalencia e incidencia de esta
enfermedad son necesarias. El uso indiscriminado de
antibidticos, ha generado resistencia bacteriana, por lo
cual es preciso tener alternativas preventivas y terapéu-
ticas, como los propoéleos a los cuales no se les ha des-
crito resistencia alguna (3, 4).

En los ultimos afios se han realizado innumerables
investigaciones acerca de productos provenientes de las
abejas y sus potenciales beneficios para la salud huma-
na, uno de estos productos es el propdleo, con utilidad
en biologia y medicina (4). Dobrowolski y colaborado-
res mencionan algunos de sus efectos como: actividad
antiinflamatoria, bacteriostatica, bactericida, cicatrizan-
te, analgésica y anestésica (5). Es de resaltar que la
presencia en el propdleo de compuestos con estas acti-
vidades, pueden variar de una region a otra, ya que su
presencia se asocia en parte a las resinas que las abejas
recogen de las plantas presentes en el entorno (4).

Este trabajo de investigacion se enfoca a la actividad
bactericida y bacteriostatica de propdleos frente a un
microorganismo de cavidad oral como el Streptococcus
mutans. Segin Hyun Koo y colaboradores, el propoleo
inhibe la unién de este microorganismo a la superficie
del esmalte, actuando sobre la enzima glucosiltransferasa
que ha sido reconocida como un factor de virulencia en

la patogenicidad de la caries dental (6,7).

Materiales y métodos
Se partié de crioviales que contenian la cepa de refe-
rencia Streptococcus mutans ATCC 25175. Para la re-
cuperacion de la bacteria se empled caldo y agar BHI
(Infusion Cerebro Corazon) (8), con incubacién a 37°C
por 48 horas en condiciones microaerofilicas (9).
Extractos blandos de propoleo: se tomaron cuatro
muestras de propoéleo argentino, cinco colombianos y uno
cubano, que habian sido obtenidos por extraccion con al-
cohol etilico al 96% (3). Para ajustarlos todos a la misma
concentracidn, se tomd una submuestra de cada propoleo
y se llevd a evaporacion a 37°C por 24 horas, para la
obtencion del extracto blando. Posteriormente, se peso el
extracto obtenido y con base en este resultado se prepa-
raron diluciones en alcohol etilico al 96%, para asi obte-
ner una solucion a concentracion de 30mg/mL (3%) (3).
La técnica empleada para hallar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), fue la reportada por el equipo
de Tolosa (10). Consiste en tomar 10 tubos de ensayo
con 2ml de caldo BHI en cada uno; al primero de ellos
se afiade 2ml del extracto de propoleo y se realizan dilu-
ciones seriadas en base dos. De esta manera se consi-
guen diluciones entre 15 y 0.02 mg/mL de propdleo.
Posteriormente, se inoculdé 0.1mL de solucién
bacteriana a una escala de turbidez de Mc. Farland No.
3 equivalente a 9 x 10® UFC/mL, para cada uno de los
diez tubos. Para este estudio se incluyd un control con
alcohol etilico al 96%. Luego de este proceso, se incubd
por 24 horas a 37°C. Pasado este lapso de tiempo se
sembro de cada tubo 100pul. Con asa calibrada en Agar
BHI y se llevo nuevamente a incubacion bajo las mis-
mas condiciones. Este proceso se repitié luego de 48

horas de exposicion de la bacteria al propdleo.
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Figura 1. Lectura CMB CMB y CMBs en Agar BHI.

Las lecturas de concentracién minima bacteriostatica
(CMBs) se evaluaron por el grado de crecimiento o no
de la bacteria luego de haber estado expuesta a la
actividad de los distintos propoleos en un lapso de tiempo
de 24 y 48 horas. La concentracion minima bactericida
(CMB) se consider6 como la dilucion mas alta en la
cual no se presento crecimiento bacteriano y la CMBs
como la diluciéon mas alta en la cual el crecimiento

bacteriano fue minimo (maximo 5 colonias), Figura 1.

Resultados

En la prueba de CMI, el alcohol mostr6 interferencia
para la lectura en la concentracion de 15 mg/mL de
propdleo, pero no en diluciones mas altas (7,5 a 0.02
mg/mL), por lo tanto no hubo interferencia con las lec-

turas de la prueba.

Latotalidad de las muestras analizadas manifestaron
actividad contra Streptococcus mutans cuando se
emplean a concentraciones de 15 a 3.75 mg/mL. Los
propoéleos estudiados poseen actividad bactericida y
bacteriostatica frente a la cepa de referencia
Streptococcus mutans ATCC 25175. Los compuestos
biolodgicamente activos del propdleo que determinan esta
inhibiciéon no fueron analizados en este estudio. El
propoleo mostré actividades inhibitorias a
concentraciones tan bajas como 0.02 mg/mL, lo cual se
observé en el caso de las muestras 2 y 3, propdleos
colombianos, Tabla 1.

Los propdleos colombianos aumentaron la actividad
bactericida a las 48 horas con respecto a la lectura de
las 24 horas, pasando de 0.46 a 0.11 mg/mL para la

muestra 1, de 0.93 a 0.02 mg/mL para las muestras 2 y
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3, de 7.5 a 0.46 mg/mL para la muestra 4 y de 3.75 a
0.93 mg/ml para la muestra 5. Dos de las muestras
provenientes de Argentina mostraron un cambio en su
actividad bactericida durante el paso de 24 a 48 horas,
la muestra 6 de 0.46 a 0.23 mg/mL y la muestra 10 de

3.75 a 0.46 mg/mL. Las demas muestras, incluyendo el
propoleo cubano, no mostraron cambios en el tiempo.
Las muestras 2, 3, 4, 5 y 10 evidenciaron efectos

bacteriostaticos a las concentraciones estudiadas.

Tabla 1. Actividad bactericida y bacteriostatica de propodleo de diferente origen frente a la cepa de referencia de S. mutans ATCC 25175.

Origen del propdleo

[mg/mL] 15 7,5 3,75

Colombia 1 - - -
Colombia 2
Colombia 3 -
Colombia 4 b
Colombia 5 -
Mendoza (Arg) 6
Buenos Aires (Arg) 7
Cubano 8
Mendoza (Arg) 9
Mendoza (Arg) 10
Control -

t/h
24
48
24
48
24
48
24
48
24
48
24
48
24
48
24
48
24
48
24
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24
48
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Los valores limite bacteriostatico y bactericidas para
cada propoleo se muestran en la Tabla 2. Los prome-
dios de actividad bacteriostatica correspondieron a con-
centraciones de propdleo de 1,141 mg/mL y de activi-
dad bactericida de 1,893 mg/mL.

Discusién

Para todas las muestras colombianas se evidencid
un efecto superior, a mayor exposicion de las bacterias
al propoleo, para las muestras 2 y 3 hasta de cinco dilu-
ciones, las cuales superaron su CMB inicial, pasando de
0.93 a =0.02 mg/mL en ambos casos; éste efecto solo

se observo en dos de las muestras argentinas, pero con

Bacteriostatico (b)

Tiempo en horas (t/h)

una diferencia menor, la muestra 6 aumentd su CMB de
0.43 2 0.23 mg/mL y la muestra 10 de 3.75 a 0.46 mg/
mL. Los propoleos restantes, incluyendo la muestra de
origen cubano, se mantuvieron estables en el tiempo.
Dos muestras colombianas mostraron poca accion
luego de 24 horas de incubacion, comparandolas con las
demas, la actividad bactericida y bacteriostatica se evi-
dencid a concentracion de 7.5 mg/mL (CMB) y 3.75
mg/mL (CMBs) para la muestra 4 y para la muestra 5
de 3.75 mg/mL (CMB) y 1.87 mg/mL (CMBs). Estos
resultados estuvieron por debajo del promedio de los
propoleos analizados. Las muestras 2 y 3, de origen co-

lombiano, fueron las que presentaron un mejor compor-
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Tabla 2. Valores en mg/mL para CMB y CMBs por muestra frente a S. mutans ATCC 25175

No. de la Accion del propéleo en mg/ml sobre S.

Origen muestra t/h de lectura mutans
CMB CMBs
Colombia 1 24 0,46 NP
48 0,11 NP
Colombia 2 24 0,93 0,46 -0,23
48 =0,02 NP
Colombia 3 24 0,93 0,46
48 >0,02 NP
Colombia 4 24 75 3,75
48 0,46 0,23
Colombia 5 24 3,75 1,87
48 0,93 0,46 - 0,11
Mendoza (Arg) 6 24 0,46 NP
48 0,23 NP
Buenos Aires (Arg) 7 24 0,23 NP
48 0,23 NP
Cuba 8 24 0,46 NP
48 0,46 NP
Mendoza (Arg) 9 24 0,46 NP
48 0,46 NP
Mendoza (Arg) 10 24 3,75 1,87 -0,23
48 0,46 NP

Tiempo en horas (t/h) Concentracién minima bactericida (CMB) Concentracién minima bacteriostatica (CMBs) No presento (NP)

tamiento, ya que en ambas se detecté un efecto mejora la capacidad para destruir el microorganismo,
bactericida a una baja concentraciéon =0.02mg/ml luego  efecto evidente en la actividad de las muestras 1 a 6 y
de 48 horas de incubacion. 10, que después de trascurridas 48 horas mejoraron su

El tiempo de exposicidn de las bacterias al propdleo  actividad bacteriostatica y bactericida, Figuras 2 y 3. El
es una variable importante en la evaluacion de la activi-  100% de las muestras de propoleos colombianos y al

dad frente a S. mutans. Al evaluar a 24 y 48 horas, 50% de los argentinos tuvieron este efecto.
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Figura 2. CMB de propodleos sobre S. mutans luego de 24 y 48 horas de exposicion.
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Figura 3. CMBs de propdleo sobre S. mutans ATCC 25175 luego de 24 y 48 horas de exposicion.

Las muestras de propoleo 7, 8 y 9 no presentaron
variacion en las lecturas realizadas durante las 24 y 48
horas, ya que su CMB en ambos periodos de tiempo
permanecio estable, Figuras 2 y 3.

Todos los propdleos analizados mostraron algun grado
de actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans.
Las concentraciones empleadas en el estudio
correspondieron a las mismas utilizadas en los estandares

para pruebas in vitro, de antibidticos comerciales. Esto

Cubano. A la Division de Investigacion de la Universidad

Nacional Sede Bogota (DIB) por el apoyo financiero.
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