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RESUMEN

Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana de un extracto etanoélico de propéleo de Santander sobre Enterococcus faecalis.

Materiales y métodos: se realiz6 un estudio experimental In vitro. A partir de un propoéleo crudo del municipio de Lebrija (Santander), se
obtuvo un extracto etanélico a través del método Soxhlet. La actividad antimicrobiana se determiné con una prueba de macrodilucién
en tubo y recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL luego de 48 horas. Se evaluaron concentraciones de propéleo
desde 100 hasta 0,19 mg/mL, como control se incluyeron diluciones del disolvente (etanol 96%) y se us6 como medicamento de refe-
rencia la norfloxacina.

Resultados: se determin6 que concentraciones de propdleo de 100 mg/mL y 50 mg/mL inhibieron 100% de crecimiento de E. faecalis.
El extracto de propoleo mostr6 Concentracién Inhibitoria 50 (CL, ) de 1,19 mg/mL y Concentracién Inhibitoria 90 (CL,) de 7,92 mg/
mL. Mientras que la norfloxacina fue mas efectiva con CI_ y CI, de 0,06 y 2,39 ug/mL. El etanol no mostré efecto antimicrobiano a las
concentraciones presentes en el extracto.

Conclusién: con el apoyo de estudios complementarios, es posible proponer al prop6leo santandereano como una alternativa de irri-
gacion y medicacion en endodoncia, dado el potente efecto frente a E. faecalis siendo este el patéogeno endodoéntico mas frecuente en
infecciones persistentes. [Herrera LV, Piscioti MH, Ramos O, Neira LF, Pinzon JR, Herrera AV, Soto JA. Actividad antimicrobiana In Vitro
de un propoéleo de Santander sobre Enterococcus faecalis. Ustasalud 2012; 11: 73 - 78]
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IN VITRO ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ETANOLIC PROPOLIS EXTRACTS FROM SANTANDER
AGAINST Enterococcus faecalis

ABSTRACT

Objective: to evaluate the antimicrobial activity of an ethanolic propolis extract from Santander province against Enterococcus faecalis.
Methods: an experimental In vitro study was made. Starting from pristine propolis collected in the city of Lebrija (Santander), an etha-
nolic extract was obtained using a Soxhlet apparatus. The antimicrobial activity was measured using the macro dilution tube technique
by counting the Colony Forming Units (CFU) per mL after 48 hours. Propolis solutions with concentrations in the range from 100 to
0.19 mg/mL were evaluated. Tubes containing dilutions of the antibiotic norfloxacin and solvent (96% ethanol) were used as reference
and control.

Results: the propolis solutions within the range from 100 mg/mL to 50 mg/mL inhibited 100% growing of E. faecalis. Propolis extract
showed an inhibitory concentration 50 (IC, ) of 1.19 mg/mL and an inhibitory concentration 90 (IC,) of 7.92 mg/mL respectively. Nor-
floxacin on the other hand was more effective with IC, and IC of 0.06 and 2.39 ug/mL respectively. Ethanol showed non-antimicrobial
activity at the concentration present within the extracts.

Conclusion: with further studies support it would be possible to suggest the use of propolis from Santander as an alternative of irri-
gation and medication in endodontics because of its powerful effect against E. faecalis considering it is the most frequent pathogen
found in persistent infections.
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INTRODUCCION

El origen de la mayoria de las infecciones periapi-
cales y endodonticas es polimicrobiano. Sin embar-
go, numerosos estudios establecen a Enterococcus
faecalis como el patégeno endodéntico con mayor
frecuencia en lesiones persistentes;'? este coco
Gram positivo pertenece a la biota intestinal de
mamiferos y estd asociado a miltiples procesos
infecciosos en el hombre. Como patégeno tiene la
capacidad de adherirse a los tejidos del huésped
entre ellos la dentina e incluso penetrar los tubu-
los dentinales, forma biopeliculas dificiles de eli-
minar que le permiten sobrevivir por periodos de
tiempo prolongados en ambientes con limitaciéon
de nutrientes. Este aspecto ha sido considerado su
principal mecanismo de patogenicidad en el canal
radicular.*?

Desde el campo de la endodoncia, la solucién a
las infecciones del sistema de conductos radicu-
lares consiste en eliminar los microorganismos
que estén albergados en éste. Para lograrlo, se ha
propuesto la acciéon mecanica de las limas endo-
donticas y la accién quimica de la irrigaciéon con
varias sustancias. Asi mismo, un medicamento con
accion antibacteriana puede ser también necesario
para optimizar esta desinfeccion con el fin de obte-
ner éxito en la terapia pulpar.® No obstante, se ha
demostrado que E. faecalis es uno de los microor-
ganismos mas resistentes a la terapia endodénti-
ca, dado que su crecimiento se ve poco afectado
por las sustancias irrigantes y medicaciones in-
traconducto.®” Estudios previos sugieren que para
lograr la erradicacién de E. faecalis del sistema de
conductos radiculares debe estar en contacto di-
recto con hipoclorito de sodio al 5,25% durante al
menos cinco minutos, este compuesto es el irri-
gante por excelencia.® Otros autores refieren que si
bien, la clorhexidina lo logra inhibir efectivamen-
te In vitro, s6lo lo hace en concentraciones de 2%,
presentacion no comercializada regularmente en
Colombia.” Adicionalmente, presenta resistencia
a los efectos antimicrobianos del hidroxido de cal-
cio, uno de los medicamentos intranconducto mas
usados en endodoncia.'**

Hoy en dia existe un creciente interés por el uso de
productos o mezclas naturales en la eliminacion
de microorganismos. El propéleo es una sustancia
de origen vegetal, fabricada por las abejas, con
funciones bioldgicas de sostén y proteccion de las
colmenas; ha sido ampliamente usado en la medi-
cina tradicional para infecciones de piel, mucosas
y sistema respiratorio.’* Su composicién quimica
varia segun el origen geografico, pero en términos
generales incluye compuestos organicos principal-
mente del tipo fenoles, ésteres, flavonoides y ter-
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penos, entre otros.'® Por lo anterior, propo6leos de
diversas regiones son objeto de investigaciéon en
odontologia por sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, anestésicas y cicatrizantes.'®!”
En endodoncia ya ha sido usado para irrigaciéon
y limpieza del conducto radicular, su actividad es
comparada con el hidréxido de calcio al mostrar
efectos similares en el mejoramiento del curso cli-
nico de las infecciones y la regeneracién de la pul-
pa dental con baja toxicidad.®#1°

El efecto de propodleos colombianos ha sido eva-
luado frente a algunos agentes cariogénicos® pero
aun no existen estudios en patoégenos endodonti-
cos. Por tanto, el objetivo de la presente investiga-
cion fue evaluar la actividad antimicrobiana de un
extracto etanolico de propoleo de Santander sobre
Enterococcus faecalis.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio experimental In vitro en el
que se evaluo la capacidad de un extracto de pro-
poéleo de Santander obtenido en el laboratorio por
el método Soxhlet para inhibir el crecimiento de
una cepa de E. faecalis.

Materiales:

* Propdleo: se obtuvo de los apiarios de la finca
Santa Teresa, ubicada en el Km 15 via a Clcu-
ta Vereda Agua Blanca, en el departamento de
Santander a 1773,19 metros sobre el nivel del
mar. Se recolect6 a partir de las trampas de ca-
jon de las colmenas del apiario, a las que se les
hizo de manera aséptica un raspado con espa-
tula que se deposit6 en bolsas estériles, poste-
riormente se paso el contenido por un tamiz
estéril para retirar restos vegetales e insectos
de gran tamafo que pudieran afectar la extrac-
cion. El propoéleo crudo se deposit6é en frascos
de vidrio ambar estériles debidamente rotula-
dos.?!

* Compuesto de referencia: como antimicrobiano
de referencia se utilizé Norfloxacina comercial
de 400 mg, obtenida de Industria Colombiana
de Medicamentos y para su uso en los expe-
rimentos fue purificada por métodos estandar
de laboratorio.

Microorganismo: se utiliz6 una cepa de Enterococcus
faecalis ATCC 29212 que se obtuvo liofilizada KWIK-
STIK de laboratorios Microbiologics®, adquirida por
el laboratorio de ciencias basicas de la Universi-
dad Santo Tomas. Esta cepa fue reconstituida por
siembra masiva en agar sangre (Oxoid®), se incub6
a 37°C por 48 horas en atmosfera de CO,; su creci-
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miento se verificé en agar Enterococcus (BD®) a tra-
vés de la aparicion de colonias negras. Los cultivos
usados en los experimentos de la presente investi-
gacioén correspondian al pase dos de recuperacion.

Obtencion del extracto: una vez obtenida la muestra,
se desengras6 con n-hexano (JT.Baker®) en un equi-
po Soxhlet. Los extractos fueron obtenidos al aplicar
el método Soxhlet con etanol anhidro (Carlo Erba®). El
extracto resultante se concentré por destilacién sim-
ple hasta que se removié completamente el solvente.*

Actividad antimicrobiana: se evalu6 a través de una
prueba de macrodiluciéon en tubo.? Para la prepa-
racion del in6culo del microorganismo se usaron
subcultivos de 24 horas en agar sangre, se tomaron
colonias y se prepard una solucién estandar de E.
faecalis en caldo tripticasa soya (Merck®) con turbi-
dez de 3,0 en la escala McFarland.

A partir del extracto de propdleo se prepard una solu-
cién de trabajo de 200 mg/mL en etanol 96%. Poste-
riormente, en tubos de ensayo se realizaron dilucio-
nes seriadas 1:2 desde 100 hasta 0,19 mg/mL. Para el
caso del medicamento de referencia (Norfloxacina) se
evaluaron concentraciones desde 0,10 hasta 5,1 X 10°
mg/mL.2* A cada tubo de ensayo se agregaron 100ul
de la solucién estandar de E. faecalis ATCC 29212. Se
incluyeron dos grupos controles uno con solucién sa-
lina como control de crecimiento y otro con diluciones
seriadas de etanol desde 96% a 0,18% para descartar
el posible efecto del solvente. Los tubos se llevaron a
incubacion a 37°C por 48 horas en atmosfera de CO,.
Posteriormente, se realiz6 el recuento de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/mL), a través de la téc-
nica de recuento en placa, para el conteo se procedi6
a realizar diluciones seriadas en solucion salina hasta
10° de los tubos que contenian el compuesto evaluado
y el microorganismo. Luego se sembraron 0,1 mL de
cada dilucién en cajas de Petri con Agar Plate Count
(Merck®). Finalmente, se llevaron a incubar 24 horas
a 37°C en atmosfera de CO,y se hizo el recuento con
ayuda de una camara de luz. Las pruebas de actividad
antimicrobiana se realizaron por triplicado en experi-
mentos independientes.

Analisis estadistico

Los resultados de los recuentos de UFC/mL se valida-
ron y el analisis univariado para variables cuantitativas
se realiz6 con el software SPSS version 15,0 (SPSS Inc®).
Los recuentos de UFC/mL presentaron una distribuciéon
no normal de acuerdo con la prueba Shapiro — Wilk. Se
calculé el porcentaje de Inhibicién (PI) para cada una de
las concentraciones evaluadas a través de la formula:

(UFC/mL promedio control - UFC/mL promedio concentracion) 100
*

(UFC/mL promedio control)

Por medio del software XLfit® (IDBS) se determiné la
concentracion inhibitoria 50 (IC, ) y la concentracion in-
hibitoria 90 (IC,)) del extracto frente a E. faecalis.

RESULTADOS

A partir de la prueba de actividad antimicrobia-
na por dilucién en tubo se estableci6 el efecto de
las diferentes concentraciones de propoleo. Los
resultados se presentan en tablas, en términos
de UFC/mL de E. faecalis para cada concentracion.
Para facilitar la comprensiéon de los resultados
se muestran los porcentajes de Inhibicién (PI) de
cada concentracion evaluada.

Se determin6é que las concentraciones de 100
mg/mL y 50 mg/mL del extracto inhibieron el
100% del crecimiento de E. faecalis con recuen-
tos de cero UFC/mL. Asi mismo, se evidencié que
la concentracién inhibitoria minima (MIC) fue de
50 mg/mL. Los PI obtenidos mostraron que todas
las concentraciones evaluadas del extracto de
propoleo inhibieron el crecimiento del microor-
ganismo de interés con porcentajes desde 100%
hasta 22,26%. Por otra parte, la inhibicion de 50%
del crecimiento se present6 entre concentracio-
nes tan bajas como 1,56 y 0,78 mg/mL. El menor
porcentaje de inhibicioén fue 22,26% a concentra-
cién de 0,195 mg/mL (Tabla 1). Se estableci6 que
la actividad del diluyente (etanol) de los extractos
sobre E. faecalis no fue significativa en las concen-
traciones evaluadas, es decir, 48% a 0,09% (datos
no mostrados).

La norfloxacina como medicamento de referencia,
mostroé actividad a todas las concentraciones eva-
luadas. La inhibicién de 100% del crecimiento del
microorganismo de interés se demostré en con-
centraciones tan bajas como 0,01 mg/mL; asi mis-
mo, a la minima concentracion evaluada 5,1 X 10°
mg/mL la norfloxacina inhibi6 en 20,87% a E.
faecalis. Fue posible establecer que la MIC para este
medicamento en la cepa evaluada fue de 0,01 mg/mL
(Tabla 2). Al comparar las actividades de las sus-
tancias evaluadas, la norfloxacina fue 1000 veces
mas efectiva que el extracto natural estudiado.

Dada la actividad antimicrobiana que mostraron
los compuestos fue posible calcular la CI_ y CI, .
Para el caso del extracto de propoleo la actividad
correspondi6é a 1,19 mg/mL y 7,92 mg/mL, y la
norfloxacina mostr6 ser mucho mas efectiva con
Cl,y CI, de 6X10° y 2,39X10° mg/mL, respecti-
vamente.
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Tabla 1. Actividad de extracto etandlico de prop6leo
frente a E. faecalis

Con(c;;’tlzjlon U(f;{l:)lL PI (%)
100 0 100
50 0 100
25 0 99,99

12,50 1,05 X 10° 99,50
6,25 2,20 X107 71,42
3,12 2,42 X107 86,53
1,56 7,40 X 107 60,74
0,78 3,30 X 108 33,57
0,39 14,10 X 108 27,58
0,19 7,20 X 10° 22,26
Control 23,80 X 10° NA

Me: Mediana. PI: Porcentaje de Inhibicién. NA: No aplica.

Tabla 2. Actividad de Norfloxacina frente a E. faeca-
lis

le(f:;llt;:?on U(f]\C/II:)lL PI (%)
0,10 0 100
0,03 0 100
0,01 0 100
3,70 X 103 0 99,99
1,23 X 103 0 99,99
4,10 X 104 1,1 X 10° 86,38
1,30 X 104 2,38 X 108 48,72
4,50 X 105 3,43 X 108 44,57
1,52 X 105 2,84 X 108 39,80
5,10 X 106 3,98 X 108 20,87
Control 4,82 X 108 NA

Me: Mediana. PI: Porcentaje de Inhibicién. NA: No aplica.

DISCUSION

La terapia endodoéntica tiene como objetivo prin-
cipal eliminar o disminuir los microorganismos
presentes en el sistema de conductos radiculares
a través de un tratamiento quimico-mecanico.!!?
Hoy en dia se buscan sustancias quimicas que
representen verdaderas alternativas para la irri-
gacion y medicacion intraconducto, dado que las
de mayor uso como el hipoclorito de sodio y el
hidréxido de calcio refieren alguna toxicidad y su
efectividad es reducida frente a patégenos endo-
donticos.®!° El presente estudio demostro el efecto
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antimicrobiano In vitro de un extracto de propoleo
de origen santandereano frente a E. faecalis, este es
un patogeno endodontico relevante, asociado con
mayor frecuencia en lesiones refractarias o persis-
tentes.*>2>%

A través del método de contacto directo y macro-
dilucién en tubo se demostré la actividad antimi-
crobiana del extracto de propdleo proveniente de
Santander en concentraciones de 100 mg/mL a
0.195 mg/mL frente a E. faecalis. Estos hallazgos
coinciden con estudios In vitro previos realizados
por Cortés y colaboradores (2010) quienes demos-
traron a través del método de difusiéon en agar que
un extracto de propo6leo de Cundinamarca tenia
actividad frente a E. faecalis hasta concentraciones
de 3,1 mg/mL.?” Asi mismo, Ferreira y colaborado-
res (2007) evaluaron el efecto de un extracto etano-
lico de propdleo al 10% (100 mg/mL) por el méto-
do de macrodilucién en tubo y lo compararon con
medicaciones intraconducto como hidréxido de
calcio, paramonoclorofenol alcanforado y formo-
cresol; de esta forma, encontraron una efectividad
similar de todas las sustancias frente a patoégenos
endodoénticos como Prevotella nigrescens, Fusobac-
terium nucleatum, Actinomyces israelii, Clostridium
perfringens y con menor actividad hacia Entero-
coccus faecalis.?® Sin embargo, Lima y colaborado-
res (2007) reportaron resultados contradictorios
al evaluar un extracto chileno de propéleo al 50%
(50 mg/mL) y establecer que no poseia actividad
significativa In vitro frente a E. faecalis entre otros
microorganismos comparado con la clorhexidina y
el hidroéxido de calcio.”

El extracto etanolico de propdleo de Santander in-
hibi6 el crecimiento de E. faecalis desde 100% hasta
22,6%. La capacidad de este preparado natural para
afectar el crecimiento de bacterias demostrada en
esta investigacion, podria estar relacionada con as-
pectos como: la metodologia usada al ser el método
de macrodilucién una técnica que permite un mejor
contacto directo del microorganismo y la sustancia,
comparada con la técnica de difusién en agar, esta
ultima la de mayor uso en los estudios previos.* Por
otra parte, la literatura atribuye las propiedades
antimicrobianas a su alto contenido de flavonoi-
des, lactonas, saponinas, fenoles, triterpenos, éste-
res de &cido caféico y a una flavona conocida como
galangina; adicionalmente, se ha demostrado que
estos componentes probablemente afectan el ADN
bacteriano a través de la RNA polimerasa.?**?! Sin
embargo, los resultados de las investigaciones sobre
propéleo deben ser cuidadosamente interpretados
puesto que estas mezclas presentan alta variabili-
dad en su composicion de acuerdo al origen geogra-
fico y las épocas de recolecciéon.?
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En este estudio se demostré que el extracto de pro-
poleo fue menos efectivo frente a E. faecalis respecto
a la norfloxacina como medicamento de referencia.
Estas diferencias, pueden interpretarse como resul-
tado no so6lo de la naturaleza de los compuestos,
también de las complejas interacciones quimicas in-
volucradas en los efectos biologicos de un producto
natural y que se pueden presentar en una mezcla de
sustancias como lo es el propoleo.* La norfloxacina
es un medicamento de estructura quimica conoci-
da cuyo mecanismo de accién ha sido ampliamente
estudiado y que fue purificado para su uso en esta
investigacion.*

Las evidencias experimentales presentan la posibili-
dad de aplicacién y uso del propoleo en diversas es-
pecialidades de la odontologia y coinciden en resal-
tar los amplios beneficios que podria tener su uso
terapéutico en la cavidad bucal. Todo esto soporta-
do en el hecho de ser una sustancia natural a la que
se le atribuyen efectos antimicrobianos, analgési-
cos, antiinflamatorios y cicatrizantes.!” Cabe desta-
car el rapido avance de los estudios sobre propoleos
en modelos endodoénticos durante los tltimos anos.
Kayaoglu y colaboradores (2011) y Jahromi y colabo-
radores (2012) determinaron que como medicacién
intraconducto y luego de siete dias, extractos de
propéleo mostraron actividad similar al hidroxido
de calcio en la eliminacién de E. faecalis de tibulos
dentinales infectados.?*** Del mismo modo, Awaw-
deh y colaboradores (2009) demostraron en mode-
los de discos de dentina infectados que un prop6-
leo comercial (3000 mg/mL) fue mas efectivo que
el hidroxido de calcio en la eliminacién total de E.
faecalis con solo 24 o 48 horas de medicacion.* Re-
cientemente, Madhubala y colaboradores (2011) re-
portaron que un propoleo comercial fue tan efectivo
como la pasta triantibiotica (ciprofloxacina, minoci-
clina y metronidazol) en la eliminacion de E. faecalis
en modelos de dientes, luego de tan solo 48 horas
de medicacién.* De este modo, es posible proponer
a este producto natural como un agente antimicro-
biano de potente uso intra canal radicular.

Los resultados de este trabajo de investigacion, el
primero en la regién, proponen al propéleo santan-
dereano como una alternativa de uso especifica-
mente en el area de endodoncia, dado el potente
efecto frente a E. faecalis que es uno de los patoge-
nos mas resistentes a los desinfectantes y medica-
ciones intraconducto utilizados en la terapia endo-
doéntica. De forma complementaria, el propdleo pre-
senta ventajas sobre las sustancias que actualmente
son usadas en irrigacion y medicacion, que radican
en propiedades antibacterianas, inmunoestimulan-
tes, cicatrizantes y baja toxicidad.'” Sin embargo, es
necesario realizar estudios complementarios sobre

la composiciéon quimica del propoleo estudiado asi
como establecer la ruta quimica para identificar los
compuestos lideres presentes en esta mezcla.

A partir de los hallazgos In vitro presentados, resul-
ta pertinente continuar con los estudios en modelos
de dientes In vitro y posteriormente ensayos clinicos
que demuestren las ventajas del prop6leo compara-
dos con otras sustancias irrigantes o medicaciones
intraconducto en pacientes. Simultineamente, es
necesario investigar con diferentes metodologias la
tension superficial de las preparaciones del propo-
leo para sugerir que puedan tener alta capacidad de
penetracion en los sitios de dificil o imposible acce-
so en el sistema de conductos radiculares, tubulos
dentinales, itsmos y sacos, entre otros.
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