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RESUMEN 

La caries dental es una enfermedad de etiología bacteriana, la cual consiste en la 

destrucción de los tejidos dentales debido a la presencia de ácidos producidos por 

las bacterias orales tales como Streptococcus mutan. El propóleo, es producido por 

Apis mellífera (abejas), es un componente conocido por su acción bactericida, 

actualmente se conocen hasta 200 compuestos diferentes identificados los cuales 

tienen relación con el medio ambiente. En el Perú, se ha estudiado el propóleo en 

diferentes regiones donde existen apicultores y en el trabajo del Dr. Pablo Millones, 

encontró que la fracción metanólica del propóleo de la región de Oxapampa 

departamento de Pasco, tuvo una excelente actividad antibacteriana frente las 

bacterias ATCC de Streptococcus gordonii y Fusobacterium nucleatum. Por lo que 

el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto inhibitorio de la fracción 

metanólica del propóleo de Oxapampa en diferentes genotipos aislados de 

Streptococcus mutans de niños con problemas de caries. La fracción metanólica del 

propóleo de Oxapampa fue obtenida por cortesía del doctor Pablo Millones Gómez. 

Se recolectaron 150 muestras de hisopado oral de niños diagnosticados con caries, 

los cuales fueron sembradas e identificadas por pruebas bioquímicas de 

fermentación de carbohidratos, seguidas por PCR convencional, utilizando los 

primers específicos para confirmar la especie y determinar el genotipo de cada una 

de ella. En cada una de las pruebas se utilizó como control positivo a Streptococcus 

mutans ATCC 25175. Después de la identificación se procedió a enfrentar las cepas 

de S. mutans y el control de la ATCC 25175 a la fracción metanólica por el método 

de difusión en disco en el medio de cultivo BHA, para determinar la susceptibilidad 

de las bacterias aisladas y cepa control a la fracción metanólica. Los datos obtenidos 



  
 

(medida de los halos de inhibición) fueron procesados utilizando el método 

estadístico T - student. Teniendo como resultado la medida de los halos de 

inhibición en milímetros frente a la fracción metanólica (9 a 24 mm) enfrentados a 

S. mutans mostraron mayor diámetro en relación a los enfrentados con la cepa 

ATCC 25175 (10 a 10.5 mm) además, la fracción metanólica responde de manera 

similar sin diferencia significativa frente a la clorhexidina p = 0.85  a diferencia de 

Streptococcus mutans ATCC 25175 y las muestras de niños diagnosticados con 

caries, muestran diferencias significativas tanto para clorhexidina como para la 

fracción metanólica del propóleo p = 0.005, a su vez en la genotipificación se 

encontró que el 100% pertenecía al genotipo C, el 21.58% al genotipo E y el 14.39% 

al genotipo F y no se encontró el genotipo K y entre ellos se observaron genotipos 

múltiples C, E con un 21.73% y C, F con un 14.49%. Se concluye que la fracción 

metanólica del propóleo presenta actividad inhibitoria en las 138 cepas aisladas y 

genotipificadas en niños diagnosticados con caries.  

 

PALABRAS CLAVE: Streptococcus mutans (DeCS), extracto propolis (DeCS), 

caries dental (DeCS), inhibición bacteriana (DeCS) 

 

 

 

 

 

 



  
 

ABSTRACT 

Dental caries is a bacterial etiology disease, which consists of the destruction of 

dental tissues due to the presence of acids produced by oral bacteria such as 

Streptococcus mutans. Propolis, produced by Apis mellifera (bee), is a component 

known for its bactericidal action, and up to 200 different identified compounds 

which are related to the environment. In Peru, propolis has been studied in different 

regions where there are beekeepers and in the work of Dr. Pablo Millones, he found 

that the methanolic fraction of propolis from the Oxapampa region, department of 

Pasco, had excellent antibacterial activity against ATCC bacteria. of Streptococcus 

gordonii and Fusobacterium nucleatum. Therefore, the objective of this study was 

to determine the inhibitory effect of the methanolic fraction of Oxapampa propolis 

on different genotypes of Streptococcus mutans isolated from children with caries 

problems. The methanolic fraction of Oxapampa propolis was obtained courtesy of 

Dr. Pablo Millones Gómez. 150 oral swab samples were collected from children 

diagnosed with caries, they were seeded and identified by biochemical tests of 

carbohydrate fermentation, followed by conventional PCR, using specific primers 

to confirm the species and determine the genotype of each one of them. In each of 

the tests, Streptococcus mutans ATCC 25175 was used as a positive control. After 

identification, the strains of S. mutans and the ATCC 25175 control were compared 

to the metabolic fraction by the disk diffusion method in trypticase soy agar, to 

determine the susceptibility of isolated bacteria and control strain to the metabolic 

fraction. The data obtained (measurement of the zone of inhibition) were processed 

using the T-student statistical method. Having as a result the measurement of the 

zone of inhibition in millimeters against the metabolic fraction (9 to 24 mm) faced 



  
 

with S. mutans showed a greater diameter in relation to those faced with the ATCC 

25175 strain (10 to 10.5 mm). In addition, the methanolic fraction responds 

similarly without significant difference against chlorhexidine p = 0.85, although 

Streptococcus mutans ATCC 25175 and samples from children diagnosed with 

caries, show significant differences both for chlorhexidine and for the methanolic 

fraction of propolis p = 0.005. Meanwhile, in the genotyping it was found that 100% 

belonged to genotype C, 21.58% to genotype E and 14.39% to genotype F and 

genotype K was not found and among them multiple genotypes C, E were observed 

with 21.73% and C, F with 14.49%. It is concluded that the methanolic fraction of 

propolis presents inhibitory activity in the isolated and genotyped strains in 138 

children diagnosed with caries.  

 

KEY WORDS: Streptococcus mutans (MeSH), extract propolis (MeSH), dental 

caries (MeSH), bacterial inhibition (MeSH), 
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1. INTRODUCCIÓN 

La caries dental es una enfermedad de etiología bacteriana considerada la más 

antigua de la humanidad, la cual consiste en la destrucción de los tejidos dentales 

debido a la presencia de ácidos producidos por las bacterias de la placa depositada 

en las superficies dentales, es considerada en muchas partes del mundo como un 

problema de salud pública debido a que se considera una de las principales causas 

de perdida dental, y está muy influenciado por el estilo de vida tales como la 

alimentación, el huésped, el tiempo y los microorganismos1,  todo esto en conjunto 

afecta la calidad de vida de los individuos que lo padecen.    

La presencia de microorganismos tiene un rol fundamental para el inicio y sucesión 

de las lesiones producidas por las caries. De hecho, se trata de una enfermedad 

infecciosa polimicrobiana2, donde cada especie bacteriana individual puede 

contribuir colectivamente a la cariogenicidad total de la biocomunidad de la placa 

dental (biofilm dental) asociada a caries3. Por ello, es importante conocer y entender 

el rol de las especies bacterianas responsables de la progresión de las caries 

dentales. 

A medida que la lesión de caries progresa, se da una transición de bacterias 

anaerobias facultativas Gram-positivas, que predominan en la etapa inicial de la 

lesión, a bacterias anaerobias estrictas Gram-positivas y Gram-negativas que 

predominan en lesiones de caries avanzadas4. La bacteria más asociada con el inicio 

y el avance de la carie es:  

Streptococcus mutans, quien es considerada como el principal agente etiológico de 

la lesión de caries, especialmente en las primeras etapas5. S. mutans, serotipo c, es 
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la especie con mayor frecuencia encontrada en humanos. Este microorganismo se 

encuentra en el biofilm de la placa bacteriana supragingival y aprovecha la 

presencia de carbohidratos especialmente de la sacarosa, glucosa y fructosa, para la 

producción de ácido, llegando así a producir la desmineralización del esmalte 

dental.   

Existe un gran interés en estudiar productos naturales medicinales que posean 

propiedades farmacológicas antibacterianas, con el fin de controlar la formación de 

biopelícula con la finalidad de reducir la presencia de agentes patógenos y para 

prevenir la caries dental. 

El uso de las plantas con fines terapéuticos es de gran utilidad, de ellas se obtienen 

innumerables sustancias químicas, vegetales que pueden considerarse fármacos y 

son empleados en diferentes países6. En el campo de la práctica odontológica, las 

plantas medicinales han tenido todo tipo de uso, en especial en la parte preventiva 

como aditivos en los diversos productos de higiene oral con propiedades anti-

inflamatorias y antibacterianas, siendo esta última característica la más estudiada. 

Sin embargo, debido a la gran biodiversidad del Perú, muchas de estas plantas no 

se han estudiado o recién se están empezando a estudiar7. 

Numerosos estudios científicos sobre el propóleo, han revelado su compleja 

composición describiendo más de 100 componentes que actúan en sinergismo. Los 

más importantes son polifenoles, entre los que se destacan los flavonoides 

(galangina y pinocembrina y derivados de los ácidos benzoico, ferúlico y cafeico), 

componentes a los que se debe gran parte de la actividad biológica y terapéutica, la 

cual varía en función del origen geográfico8. Hasta ahora los principales usos que 
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se le ha dado al propóleo son: la capacidad antimicrobiana, cicatrizante y anti-

inflamatoria7,9. Además, algunos autores han sugerido que el propóleo inhibe la 

actividad enzimática de varias proteínas que son necesarias para el crecimiento y 

desarrollo de los microorganismos orales responsables del desarrollo de la caries 

dental como el Streptococcus mutans y en menor grado el Lactobacilus 

acidófilo10,11. 

Es así que el presente estudio propone enfrentar la fracción metanólica del propileo 

de Oxapampa sobre los diferentes serotipos de Streptococcus mutans aislados de 

niños con problemas de caries.  
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2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 

 

2.1. Planteamiento del Problema 

En la cavidad oral, existen aproximadamente unas 600 especies bacterianas, de las 

cuales solo se identifican 50 a 15012. Existen además zonas que son susceptibles a 

ser colonizadas superficialmente por las bacterias formando de este modo nichos 

en: la mucosa oral, el dorso de la lengua, surco gingival, superficies dentales, 

restauraciones fijas o removibles y la saliva12. Los tejidos duros del diente actúan 

como una barrera mecánica que evita la invasión microbiana hacia la pulpa, pero 

cuando ésta barrera se destruye de forma parcial o completa causa los problemas 

más prevalentes en la cavidad oral como es la caries o la enfermedad periodontal13. 

La caries dental no tratada tanto para adultos, niños y adolescentes, pueden causar 

la destrucción progresiva de los dientes, la reparación y el reemplazo de los dientes 

cariados es costosa, tanto en tiempo y dinero, y es una gran pérdida de recursos para 

el sistemas de salud, por lo que se recurre generalmente al uso de flúor y a la 

inclusión de este en diversos productos naturales como enjuagues bucales, pastillas, 

barnices y geles14. 

Actualmente, se está investigando nuevas alternativas de tratamientos 

antibacterianos utilizando productos naturales como una solución a los problemas 

odontológicos15. Varios estudios demostraron que el propóleo puede ser una 

solución a diversos problemas de salud oral, debido a su acción antibacteriana 

contra bacterias Gram positivas y su capacidad de penetrar el biofilm y evitar su 

desarrollo15. Esto se debe a la presencia de flavonoides que son metabolitos 
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secundarios los cuales son los ingredientes más abundantes y han sido reportados 

como los responsables de su efecto biológico y actividades farmacológicas16. 

Según la publicación de Pablo Millones el propóleo de Oxapampa se fracciono en 

tres: fracción eter, fracción de diclorometano y fracción metanólica. Siendo la 

fracción metanólica la que tiene mayor actividad frente a las bacterias ATCC de S. 

gordonii y F. nucleatum17. Por lo que en el presente estudio propone evaluar el 

efecto inhibitorio de la fracción metanólica del propóleo de Oxapampa sobre los 

diferentes genotipos aislados de Streptococcus mutans de pacientes diagnosticados 

con caries y que asistieron a la Clínica Dental Docente Cayetano Heredia. 
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3. MARCO TEORICO 

3.1. Caries dental 

La caries dental es uno de los mayores problemas de la salud pública a nivel 

mundial, El reporte de la OMS del año 2019, manifiesta que la caries en dientes 

permanentes es el trastorno más frecuente y se calcula que lo padecen 2000 millones 

de personas18 y que 520 millones de niños sufren de caries en los dientes de leche19.  

La caries es una enfermedad infectocontagiosa producida por la adherencia de 

bacterias en la superficie dentaria, una de estas bacterias que participa activamente 

en la formación del biofilm son los del género Sreptococcus del grupo mutans que 

juega un papel muy importante en la desmineralización de la superficie del diente, 

además de Lactobacillus spp y Actinomyces spp, los cuales también están asociadas 

a las caries20. 

Dichas bacterias cariogénicas aprovechan los diferentes tipos de carbohidratos 

(sacarosa, glucosa y fructosa) provenientes de la alimentación diaria para la 

producción de ácido, teniendo como resultado la destrucción progresiva de la 

estructura del diente21.   

De acuerdo con el reporte del Ministerio de Salud del 2013, se menciona que la 

prevalencia de caries en Perú es de un 90.4% siendo un valor elevado para 

Latinoamérica. En este reporte mencionan que, según el tipo de dentición, la caries 

dental en piezas temporales fue 60.5% y en piezas permanentes 60.6% además 

encontraron que la presencia de caries varía entre 87.2% a 91.4% segunda la edad 

del paciente (8 a 15 años)14.  
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3.2. Biofilm dental cariogénico 

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen 

embebidos en una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o 

un tejido vivo22. Estos biofilm contienen numerosas comunidades de bacterias 

causantes de enfermedades y su acumulación se ha asociado a la presencia de caries 

y enfermedades periodontales. 

Cabe mencionar que en el interior del biofilm existen diferentes tipos de ambientes, 

así como diferentes concentraciones de pH, nutrientes y oxígeno. Además, los 

biofilms son los responsables de la caries y de las enfermedades periodontales, y 

presentan gran resistencia frente a los antimicrobianos23. 

La formación del biofilm tiene lugar aún en períodos de ayuno. Por tal motivo, la 

matriz del biofilm dental en la que están inmersas las bacterias, presentará 

diferentes texturas, grosor y composición según se forme en ausencia o en presencia 

de alimentos24.  

La habilidad de Streptococcus mutans de sintetizar glucanos insolubles a partir de 

la sacarosa de la dieta a través de las glucosiltransferasa facilita la adhesión y la 

formación de biofilm dental25. 

 

3.3. Rol de la sacarosa 

La sacarosa produce cambios bioquímicos y fisiológicos, los cuales son de gran 

importancia para la formación del biofilm, favoreciendo el crecimiento de especies 

cariogénicas. Además, la sacarosa se considera el carbohidrato dietético más 
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cariogénico, ya que es fermentable y también sirve como sustrato para la síntesis de 

polisacáridos extracelulares (EPS) e intracelulares (IPS) en placas dentales26. 

 

3.4. Streptococcus mutans 

Es uno de los principales agentes etiológicos responsables del desarrollo de la caries 

dental, especialmente en países en vías de desarrollo en donde su prevalencia es 

alta. 

Clarke J en 1924 menciona que Streptococcus mutans está relacionado con 

presencia de lesiones cariosas además de ser un poderoso productor de ácido, el pH 

original en la boca es de 7 y lo disminuye a pH a 4.2 en aproximadamente 24 horas 

debido a la fermentación de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina27. 

Streptococcus mutans, son cocos Gram positivas dispuestos en cadena cortas de 4 

a 6, los cuales miden de 0.5 a 0.8 µm de diámetro, anaerobia facultativa, son 

patógenos oportunistas en enfermedades humanas como la caries dental y la 

endocarditis infecciosa2, bacteria no móvil, no formadora de esporas además 

perteneciente al grupo de las bacterias acidolácticas que se encuentra en la cavidad 

bucal de las personas, formando parte del biofilm dental28.  

Streptococcus del grupo mutans está constituido por siete especies, los cuales son 

Streptococcus mutans, Streptococcus cricetus, Streptococcus rattus, Streptococcus 

ferus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus macacae, Streptococcus downei y 

ocho genotipos, identificados con las letras "a" hasta la "h". Cabe mencionar que 

Nakano, et al en el 2007 añadieron el genotipo k, muy relacionado con la 

Endocarditis Bacteriana Subaguda29. 
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La mayoría de Streptococcus mutans (genotipo c, e y f), y en menor proporción 

Streptococcus sobrinus (genotipo d y g), son capaces de afectar a los diferentes 

tipos de superficies de los dientes con el proceso carioso, especialmente en fosas, 

fisuras y superficies lisas30. 

 

3.5. Clasificación de Streptococcus mutans 

Mucho antes del desarrollo de las técnicas moleculares, diferentes autores como 

Nakano y Shibata realizaron pruebas para determinar los serotipos de S. mutans y 

clasificándolos de acuerdo a los antígenos que exhibe en la superficie de sus células 

al estar en contacto con los anticuerpos de un cierto suero. Las pruebas más 

comunes son: inmunoblot (conocida como Western blot); ELISA («inmunoensayo 

ligado a enzimas), entre otros, actualmente se puede genotipificar mediante primers 

los cuales tienen una elevada precisión y fiabilidad. 

Debido a la composición y a los enlaces de los polisacáridos de la pared celular, los 

Streptococcus del grupo mutans se pueden clasificar en 8 genotipos31, siendo el 

serotipo “c” el más ácido-tolerante, con un grado óptimo de pH 5.0 para la 

producción de ácido láctico32. Es importante estudiar estos diferentes genotipos 

para comprender de qué manera colonizan y como sus factores de virulencia actúan 

para producir la enfermedad. 

Shibata Y, et al en el 2003 comentan que el progenitor de Streptococcus mutans ha 

sido el serotipo c y que las cepas del serotipo f y e, se han originado por mutaciones 

del determinante del serotipo c33. 
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Actualmente S. mutans, está clasificado en tres serotipos c, e y f debido a la diversa 

composición química de los polisacáridos específicos de los serotipos los cuales 

están compuestos por un esqueleto de ramnosa y cadenas laterales de glucosa. 

Recientemente Nakano (2004) designó un nuevo serotipo de Streptococcus mutans 

(serotipo k) el cual se caracteriza por una drástica reducción en la cantidad de 

cadenas laterales de glucosa34, lo que produce un bajo nivel de cariogenicidad 

debido a las alteraciones de varios antígenos proteicos de su superficie34. El serotipo 

k está presente en la cavidad oral debido a su alta hidrofobicidad y adhesión 

dependiente de la sacarosa, junto con la expresión de glucosiltransferasas y 

antígenos proteicos, este serotipo puede sobrevivir en la sangre debido a su menor 

capacidad fagocítica35. Se debe tener especial cuidado con los niños que presentan 

caries y trastornos cardíacos36 ya que ellos son susceptibles al defecto del tabique 

ventricular37 en la que el serotipo k esta relacionado. La presencia de este nuevo 

serotipo k, indica un mayor riesgo en estos pacientes, por lo que la bibliografía 

menciona que sería necesario un enfoque clínico. 

Tabla 1: Especies de Streptococcus mutans con sus respectivos serotipos y los 

diferentes carbohidratos de su pared celular. 

 

 

 

Streptococcus genotipos Carbohidratos pared celular 

Streptococcus mutans c, e, f y k Glucosa y Ramnosa 

Streptococcus sobrinus d, g y h Glucosa, Galactosa y Ramnosa 

Streptococcus cricetus a Glucosa, Galactosa y Ramnosa 

Streptococcus rattus b Glucosa y Ramnosa 

Streptococcus ferus c ¿? 

Streptococcus macacae c Glucosa y Ramnosa 

Streptococcus downei h ¿? 
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3.6. Factores de virulencia de Streptococcus mutans 

Acidogenicidad: Streptococcus mutans puede fermentar los azúcares de la dieta 

para producir principalmente ácido láctico como producto final del metabolismo. 

Esto hace que descienda el pH y se desmineralice el esmalte dental31 al igual que la 

producción de ácido acético, fórmico y etanol. 

Aciduricidad: Es la capacidad que posee el microorganismo de producir ácido en 

un medio con pH ácido. Streptococcus mutans es más acidúrico que los demás tipos 

de Streptococcus25. 

Acidofilicidad:  Streptococcus mutans tiene la habilidad de responder rápidamente 

y eficientemente a grandes cambios en su medio ambiente. Razón por la cual puede 

resistir la acidez del medio bombeando los protones (H+) fuera de la célula. Este es 

un elemento funcional de dominancia de Streptococcus mutans en biofilm dental 

cariogénico25. 

Síntesis de glucanos y fructanos: Streptococcus mutans por medio de enzimas como 

glucosiltransferasa y fructosiltransferasas (GTFs y FTFs), de los cuales se producen 

polímeros de glucano y fructano, a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles 

pueden ayudar a Streptococcus mutans a adherirse al diente y ser usados como 

reserva de nutrientes24. 

Síntesis de polisacáridos intracelulares: Entre estos polisacáridos intracelulares 

se encuentra el glucógeno, que sirve como reserva alimenticia y mantienen la 

producción de ácido durante largos períodos aún en ausencia de consumo de 

azúcar31. 
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Proteínas de adhesión celular: Son unas proteínas antigénicas que se encuentran 

en la cápsula de la pared celular de Streptococcus mutans e inician la adhesión a la 

superficie dental. Lo cual es inusual, debido a que estas se encuentran en otros 

microorganismos en apéndices como las fimbrias25. 

 

3.7. Propóleo 

El término propóleo proviene del griego propolis el cual significa "defensa de la 

ciudad" 

En los últimos años ha habido un gran interés por las propiedades del propóleo. El 

propóleo es una sustancia resinosa y pegajosa natural recolectada y elaborada por 

las abejas Apis mellifera, a partir de las exudaciones de árboles y plantas38. Las 

abejas Apis mellífera lo obtienen por adición de cera y secreciones salivales al 

material resinoso, gomoso o balsámico que recolectan de yemas, brotes y heridas 

de diversas plantas. En la colmena, las abejas utilizan al propóleo con diversos fines 

tales como: cerrar grietas, reducir al mínimo las vías de acceso, recubrir y aislar 

restos de animales que se hayan introducido en la colmena evitando su 

descomposición, consolidar componentes estructurales, barnizar el interior de las 

celdillas con fines desinfectantes y evitar vibraciones39. 

La producción del propóleo está en función de la raza de abejas y del ambiente en 

el cual se desarrolla la actividad apícola. La raza caucásica y los híbridos 

africanizados, son más propolizadores que otras razas, son pocas las colonias y las 

abejas de una colmena que colectan propóleo, cerca de 3% de las pecoreadoras 

realizan este trabajo, el cual es muy desgastante (reduce la vida de la obrera en torno 
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a 20%), ya que esta operación dura entre 15 y 60 minutos y se realiza en las horas 

más calientes del día7.  

 

3.8. Composición del propóleo 

La composición química del propóleo es compleja y depende de la flora de la región 

donde es recolectado, los microorganismos presentes en el entorno geográfico, la 

técnica de obtención, los factores climatológicos influyen mucho en la actividad 

antibacteriana que pueda presentar40: 

Tabla 2: Composición del propóleo 

 

 

 

 

La cera presente en el propóleo no tiene actividad terapéutica probada, y 

constituyen alrededor del 30-40% del total de la muestra. El resto corresponde a la 

parte biológicamente activa41. 

Entre los compuestos orgánicos y minerales se encuentran más de 40 flavonoides 

(flavonas, flavanoles y flavononas), compuestos fenólicos, aldehídos aromáticos 

alifáticos, compuestos terpénicos, ácidos grasos, aminoácidos (arginina, prolina), 

vitaminas (entre ellas, la vitamina A y las vitaminas de grupo B) y oligoelementos 

(cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso, selenio, zinc). Se han logrado 

identificar hasta 200 componentes diferentes y a muchos de ellos se les atribuyen 

importantes acciones farmacológicas42. 

ELEMENTOS PORCENTAJES 

Resinas  50-55% 

Ceras  30-40% 

Aceites esenciales o volátiles  5-10% 

Polen 5% 

Sustancias orgánicas y minerales 5% 



14 
 

3.9. Actividad antioxidante del propóleo 

La capacidad antioxidante del propóleo puede estar relacionada con algunos de sus 

efectos biológicos como la quimio prevención. Los flavonoides son poderosos 

antioxidantes capaces de eliminar los radicales libres y proteger la membrana 

celular contra la peroxidación lipídica43. 

Diversos compuestos de propóleos han sido descritos como potentes inhibidores de 

estrés oxidativo. Se sabe que la composición del propóleo es variable, sin embargo, 

uno de sus principales componentes, el éster fenetílico del ácido cafeico, bloquea 

la producción de radicales libres43. 

Estudios realizados, in vivo, en animales y humanos demuestran la capacidad 

antioxidante del propóleo a través de una disminución de la peroxidación lipídica, 

la cual se encuentra fuertemente asociada con el riesgo de enfermedad 

cardiovascular43.  

 

3.10. Actividad fungicida del propóleo 

Según estudios realizados, el propóleo ha demostrado actividad inhibitoria sobre 

hongos como Candida albicans (ATCC14055), Cryptococcus neoformans, y 

Aspergillus fumigatus44. Esto se debe a la presencia de flavonoides que son 

metabolitos secundarios los cuales son los ingredientes más abundantes del 

propóleo y han sido reportados como los responsables de su efecto biológico y 

actividades farmacológicas. 
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En otro estudio realizado por Wagh VD (2013). Demostró que en 40 cepas de 

levaduras de Candidas spp, el propóleo utilizado inhibió su crecimiento y que la 

cepa más sensible fue la Rhodotorula spp y la más resistente fue la Cándida 

albicans45. 

 

3.11. Actividad antibacteriana del propóleo 

Los extractos etanólicos de propóleo tienen actividad antimicrobiana contra 

bacterias Gram-positivas y una menor actividad contra Gram-negativas y buena 

actividad contra las levaduras41. Se ha sugerido que la actividad antimicrobiana del 

propóleo depende del sinergismo entre algunos flavonoides, ácidos fenólicos y 

otros compuestos en los propóleos46.  

El modo de la actividad antimicrobiana de los compuestos de los propóleos no está 

claro, pero las explicaciones posibles son: inhibición de la motilidad bacteriana, 

afecto del potencial de la membrana, inhibición de la RNA-polimerasa, 

desorganización del citoplasma, pared celular y de la célula, e inhibición de la 

síntesis de la proteína47. El uso de los flavonoides contra infecciones bacterianas o 

fúngicas tiene como objetivos matar las células de los microorganismos o dificultar 

los efectos de difusión de las toxinas bacterianas48. 

 

3.12. El propóleo como anticariogénico 

Es de importancia conocer las propiedades del propóleo, ya que las mismas pueden 

beneficiar de manera significativa a la salud bucodental y en el tratamiento de un 

problema de salud pública alarmante, como lo es la caries dental. 
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La actividad antimicrobiana atribuida al propóleo frente al Enterococcus sp, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans es de especial 

importancia en la práctica clínica odontológica por su potencial efecto 

anticariogénico49,50.  

Algunos autores10,11,51 han sugerido que esta sustancia natural inhibe la actividad 

enzimática de varias proteínas que son necesarias para el crecimiento y desarrollo 

de los microorganismos orales responsables del desarrollo de la caries dental como 

Streptococcus mutans y en menor grado Lactobacillus acidophilus. 
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4. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

 

Según el reporte del Ministerio de Salud del 2013 la prevalencia de caries en Perú 

es de un 90.4% de un total de 7730 escolares de zonas urbanas y rurales, además se 

menciona que según el tipo de caries dental se encontró, 60.5% en piezas 

temporales y 60.6% en piezas permanentes y la edad del paciente entre 8 a 15 años 

la presencia de caries vario entre 87.2% a 91.4%, siendo estos valores muy altos en 

Latinoamérica14.  

Varios antecedentes mencionan que la actividad antibacteriana del propóleo inhibe 

el crecimiento de diferentes bacterias bucales tales como Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguis, otros estreptococos y Actinomyces naeslundii,52 debido a 

que se inhibe la actividad de las glucosiltransferasas y el crecimiento de especies 

bacterianas en las cuales se incluyen los Streptococcus del grupo mutans53. En el 

estudio actual de investigación del Dr. Pablo Millones 2018, encontró que la 

fracción metanólica del propóleo tiene actividad contra biofilms in vitro de 

Streptococcus gordonii ATCC 51656™ y Fusobacterium nucleatum ATCC 

10953™, por lo que el presente estudio se propuso estudiar la fracción metanólica 

frente a los diferentes genotipos de S. mutans de niños entre 6 a 12 años de edad 

con problemas de caries, para determinar la actividad bactericida17. 

 

Esto beneficiaría a la salud odontología ya que podría utilizarse como una 

alternativa natural y así disminuir la caries dental en niños menores de 12 años, 

disminuyendo de este modo el uso de soluciones químicas como la clorhexidina 

0.12% y la resistencia microbiana, debido a que los microorganismos sufren 
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cambios al verse expuestos a los antibióticos volviéndose ineficaces y persistiendo 

las infecciones en los pacientes54.  
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5. HIPOTESIS 

 

5.1. Hipótesis Nula 

La fracción metanólica del propóleo de Oxapampa no ejerce un efecto inhibitorio 

sobre el crecimiento de los diferentes genotipos de Streptococcus mutans aislados 

de pacientes con caries y problemas de placa blanda dental. 

 

5.2. Hipótesis alternativa 

La fracción metanólica del propóleo de Oxapampa ejerce un efecto inhibitorio sobre 

el crecimiento de los diferentes genotipos de Streptococcus mutans aislados de 

pacientes con caries y problemas de placa blanda dental. 
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6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo General 

Evaluar el efecto inhibitorio de la fracción metanólica del propóleo de Oxapampa 

en diferentes genotipos aislados de Streptococcus mutans de niños con problemas 

de caries 

 

6.2. Objetivo Especifico 

 Aislar e identificar Streptococcus mutans de niños con problemas de caries de la 

Clínica Dental Docente Cayetano Heredia. 

 Genotipificar con primers específicos tanto para la especie Streptococcus mutans 

como para los diferentes genotipos de Streptococcus mutans aislados de niños 

con problemas de caries de la Escuela Docente de Estomatología. 

 Determinar la susceptibilidad de Streptococcus mutans aislados de niños con 

problemas de caries frente a la fracción metanólica del propóleo de Oxapampa 

por el método de difusión en disco. 

 Comparar los resultados de inhibición entre la fracción metanólica del propóleo 

de Oxapampa y clorhexidina al 0.12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 

y las muestras aisladas de niños con problemas de caries. 
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7. VARIABLES DE ESTUDIO 

7.1. Variable dependiente 

Susceptibilidad del Streptococcus mutans, frente a la fracción metanólica del 

propóleo, el cual es expresado en milímetros.  

Variable Definición Dimensión 

Naturaleza 

de la 

variable 

Escala de 

medición 
Indicador 

Fracción 

metanólica del 

propóleo de 

Oxapampa  

 

Sustancia resinosa 

y pegajosa natural 

recolectada y 

elaborada por las 

abejas 

A una 

concentración 

de 0.78 mg/ml 

Cuantitativa Ordinal 

Concentración 

de la fracción 

metanólica del 

propóleo a 0.78 

mg/ml 

 

 7.2. Variable independiente 

El poder de inhibición de la fracción metanólica del propóleo de Oxapampa de una 

concentración a 0.78 mg/ml 

Variable Definición Dimensión 

Naturaleza 

de la 

variable 

Escala 

de 

medición 

Indicador 

actividad 

antibacteriana  

Capacidad de una 

sustancia de inhibir 

el desarrollo y 

crecimiento de los 

diferentes serotipo 

de S. mutans 

Actividad 

antibacterian

a sobre los 

diferentes 

serotipos de 

la bacteria 

Cuantitativa Ordinal 

Halos de inhibición del 

crecimiento bacteriano 

medido en “mm” de 

diámetro de la fracción 

metanólica del 

propóleo  

 

7.3. Variables de Control  

 Control positivo: Clorhexidina 0.12% (comercial) 

 Control Negativo: DMSO y agua Milli-Q (1:1)  
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8. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

 

8.1. Diseño de estudio 

El presente estudio es de tipo experimental secuencial, in vitro, analítico, 

longitudinal, comparativo y con grupo control. 

 

8.2. Muestra 

Las muestras fueron recolectadas en la clínica dental docente Cayetano Heredia 

durante el mes de agosto 2018 bajo la supervisión y diagnóstico de la 

odontopediatra Dra. Carmen Kanashiro.  

150 niños diagnosticados con caries (con al menos un diente cariado) entre 6 a 12 

años, fueron hisopados la mucosa del carrillo, además con un palillo dental se 

realizó un raspado de placa de los dientes que tenían caries, y luego fueron 

colocados en un tubo conteniendo 3 ml del medio thioglicolato (Merck 108190), 

para ser transportado al laboratorio de bacteriología del LID-UPCH.   

 

8.3. Criterios de Inclusión  

Niños de 6 a 12 años de edad de ambos sexos que por primera vez asistían a un 

diagnóstico con problemas de caries y que cuenten con el Asentimiento informado, 

firmado por los padres y/o apoderados (Anexo 3). 

 

 

 



23 
 

8.4. Criterios de Exclusión  

Niños mayores o igual a 13 años a más de ambos sexos diagnosticados con 

problemas de caries. 

 

8.5. Determinación del número de muestra 

Para obtener el tamaño de muestra, se utilizó el programa Epidat versión 3.1 usando 

el módulo cálculos de tamaños de muestra, intervalos de confianza y proporción. 

Tamaño de la población: 250 (pacientes atendidos en la clínica estomatológica) 

Proporción esperada: 70% 

Nivel de confianza: 95.0% 

Efecto de diseño: 1.0 

Precisión (%) Tamaño de la muestra 

5.000 150 

 

8.6. Toma de muestra 

Se usó caldo thioglicolato (MERCK - 108190) como medio de transporte el cual 

fue colocado en tubos de 16 x 100 en un volumen de 3 mililitros. Este medio  

permite el crecimiento de bacterias anaerobias facultativas y estrictas, debido a 

sustancias reductoras tales como el thioglicolato de sodio y la cisteína, los cuales 

disminuyen el potencial de oxidó reducción además el grupo -SH- de estos 

compuestos neutralizan los efectos bacteriostáticos de los derivados de mercurio, 

arsénico y otros metales pesados que puedan estar en la muestra de estudio. Otro 
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punto importante es que el bajo contenido de agar presente en el thioglicolato le 

otorga la propiedad de ser un medio fluido y retarda la dispersión de CO2 y O2. 

 

 
Figura 1: Tubos de 16x100 los cuales contenían thioglicolato en un volumen de 3 

ml. 

 

Para la recolección de la muestra se usó palillos e hisopos dentales estériles, el 

palillo de dientes se pasó entre los dientes cariados y el hisopo se pasó por la mucosa 

del carrillo de los niños con problemas de caries que asistían a la Clínica Dental 

Docente Cayetano Heredia, los cuales previamente pasaron un estudio clínico 

preventivo para la determinación de caries. 

Cabe resaltar que todo el procedimiento se hizo con el consentimiento del padre de 

familia o tutor del menor de edad los cuales firmaron el consentimiento informado 

y en presencia del médico odontólogo.  

 

 
Figura 2: Toma de muestra usando palillos dentales e hisopos estériles en 

presencia del odontólogo tratante.  
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Una vez obtenidas las 150 muestras, estas se colocaron en el interior de cada uno 

de los tubos que contenían el thioglicolato los cuales fueron llevados nuevamente 

en menos de 3 horas al laboratorio de bacteriología perteneciente al LID 

(Laboratorio de Investigación y Desarrollo) de la Universidad Peruana Cayetano 

Heredia, y se las puso en incubación a 37°C por 48 horas. 

 

8.7. Aislamiento e Identificación bioquímica de Streptococcus mutans 

8.7.1. Medio de cultivo: 

Siguiendo el método de Hirasawa M, 2003. Se utilizó el Agar Mitis Salivarius 

(AMS)55 de la marca Merck 01337, la preparación se realizó de acuerdo al 

fabricante. Se pesó 90 gramos de AMS en un litro de agua destilada enriquecido 

con sacarosa al 10%, el cual se esterilizó a 121°C durante 15 minutos, 

posteriormente se agregó 1 ml de bacitracina (Sigma B0125) en una concentración 

de 200U/ul además, de 1 ml de telurito de potasio al 1%. Con la finalidad de hacer 

que el medio sea mucho más selectivo. 

 

Tabla 3: Fórmula para la preparación para un litro de Agar mitis salivarius 

Fórmula para la preparación de 1 litro de medio de 

cultivo 

Composición del AMS Peso (g) 

Triptona 10 

Proteasa-peptona nº3 5 

Glucosa 1 

Sacarosa 50 

Fosfato dipotásico 4 

Azul tripán 0.075 

Cristal violeta 0.0008 

Agar 15 

Soluciones Volumen (ul) 

Bacitracina 200U/ul 1000 

Telurito de potasio 1% 1000 
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Enriquecido  Peso (g) 

Sacarosa 10% 10 

  

Una vez obtenida la formulación de agar mitis salivarius + bacitracina + telurito + 

sacarosa 10%, se lo distribuyó en placas petri las cuales pasaron por un testeo en la 

estufa a 37°C por 24 horas, con la finalidad de comprobar su esterilidad para su 

almacenamiento y posterior uso. 

 

 

 

  

  

 

 

Figura 3: Agar Mitis Salivarius + Bacitracina + telurito + sacarosa 10% en placa 

petri 

 

8.7.2. Siembra de las muestras  

Pasado las 48 horas y al ver crecimiento en forma de gránulos en el medio de 

thioglicolato se procedió a sembrar, con la ayuda de una micropipeta 1 ml de la 

muestra en el Agar Mitis Salivarius enriquecido (Bacitracina + Telurito + Sacarosa 

10%), para luego ser extendida por toda la placa con la ayuda del asa Driglaski. 

Siguiendo las indicaciones de Hamada et al. 1980, se incubó a 37°C por 48 horas 

en un ambiente de anaerobiosis generado con un sobre de la marca OXOID, dentro 

de una jarra de anaerobiosis con su respectivo indicador. 

Además, fue sembrado en Agar Cerebro Corazón (BHA Merck 70138) para 

determinar la reacción de oxidasa y catalasa, las cuales deben ser negativas para S. 

mutans. 
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Figurs 4: Placas de Agar Mitis Salivarius incubadas a 37°C por 48 horas en jarras 

de anaerobiosis con bolsas de anaerobiosis y con su respectivo indicador 

 

8.7.3. Coloración Gram de colonias con características de Streptococcus del 

grupo mutans 

Después de las 48 horas, aquellas colonias azules y de consistencia lisa, 

sospechosas de Streptococcus mutans, se le realizó la coloración Gram definida 

por Beveridge TJ. 2001. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5: Coloración Gram de todas las placas previamente sembrada en 

anaerobiosis total. 

 

Luego se observaron las láminas teñidas al microscopio óptico y se consideraron 

como Streptococcus del grupo mutans aquellas con las características de ser Gram 

positivas con forma cocácea y agrupadas en cadenas descritas por Aricapa, D25.  
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Figura 6: Bacterias del grupo Mutans son Gram positivas con forma cocácea y 

agrupadas en cadenas 

 

8.8. Identificación bioquímica de los Streptococcus del grupo mutans. 

 

8.8.1. Preparación de los caldos de fermentación para carbohidratos manitol, 

sorbitol y rafinosa. 

Para este procedimiento se preparó por separado tres tubos que contenían 20 ml de 

agua destilada estéril, al cual se le agrego 2 gramos de manitol, sorbitol y rafinosa 

respectivamente, todo el procedimiento se realizó cerca de un mechero para evitar 

contaminación y se reservaron para su posterior uso. (anexo 1)  

Además, se preparó por separado tres frascos conteniendo 90 ml de caldo nutritivo, 

que luego fueron esterilizados a 121°C durante 15 minutos. 

A uno de los frascos que contenía 90ml se le agrego 10 ml de manitol filtrado a 

través de una jeringa simple pure PES 0.22 μml, el mismo procedimiento se realizó 

para el sorbitol y la rafinosa57. 
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Figura 7: Filtrado de los 10 ml en el recipiente que contiene los 90 ml de caldo 

nutritivo. 

 

Entonces cada uno de los caldos, fue repartido en tubos de 4 ml con un volumen de 

1 ml: 150 tubos conteniendo manitol, 150 tubos conteniendo sorbitol y 150 tubos 

conteniendo rafinosa. Los viales de manitol, sorbitol y rafinosa se separaron en 

grupos de tres y a cada grupo se le agrego una gota de las 150 cepas aisladas y se 

incubo a 37°C por 48 horas en microaerofilia57. 

Transcurrida las 48 horas, se agregó a cada uno de los cultivos una gota del 

indicador rojo de metilo, para visualizar si la bacteria había fermento los 

carbohidratos. Cuando el tubo se torna de color rojo es fermentación positiva y una 

fermentación negativa es cuando permanece de color del medio o amarillo (Figura 

8)  

 

 

 

  

  

Figura 8: viales con 1 ml de manitol, sorbitol y rafinosa a los cuales se le agregó 

rojo de metilo, viales del lado izquierdo: cepa aislada, no fermenta los tres 

carbohidratos, viales del lado derecho: cepa ATCC 25175, si fermentan los tres 

carbohidratos. 
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8.8.2. Mantenimiento de las cepas caracterizadas bioquímicamente. 

 

Las cepas que resultaron positivas para la fermentación de los carbohidratos, 

catalasa, oxidasa y Gram, fueron resembradas en el medio BHA para su 

identificación genotípica por PCR convencional y su vez se resembro en caldo BHI 

para mantenerlas hasta su enfrentamiento con la fracción metanólica del propóleo 

de Oxapampa. 

 

8.9. Determinación de los genotipos por PCR convencional. 

 

La determinación de los diferentes serotipos por PCR, se realizó en el laboratorio 

de Bioinformática y Biología Molecular de los Laboratorios de Investigación y 

Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Para comprobar si las 

muestras que pasaron las pruebas bioquímicas son de la especie de Streptococcus 

mutans se realizó el PCR convencional usando los primers Smut (SMUT5: TGA 

AAC CTT GTC TAT CTC CTC TTT ACC y SMUT3: TCA GTT TTC AAA GGG 

CTC TG) con unos 137 pb58 y para la identificación de los genotipos se utilizaron 

los primers C, E, F y K. Para el genotipo c se utilizó los primers SC-F CGG AGT 

GCT TTT TAC AAG TGC TGG y SC-R AAC CAC GGC CAG CAA ACC CTT 

TAT con fragmentos de 727 pb33, genotipo e los primers SE-F CCT GCT TTT CAA 

GTA CCT TTC GCC  y SE-R CTG CTT GCC AAG CCC TAC TAG AAA con 

fragmentos de 517 pb33, genotipo f los primers SF-F CCC ACA ATT GGC TTC 

AAG AGG AGA y SF-R TGC GAA ACC ATA AGC ATA GCG AGG con 

fragmentos de 316 pb33 y por último el genotipo k con los primers CEFK-F ATT 

CCC GCC GTT GGA CCA TTC C y k-R CCA ATG TGA TTC ATC CCA TAC 
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C con fragmentos de 294 pb59. Se utilizo una cepa estándar de S. mutans genotipo 

C. 

Se utilizó el GenElute Bacterial Genomic DNA Kit, para la extracción del ADN de 

las bacterias previamente cultivadas en placas Petri en medio BHA cultivados a 48 

horas a 37ºC en microaerofilia. Para realizar esta extracción, se realizó un barrido 

de la siembra y se colocó en tubo de microcentrífuga de 1.5 ml y resuspendido con 

1 ml de buffer TE, este procedimiento se realizó a cada una de las cepas. Luego se 

agregó 20µL de lisozima y fue incubado en un baño maría con agitación por 40 

minutos a 37ºC. Para la lisis de las células, se le agrego 20µL de proteinasa K 

(20mg/mL) seguido de 200 μl de solución de lisis C, se mezcló mediante un vortex 

por 15 segundos y se dejó incubar por 15 minutos a 55°C.  

Mientras se esperaba la incubación se realizó la preparación de las columnas, 

incluidas en el Kit, que se colocaron dentro de un tubo recolector de 2 ml, a los 

cuales se le añadió 500 µL de solución de preparación de columna, y se centrifugo 

a 12.000 X g por 1 minuto, terminado el tiempo se decantó el contenido del tubo 

recolector. 

Terminado la incubación de la lisis de las células, se le agrego 200 µL de etanol al 

100% y se mezcló mediante vortex por 10 segundos. Luego con la ayuda de una 

micro pipeta de 1000 µL, se transfirió el contenido a la columna y se centrifugo a 

12.000 X g durante 1 minuto, finalizado el tiempo se decantó el tubo recolector.  

Se realiza el primer lavado añadiendo 500 μl de solución de lavado 1 a la columna 

y se centrifugo durante 1 minuto a 10.000 X g, al finalizar se decantó el contenido. 

Para el segundo lavado se agregó 500 μL de solución de lavado a la columna y se 



32 
 

centrifugo por 6 minutos a 16.000 X g con la finalidad de secar la columna.  

Finalmente, se desecha el tubo de recolección que contiene el eluido y se coloca la 

columna en un nuevo tubo de microcentrífuga de 2 mL. 

Para finalizar, con la ayuda de una micropipeta se agregó 20 μL de la solución de 

elución a la columna y se centrifugo durante 1 minuto a 6500 X g para eluir el ADN. 

Para aumentar la eficiencia de elución, se dejó incubar durante 5 minutos a 

temperatura ambiente 

Para realizar la verificación de la integridad de los ADN mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 1% con buffer Tris-acetate-EDTA (TAE 1X). Se conectó a una 

fuente de poder eléctrica y se realizó la corrida electroforética a 94V durante 45 

minutos, finalmente se sumergió el gel en una bandeja conteniendo agua destilada 

y 20 µL de bromuro de etidio por unos 20 minutos, luego se colocó en una bandeja 

conteniendo agua destilada y finalmente se visualizaron las bandas en un 

transluminador de UV para visualizar las bandas y determinar el peso molecular 

por comparación de los patrones. 

Se cuantificó la concentración y la pureza de ADN empleando un espectrofotómetro 

UV visible de espectro completo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Luego se 

aplicaron primers SMUT33 específicos para confirmar que se trataban de S. mutans 

de manera seguida se usaron los primers c, e, f y k para determinar la 

genotipificación de las cepas.     

El ADN extraído de las cepas para determinar la especie S. mutans con los primers 

SMUT se colocaron en el Thermocycle realizando 25 ciclos: Desnaturalización: 
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96°C - 15 s, hibridación: 61°C - 30 s y Extensión: 72°C - 1 m. Se le agrego Sample 

buffer 1 ul (purple loading dye)58 (Anexo 2) 

 

 

 

 

Figura 9: Primers SMUT’5 y SMUT’3 colocadas en el Thermocycle 

 

Para la genotipificación de las cepas se usaron los primers C, E, F que 

fueron colocados en el Thermociclador con un total de 25 ciclos: 

Desnaturalización: 96°C - 15 s, hibridación: 61°C - 30 s y Extensión: 72°C - 

1 m. Mientras que para el genotipo K fue de, 25 ciclos: Desnaturalización: 

95°C - 30 s, hibridación: 60°C - 30 s y Extensión: 72°C – 30 s59 

 

 

 

Figura 10: Mix de primers de los serotipos (C,F,E) en el  Thermocycle del 

lado izquiero, primers del serotipo K en el Thermocycle del lado derecho 

 

Las cepas fueron colocadas en un gel de agarosa al 1% con buffer Tris-acetate-

EDTA (TAE 1X) para realizarle una corrida electroforética a 94V durante 1 hora, 

el gel fue colocado en un baño de agua conteniendo 20 µL de bromuro de etidio por 

20 minutos, finalmente, para la visualización de las bandas se utilizó el 
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transluminador UV (modelo High Perfomance UV Transilluminator TFM-40V), 

para luego realizar la comparación con los marcadores de pares de bases, 1 kb Plus 

DNA Ladder para los primers SMUT y 100 kb Plus DNA Ladder para los primers 

C, E, F y K. 

 

8.10. Fracción metanólica del propóleo 

40 mL de fracción metanólica del propóleo de una concentración de 0.78 mg/ml, 

fue proporcionado por el Laboratorio de Bacteriología de los Laboratorios de 

Investigación y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofía. La fracción fue 

obtenida durante el desarrollo de la tesis del actual doctor Pablo Millones Gómez 

titulada “Efecto antibacteriano de propóleos peruanos y acción de una fracción 

metanólica sobre un biofilm in vitro de streptococcus gordonii y fusobacterium 

nucleatum17 “ 

Esta fracción metanólica es parte del Extracto Bruto Orgánico obtenido a partir 

del propóleo de Oxapampa (departamento Cerro de Pasco – Perú, ubicación 

geográfica 10°39’01.6”S 75°23’14.7”W) el cual fue tratado por la metodología 

química líquido-líquido17. 

Esto se obtuvo macerando el propóleo en etanol grado P.A para obtener el 

Extracto Bruto Orgánico (E.B.O), luego fue solubilizado con una mezcla de 

cloroformo- metanol 4:1 v/v para conseguir solubilizar completamente la muestra, 

seguidamente para obtener la partición liquido – liquido se utilizaron una columna 

de vidrio con llave de teflon que contenía agua ultrapura, propóleo solubilizado y 

cloroformo (CHCl3) que luego formo dos fases, la fase superior es la acuosa la 

fase inferior es la fase orgánica clorofórmica, y después de seis horas de reposo 
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se extrajo la fase inferior de la columna (fase orgánica clorofórmica) y la fase 

superior (La fase acuosa) las cuales se sometieron a una cámara extractora para 

extraer el cloroformo60,61  

En la misma columna, se agregaron la fase acuosa y 1-butanol (BuOH) en donde 

observaron la formación de dos fases, inferior acuosa y superior butanólica, 

dejándolas en reposo por 3 horas para luego ser separadas y sometidas a una 

cámara extractora para la evaporación del BuOH. La fase acuosa fue congelada 

por 24 horas y liofilizada obteniendo 3 residuos: residuo clorofórmico (RCHCl3), 

residuo butanólico (RBuOH) y residuo acuoso (RH2O)62,63.  

A partir del residuo clorofórmico (RCHCl3), realizaron el fraccionamiento 

metanólica utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase móvil 

los solventes: eter de petróleo (EP), diclorometano (DCM) y metanol (MeOH), de 

esta manera obtuvieron 3 fracciones: la fracción de éter de petróleo (FEP), fracción 

de diclorometano (FDCM) y la fracción metanólica (FMeOH). Las fracciones que 

obtuvieron fueron secadas en una campana de extracción63,64.  

La obtención de esta fracción metanólica (FMeOH), es la utilizada para el 

desarrollo de la presente tesis. 

 

8.11. Evaluación del efecto inhibitorio del residuo metanólico del propóleo de 

Oxapampa sobre las diferentes cepas aisladas de Streptococcus mutans 

Para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana se aplicó la técnica de disco 

difusión. 
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El medio de cultivo se preparó en placas conteniendo agar infusión cerebro corazón. 

(BHA) para S. mutans ATCC® 25175™ y para las cepas aisladas positivas para S. 

mutans con su respectiva genotipificación, las cuales fueron controladas por 24 

horas para comprobar la esterilidad17. 

Para la preparación del inoculo, las bacterias fueron cultivadas en caldo de Infusión 

Cerebro Corazón en condiciones de microaerofilia a 37ºC por 24 horas y luego se 

llevó a la escala de Mac Farland de 0,5.  

 

 

 

 

Figura 11: Inoculo a la escala de Mac Farland de 0,5 
 

El enfrentamiento se realizó embebiendo un hisopo estéril con el inóculo 

previamente preparado, para luego proceder a sembrar en la superficie del agar por 

cuatro veces en toda la superficie del agar, dejando reposar por unos 5 minutos, 

luego se colocó tres discos de papel de filtro (Whatman 3) de 6 mm de diámetro, 

usando como control positivo 10 μL clorhexidina a 0.12%, control negativo 10 μL 

DMSO y agua Milli-Q (1:1) y 10 μL de la fracción metanólica del propóleo de 

Oxapampa de una concentración de 0.78 mg/ml, los cuales se llevaron a incubación 

a 37ºC por 48 horas en condiciones de microaerofilia.  
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Figura 12: Placas sembradas y con sus respectivos discos de papel filtro en 

microaerofilia  

 

Por último, se hizo la lectura de resultados a través de los halos de inhibición en 

milímetros (mm) con la ayuda de un vernier calibrado marca Truper. 

 

8.12. Consideraciones éticas 

La presente investigación fue registrada y aprobada por el comité de ética 

institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con la constancia N°324-

12-18 cuya aprobación incluyó asentimiento informado (menores de 12 años) y 

consentimiento informado (padres). (Anexos 3, 4 y 5) 

 

8.13. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos (anexo 6) en la prueba de PCR convencional fueron analizados 

mediante estadística descriptiva y los datos obtenidos en las pruebas de halo de 

inhibición fueron presentados en promedios, desviaciones estándar y medianas y se 

realizaron la prueba de T Student para comparar los grupos estudiados con un IC = 

95% y un alfa = 0.05 

 



38 
 

9. RESULTADOS 

 

De las 150 muestras recolectadas de los niños diagnosticados con caries, se 

identificaron 142 con características morfológicas y bioquímicas positivas para 

Streptococcus mutans 

De las 142 cepas que salieron positivas con las pruebas bioquímicas 

convencionales, solo 138 resultaron ser de la especie Streptococcus mutans al 

identificarlas con el primer especifico SMUT. Después de realizar la 

genotipificación a estas cepas, resultaron que el 100% pertenecía al genotipo c, 

seguido por el genotipo e (21.58%) y por último el genotipo f (14.39%), mientras 

que no se encontró el genotipo k. También se encontraron muestras que presentaban 

más de un genotipo (genotipos múltiples) como, los genotipos c, e en 21.73% y los 

genotipos c, f en 14.49% 

  Figura 13: Electroforesis en agarosa 1% de los productos de amplificación con 

los primers Smut. Fragmento de 137 pb. 
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Figura 14: Electroforesis en agarosa 1% de los productos de amplificación con los 

primers cef y k. Fragmento de 727 pb genotipo c, 517 pb genotipo e y 316 pb 

genotipo f. 

 

Figura 15: Porcentaje de genotipos de Streptococcus mutans de niños con 

problemas de caries en donde se tiene que el genotipo c es 100%, el genotipo e es 

21.58%, el genotipo f es 14.39% y el genotipo k es 0% 
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Figura 16: Porcentaje de genotipos múltiples en donde se tiene que los genotipos 

c, e es 21.73% y el genotipo c, f es 14.49% y los genotipos individual c es de un 

63.77%, mientras que k fue de un 0% 

 

La tabla 4 se muestra los resultados de la susceptibilidad de Streptococcus mutans 

frente a la fracción metanólica del propóleo de Oxapampa y clorhexidina según los 

halos de inhibición, podemos observar que la fracción metanólica del propóleo de 

Oxapampa responde de manera similar sin diferencia significativa frente a la 

clorhexidina al 0.12% p = 0.85. 

También se observó que la respuesta del Streptococcus mutans ATCC 25175 y las 

muestras de los niños diagnosticados con caries, tienen diferencias significativas 

tanto para clorhexidina al 0.12% como para la fracción metanólica del propóleo p 

= 0.005 

Los diámetros de los halos de inhibición de la fracción metabólica del propóleo (9 

a 24mm) enfrentados a S. mutans mostraron mayor diámetro en relación a los 

enfrentados con la cepa ATCC 25175 (10 a 10.5 mm) 
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Tabla 4: Comparación del promedio, desviación estándar y mediana de los halos 

de inhibición de Streptococcus mutans ATCC y muestras de pacientes de niños 

con problemas de caries. 

  

  

 DMSO + agua milli q Clorhexidina Fracción metanólica   

promedio 
desviación 
estándar 

mediana promedio 
desviación 
estándar 

mediana promedio 
desviación 
estándar 

mediana p 

ATCC 0 0 0 14.83 0.28 15 10.16 0.28 10   

Muestras 0 0 0 16.83 5.35 15.5 14.13 5.27 11.5 0.85 

P        0.005      0.005     

p: prueba T student con IC = 95%  

Prueba T student, p = <0.05 es significativo 
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10. DISCUSIÓN 

 

La caries es una de las enfermedades de naturaleza infecciosa crónica transmisible, 

muy prevalente en el Perú y el mundo, varios son los estudios que relacionan a las 

caries dentales con la presencia de Streptococcus mutans14. Además, se viene 

realizando estudios sobre el principio activo de diferentes plantas para determinar 

su efecto inhibitorio, pero pocos son los trabajos de prevalencia y genotipos 

circulantes de S. mutans en niños diagnosticados con caries. En el presente estudio 

de 150 niños diagnosticados con caries se encontró que 138 pertenecen a esta 

especie, siendo el más prevalente el genotipo c, seguido por el e y f, no detectándose 

la presencia del genotipo k, difiriendo del estudio de Momeni, et al, quienes en un 

estudio de 129 pacientes los genotipos más prevalentes fueron c y k, seguido por e 

y f. 

 

La presencia de la especie S. mutans empleando PCR convencional, tuvo una 

prevalencia de un 92% en saliva y sarro, la cual fue mayor que la encontrada por 

Delgadillo J, et al, quienes evidenciaron un 75,6% en saliva (Perú)65, Sánchez & 

Acosta con un 32% en placa dentobacteriana de la fisura (México)66 y Arévalo et 

al. encontraron 14,9% en saliva (Colombia)67. Hay que considerar que la diferencia 

de los porcentajes podría estar limitado por las diferentes técnicas empleadas para 

el muestreo, aislamiento e identificación, así como también a la alimentación, 

consumo de antibióticos, lesión cariosa y la clasificación de los diferentes tipos de 

caries presentes en los niños. 
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Los diferentes genotipos de S. mutans encontrados a nivel mundial pertenecen al 

genotipo c34,68,69 con 70% - 80%, el genotipo e en un 20% y el genotipo f en un 

10%70, estos resultados concuerdan con el presente estudio, donde se observa que 

el genotipo c se encuentra presente en un 100%, genotipo e en un 20.58% y el 

genotipo f en un 14.39%. Mientras que el serotipo k, tiene una frecuencia menor de 

5%34, no encantándose en este estudio.  

 

El serotipo K está definido por tener una menor susceptibilidad a la fagocitosis y 

una alta capacidad de invasión del endotelio humano, lo que sugiere que podría 

considerarse un factor de riesgo para el desarrollo de endocarditis infecciosa, 

también se menciona que puede estar relacionado con niños con síndrome de Down, 

por sus posibles desórdenes en las funciones de los leucocitos 

polimorfonucleados71. En este estudio no se encontró la presencia de Streptococcus 

mutans genotipo K, difiriendo con el estudio realizado en Estados Unidos en donde 

la prevalencia general del genotipo k sigue siendo la segunda más alta informada 

con un 35,2 %72. 

 

Los hallazgos de Streptococcus mutans de pacientes con caries en diferentes 

estudios se ha observado que un individuo puede compartir hasta más de dos 

genotipos, a los cuales se les ha denominada genotipos múltiples. En el presente 

estudio se ha encontrado genotipos múltiples (36,23%) de los cuales c, e es 21.73% 

y C, F es 14.49%. Momeni en su estudio encontró un 59.7%, de una población de 

77/129 de niños con genotipos múltiples, siendo los más frecuentes el C, K con un 

31%, seguido de los c,e,k con un 11.3% y c, e con un 7.75%70, como se puede 
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observar en el presente trabajo que coincide con la presencia de los serotipos 

múltiples a pesar de no coincidir en la misma combinación.  

 

Los resultados de la medida de los halos de inhibición de la fracción metabólica del 

propóleo (9 a 24mm) enfrentados a S. mutans mostraron mayor diámetro en relación 

a los enfrentados con la cepa ATCC 25175 (10 a 10.5 mm), esto podría deberse a 

las características de la fracción metabólica ya que Galgowski C, et al manifiestan 

que la fracción metabólica podría contener una mayor cantidad de compuestos 

bioactivos no polares con una actividad antimicrobiana potencialmente mayor73.  

 

Diversos estudios muestran el potencial de los diferentes productos naturales17,74, 

con cepas estándares ATCC, sin embargo, este sería el primer estudio que muestra 

el potencial de la fracción metabólica del propóleo frente a cepas aisladas de 

pacientes diagnosticados con caries. 
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11. CONCLUSIONES 

 

 De 150 muestras de los niños diagnosticados con caries, solo 138 cepas 

resultaron positivos para Streptococcus mutans utilizando los primers 

específicos SMUT.  

 

 La genotipificación para Streptococcus mutans encontró que el 100% 

pertenecía al genotipo C, el 21.58% al genotipo E y el 14.39% al genotipo F y 

no se encontró el genotipo K. 

 

 Se encontró genotipos múltiples en donde los genotipos c, e es 21.73% y el 

genotipo c, f es 14.49%. 

  

 La fracción metanólica responde de manera similar sin diferencia significativa 

frente a la clorhexidina al 0.12% con un p = 0.85 

 

 La respuesta del Streptococcus mutans ATCC 25175 y las muestras de los 

niños diagnosticados con caries, tienen diferencias significativas tanto para 

clorhexidina al 0.12% como para la fracción metanólica del propóleo p = 0.005 

 

 El diámetro de los halos de inhibición de la fracción metabólica del propóleo 

(9 a 24mm) frente a S. mutans mostraron mayor diámetro en relación a los 

obtenidos con la cepa ATCC 25175 (10 a 10.5 mm). Los cuales respondieron 

de manera similar sin diferencia significativa frente a la clorhexidina al 0.12%. 
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12. RECOMENDACIONES 

 

 Repetir el presente estudio considerando a las poblaciones de niños con 

problemas de caries que se encuentran en las diferentes zonas geográficas 

del Perú. 

 

 Considerar en futuros estudios el tipo de alimentación, consumo de 

antibióticos, lesión cariosa y la clasificación de los diferentes tipos de caries 

presentes en los niños de esta edad (6 a 12 años).  

 

 Probar la fracción metanólica de aquellos propóleos que presenten actividad 

antibacteriana existentes en el Perú. 
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14. ANEXOS 

Anexo 1: Esquema para la identificación de S. sobrinus y de las 

variantes de S. mutans melobiosa-positivo y melobiosa-negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo 2: Primers SMUT utilizado con sus respectivas concentraciones para la 

realización de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

 

SMUT5: TGA AAC CTT GTC TAT CTC CTC TTT ACC 

SMUT3: TCA GTT TTC AAA GGG CTC TG 

 

Solución para un volumen total de 20 ul para la ejecución del PCR  
[STOCK] [FINAL] 20 ul 

Agua 
  

12.9 ul 

Buffer PCR 10 X 1 X 2 ul 

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4 ul 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.2 ul 

Primer forward (SMUT’5) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Primer reverse (SMUT’3) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Taq DNA polimerasa 5 U/ul 2.5 U/ul 0.5 ul 

ADN template 
 

10 ng 1ul 

 

Y para la identificación de los serotipos C, E, F y K de S. mutans, fue empleando 

los primers específicos: 

SC-F: CGG AGT GCT TTT TAC AAG TGC TGG 

SC-R: AAC CAC GGC CAG CAA ACC CTT TAT 

SE-F: CCT GCT TTT CAA GTA CCT TTC GCC 

SE-R: CTG CTT GCC AAG CCC TAC TAG AAA 

SF-F: CCC ACA ATT GGC TTC AAG AGG AGA 

SF-R: TGC GAA ACC ATA AGC ATA GCG AGG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Solución para un volumen total de 20 ul para la ejecución del PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

CEFK-F: ATT CCC GCC GTT GGA CCA TTC C 

k-R: CCA ATG TGA TTC ATC CCA TAC C 

 

Solución para un volumen total de 20 ul para la ejecución del PCR 

  
[STOCK] [FINAL] 20 ul 

Agua 
  

12.9  

Buffer PCR 10 X 1 X 2 ul 

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4 ul 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.2 ul 

Primer forward (k) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Primer reverse (k) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Taq DNA polimerasa 5 U/ul 0.1 U/ul 0.5 ul  

ADN template 
 

10 - 50 ng 1 ul 

 

 
[STOCK] [FINAL] 20 ul 

Agua 
  

8.9 

Buffer PCR 10 X 1 X 2 ul 

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4 ul 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.2 ul 

Primer forward (c) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Primer reverse (c) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Primer forward (f) 10 uM 0.2 uM 1ul 

Primer reverse (f) 10 uM 0.2 uM 1ul 

Primer forward (e) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Primer reverse (e) 10 uM 0.2 uM 1 ul 

Taq DNA 

polimerasa 

5 U/u 2.5 U/ul 0.5 ul 

ADN template 
 

10 - 50 ng 1 ul 



 
 

Anexo 3: Aprobación del comité de ética 



 
 

Anexo 4: Asentimiento informado (menores de 12 años) 



 
 

 



 
 

Anexo 5: Consentimiento informado (padres) 



 
 

 



 
 

Anexo 6: Base de datos elaborada en EXCEL 

 



 
 

 

 

 

 


