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RESUMEN

Existen muchas sustancias antimicrobianas usadas ampliamente en odontologia para la
eliminacién de ciertos microorganismos en especial el Enterococcus faecalis,

microorganismo muy resistente y comun en la cavidad oral.

El objetivo del presente estudio fue Comparar la eficacia antibacteriana in vitro del
Quitosano y la clorhexidina al 2%, sobre el Enterococcus faecalis, basada en estudios
anteriores que demuestran la eficacia antibacteriana del Quitosano en sistemas acuosos y

tratamientos médicos locales.

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de microbiologia de la universidad
catdlica de santa maria, usandose dos grupos experimentales: Quitosano y clorhexidina al

2% sobre una cepa estandarizada de Enterococcus Faecalis.

Esta investigacion responde a la incégnita del potencial antimicrobiano del Quitosano en el
uso odontologico, con el anhelo de contribuir a mejorar el tratamiento antibacteriano contra

el Enterococcus Faecalis.

El estudio se realiz6 con una muestra de 15 replicaciones in vitro por grupo, con los que se
obtuvieron mediciones antes y después de la aplicacion del Quitosano, y la clorhexidina al
2%, a fin de evaluar la eficacia antimicrobiana frente al Enterococcus Faecalis entre el

Quitosano y la Clorhexidina.

Se realizd un comparativo in vitro transversal, utilizando la técnica de difusion en agar con
el método Kirby Bauer. Los halos inhibitorios fueron medidos 24 horas después de la

incubacion a temperatura de 37°C.

Los resultados sugirieron que el mayor halo inhibitorio del Quitosano frente al Enterococcus

faecalis fue de 18mm de diametro y en la clorhexidina al 2% fue de 20mm de diametro.

En conclusion: la Clorhexidina al 2% tiene mejor eficacia que el Quitosano al 3% frente al

Enterococcus Faecalis.

Palabras claves:

Quitosano, Clorhexidina, Enterococcus Faecalis.
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ABSTRACT

There are many antimicrobial substances widely used in dentistry for the elimination of
certain microorganisms, especially Enterococcus faecalis, a very resistant and common

microorganism in the oral cavity.

The objective of the present study was to compare the in vitro antibacterial efficacy of
Chitosan and 2% chlorhexidine on Enterococcus faecalis, based on previous studies
demonstrating the antibacterial efficacy of Chitosan in aqueous systems and local medical

treatments.

The research was carried out in the microbiology laboratories of the Catholic University of
Santa Maria, using two experimental groups: Chitosan and 2% chlorhexidine on a

standardized strain of Enterococcus Faecalis.

This research responds to the unknown potential of Chitosan's antimicrobial potential in
dental use, with the desire to contribute to improving antibacterial treatment against

Enterococcus Faecalis.

The study was carried out with a sample of 15 in vitro replications per group, with which
measurements were obtained before and after the application of Chitosan, and 2%
chlorhexidine, in order to evaluate the antimicrobial efficacy against Enterococcus Faecalis
between Chitosan and Chlorhexidine.

A cross-sectional in vitro comparison was performed using the agar diffusion technique with
the Kirby Bauer method. Inhibitory halos were measured 24 hours after incubation at a
temperature of 37 ° C.

The results suggested that the largest chitosan inhibitory halo against Enterococcus faecalis

was 18mm in diameter and in 2% chlorhexidine it was 20mm in diameter.

In conclusion: 2% Chlorhexidine has better efficacy than 3% Chitosan against Enterococcus

Faecalis.
Key words:

Chitosan, Chlorhexidine, Enterococcus Faecalis.
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INTRODUCCION

El Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo, microaerofilico y responsable de
infecciones comunes en la cavidad oral motivo por el cual se impone la medicacion para
lograr la reduccion de la carga bacteriana existente (1). Varios agentes y/o farmacos han sido
propuestos para este fin, siendo los mas usados el hidroxido de calcio, la clorhexidina y
antibioticos de amplio espectro como la ceftriaxona.

En la literatura reciente se ha venido demostrando la eficacia antibacteriana y antifingica
del Quitosano, en estudios hechos por Cristobal Larez, se demuestra la efectividad
antibacteriana en sistemas acuosos del Quitosano.

El Quitosano es un polisacarido natural producido por desacetilacidn de la quitina, presente
en el exoesqueleto de los crustaceos, biocompatible, biodegradable y antibacteriano, ademas
por su amplia distribucion en la naturaleza es el segundo polisacarido en abundancia después
de la celulosa, es de facil obtencién y bajo costo pues lo podemos encontrar en los
caparazones de los crustaceos y cangrejos que abundan en nuestra Fauna (2).

Actualmente se vienen desarrollando nuevas técnicas y materiales odontoldgicos para
contrarrestar a bacterias comunes y resistentes de la cavidad oral como es el Enterococcus
faecalis (3)

Por esta razon y con antecedentes de la eficacia antimicrobiana del Quitosano, se determind
realizar el presente trabajo de investigacion para comprobar la eficacia de este agente
novedoso en la inhibicion del Enterococcus faecalis.

El trabajo de investigacion esta conformado por: En el Capitulo I: Planeamiento Tedrico, el
cual incluye: el problema de investigacion, objetivos, marco tedrico e hipotesis. En el
Capitulo 11: Planeamiento Operacional, que incluye: Las técnicas, instrumentos y materiales
de verificacion, campo de verificacion, estrategia de investigacion y estrategia para manejar
resultados. En capitulo 11l se muestran los resultados, la discusion, las correcciones y las
recomendaciones.

Finalmente se muestra las referencias bibliograficas, anexos.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Determinacion del problema

En la practica odontoldgica actual tenemos varias bacterias dificiles de tratar, entre
ellas y de las mas comunes el Enterococcus faecalis, bacteria anaerobia que puede
existir en ambientes con o sin oxigeno y sobrevive en ambientes extremos, se

encuentra habitualmente en el intestino.

El Enterococcus faecalis también se encuentra en la microbiota de la cavidad oral,
sobre todo en conductos radiculares e infecciones del periodonto, dado este problema
el odontdélogo se ve obligado a usar bactericidas y antibioticos para eliminar la
bacteria, sin embargo en estudios anteriores como el de “Encarnacion Julian
Belmonte” se afirma que el Enterococcus faecalis permanece en los conductos
tratados, provocando infeccion y fracaso del tratamiento dental, en el mismo estudio
se afirma que el uso de irrigadores antimicrobianos de conductos es eficaz siempre
y cuando el odontdlogo sepa cual es mas sensible al Enterococcus faecalis, asi la

clorhexidina es uno de los irrigadores mas usados.

En la busqueda de nuevos posibles antimicrobianos para la eliminacion del
Enterococcus faecalis se encontr6 varios estudios de un biopolimero prometedor
que es el Quitosano, también estudios como “Efecto Antimicrobiano del Quitosano”
de German Ayala demuestran su gran capacidad antimicrobiana ademas de

bacteriostatica y hemostatica, pero ¢sera realmente eficaz contra esta bacteria?

Existen pocas investigaciones sobre el Quitosano en el uso odontolégico siendo este
de facil acceso y econdmico, por eso fue necesario realizar el presente estudio

comparativo para demostrar la eficacia antimicrobiana del Quitosano.
1.2 Enunciado del problema

EFICACIA ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL QUITOSANO Y LA
CLORHEXIDINA AL 2% EN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DEL
ENTEROCOCCUS FAECALIS. AREQUIPA, 2019.
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1.3 Descripcion del Problema
a) Area de conocimiento

Area general : Ciencias de la salud.
Area especifica: Odontologia.
Especialidad : Microbiologia

Linea o Topico : Farmacologia.

b) Operacionalizacion de las variables

Variables Indicadores Sub-indicadores

Variable Estimulo 1 Gluconato de Clorhexidina | -solucién

Clorhexidina 2% (C22H30CI2N10) -gel
Variables Estimulo 2 | biopolimero de | -Polvo
Quitosano aminopolisacaridos  (D- | -solucién

glucosamina y N-acetil-D-

glucosamina)

Variable Respuesta Método Kirby-Bauer Expresion
Inhibicion de (Didmetro  del Halo | milimétrica (mm)
Crecimiento del Inhibitorio)

Enterococcus Faecalis | Estandar de McFarland
(turbidez)

c) Interrogantes basicas.

> ¢Cual es la eficacia del Quitosano al 2.5% en la inhibicidn del crecimiento
del Enterococcus faecalis?

» ¢Cual es la eficacia del Quitosano al 3% en la inhibicion del crecimiento del

Enterococcus faecalis?

» ¢Cuél es la eficacia de la clorhexidina al 2% en la inhibicion del crecimiento
de Enterococcus faecalis?
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» ¢ Cual de los tres agentes tiene mayor eficacia en la inhibicion del crecimiento

de Enterococcus faecalis?

d) Taxonomia de investigacion.

TIPO DE ESTUDIO
2.Porel 3.Porel 4Por ¢l
Abordaje 1.Porla tipo de dato | numero de Iy 5.Por el
-~ o nimerode | .. - .
técnica de Que se mediciones ambito de Disefio Nivel
9 o muestras de iy
recoleccion planifica de la .. | recoleccion
; la poblacion
recoger variable
Cuantitativo| Observacional | Prospectivo | Longitudinal| Comparativa Labo[r):torio Cuasi-experimental| Explicativo

1.4 Justificacion
a) Originalidad.

Estd investigacion se realiza en base a brindar informacion laboratorial de
actualidad, teniendo en cuenta que en la literatura existen muy pocos estudios de
este agente en el ambito odontol6gico. Comparando asi la eficacia inhibitoria de
2 agentes en diferentes concentraciones la del Quitosano al 2.5% y 3% vy la
clorhexidina al 2% en el Enterococcus faecalis, principal bacteria responsable
del fracaso de varios tratamientos dentales, determinaremos que agente posee
mejores propiedades antibacterianas mediante el método de Kirby Bauer.

b) Relevancia Social
La importancia de realizar el proyecto surge desde luego del deseo de dar a
conocer un producto o principio activo que se encuentra en la localidad de
Arequipa en abundancia como es el Quitosano, este se obtiene de los crustaceos,
ademés de econdmico y que permita una alta eficacia antibacteriana frente al

Enterococcus faecalis.

Gracias al estudio este tema ayudaria a la practica profesional, también como una
alternativa comoda para los pacientes debido a su accesibilidad y costos

econdmicos, logrando asi una contribucién social.
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c) Actualidad

Los estudios e investigaciones que se vienen realizando son con la necesidad de
dar a conocer datos nuevos Yy actuales para mejorar la calidad de vida y acercar
los nuevos descubrimientos a la sociedad. Esta investigacion lograria globalizar
los avances cientificos, ademas de la difusion de la riqueza local para la creacion

de un antimicrobiano eficaz, barato y de conocimiento de todos.
d) Viabilidad.

Las condiciones de estudio son viables ya que existen los medios e instrumentos

de estudio que son necesarios para desarrollar la investigacion.

e) Interés
En la localidad de Arequipa, contamos con los recursos naturales de las cuales se
extrae el Quitosano, que tendria una eficacia antimicrobiana contra
microorganismos orales, logrando optimizar los tratamientos y disminuir costos,
es por esto que nos vemos obligados a proporcionar y crear nuevas técnicas de
tratamientos. En esta investigacion se pretende hacer un aporte cientifico, social

e industrial.

f) Motivacion Personal.

Es la de obtener el titulo de “Cirujano Dentista” y poder hacer aporte de
conocimientos en el campo social, cientifico, industrial y profesional ya que este
trabajo desperto el deseo de investigacion y descubrimiento para realizar futuros

estudios.
g) Contribucion Académica.

Con esta investigacion se pretende dar a conocer nuevos aportes de
conocimientos sobre las propiedades de los dos farmacos en distintas
concentraciones frente a una determinada cepa (Enterococcus Faecalis)
aportando datos que sirvan para futuros estudios.
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2. OBJETIVOS

2.1. Determinar la eficacia del Quitosano al 2.5% en la inhibicién del crecimiento del
“Enterococcus Faecalis”.
2.2. Determinar la eficacia del Quitosano al 3% en la inhibicion del crecimiento del

“Enterococcus Faecalis”.

2.3. Determinar la eficacia de la Clorhexidina al 2% en la inhibicién del crecimiento del

“Enterococcus Faecalis”.

2.4. Determinar cual de los tres agentes tiene mayor eficacia en la inhibicion del

crecimiento de “Enterococcus Faecalis”.
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3. MARCO TEORICO
3.1 Conceptos Basicos
3.1.1 Quitosano

También conocido como chitosan, es un biopolimero de aminopolisacaridos,
ese biopolimero se obtiene a partir de la quitina, es el segundo bipolimero
mas abundante de la naturaleza mediante, tiene importancia en la industria
agricola, en cosmética y en tratamiento de aguas. Esta sustancia fue
descubierta en el afio 1859 (2)

El Quitosano se produce mediante la desacetilacion parcial de la quitina, que
es un elemento estructural en el exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos,
gambas, langostas, camaron, etc.), asi como en insectos. También se
encuentra en las paredes celulares de hongos, como los pertenecientes al
género Zygomycetes, en algas verdes como Chlorella sp, asi como en algunas
levaduras y protozoos (4).

Composicion

Tiene en su composicion de unidades distribuidas aleatoriamente de pB-(1-4)
D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad
acetilatada) (2).

Funciones

. Como afiadido en vendajes para reducir el sangrado (2)
o Biocompatibildad (no toxicidad) (1).
o En tratamiento de aguas residuales (6)

o Inhibicion antimicrobiana (2)
Propiedades
Tiene excelentes propiedades bioldgicas:

. Biocompatibilidad, biodegradabilidad y no citotoxicidad (7)

o Tiene un pH acido lo que le confiere su capacidad de quelacién (5).
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o Tiene propiedades antihemorragicas y antimicrobianas (5)
o Posee propiedades antitumorales e inmuno-estimulantes y

antifungicas (4)

3.1.2 Clorhexidina

La clorhexidina es una biguanida catidnica, que alcanza su 6ptima actividad
antimicrobiana con valores de pH que van de 5,5 a 7,0. La eficacia de la
clorhexidina se debe a su sustantividad, a altas concentraciones del producto,
la unién de sus moléculas cargadas positivamente a los grupos fosfato de la
pared celular bacteriana, con carga negativa, hace que la clorhexidina penetre
en el interior de la bacteria, alterando asi el equilibrio osmético celular, lo
cual provoca la precipitacion y/o coagulacion del citoplasma, resultando en
la muerte del microrganismo. A bajas concentraciones produce efecto

bacteriostéatico (8).

Es un agente antimicrobiano de amplio espectro eficaz contra bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas. Durante muchos afios se ha usado en
tratamientos preventivos y periodontales como enjuague bucal para prevenir
la aparicion de placa. Resulta efectiva en infecciones secundarias a
procedimientos quirdrgicos orales, y en el mantenimiento de la salud de los

tejidos peri-implantarios (9).

La CHX es activa frente a una amplia gama de microorganismos, tales como
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas incluyendo Enterococcus
faecalis, levaduras y hongos (10).

Propiedades

Entre sus principales propiedades y para su aplicacion se destacan las

siguientes:
1) Efecto bactericida y bacteriostatico (10).

2) Actividad antimicrobiana de amplio espectro (11).
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3) Sustantividad (capacidad antimicrobiana a largo plazo).
Excelente antibacteriano:

En altas concentraciones tiene efecto bactericida, debido a que penetra
dentro de las células microbianas y causa desnaturalizacion de las

proteinas citoplasmaticas con la consecuente muerte celular (9).

En bajas concentraciones el efecto es bacteriostatico porque inhibe el

crecimiento microbiano.

Si bien esta molécula es de amplio espectro porque actta sobre una
amplia gama de microorganismos, tiene méas efectividad sobre

microorganismos Gram positivos que para Gram negativos (11).
Irrigacion de tratamientos pulpares:

Mediante la induccion, la clorhexidina ha sido reconocida como un
efectivo agente antimicrobiano oral utilizado en tratamientos
endodonticos, en terapia periodontal, prevencion de caries y como

agente terapéutico en las infecciones orales en general (12).
Accesible:

Usos y aplicacion en costos no es muy alta.

3.1.3 Enterococcus Faecalis

Es un coco anaerobio Gram positivo, microaerofilico, considerado un
patdgeno oportunista que forma biofilm en ambientes hostiles por si solo, por
ende puede contribuir a su papel en la infecciones intrarradiculares
persistentes, el Enterococcus Faecalis tiene la capacidad de coexistir con

otros patogenos (1).

La dificultad para su eliminacion se debe a su capacidad de penetracion en

los tabulos de la dentina (13)
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Fisiologia

Enterococcus faecalis es una bacteria inmdvil, anaerobia facultativa y
fermenta la glucosa sin producir gas. No presenta una reaccion con la catalasa
en presencia de peroxido de hidrogeno, puede producir una reaccion
pseudocatalasa si se cultiva en agar sangre, sin embargo ésta es muy débil. E.
faecalis puede vivir en ambientes extremos que incluyen pH altamente

alcalino de 9,6 y elevadas concentraciones de sal (14).

Patogenia

E. faecalis puede causar endocarditis, infecciones de vejiga, prostata,
epididimo; las infecciones de sistema nervioso son menos comunes. E.
faecalis resiste aminoglicésidos, aztreonam, cefalosporina, clindamicina, las
penicilinas semisintéticas (nafcilina, oxacilina, amoxicilina y trimetoprim-
sulfametoxazole). La exposicion a las cefalosporinas es un riesgo
particularmente importante en la colonizacién e infeccién con Enterococos.
Existen una variedad de Enterococos que particularmente pueden ser

resistente a muchos glicopeptidos como la vancomicina (15)

Clasificacion Cientifica.
o Dominio: Bacteria.
o Filo: Firmicutes.
o Clase: Bacilli.
o Orden: Lactobacillales.
° Familia: Enterococcaceae.
e  Género: Enterococcus.

o Especies: E. faecalis.
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Mecanismo de accion del Enterococcus Faecalis

El Enterococcus faecalis causa diversas infecciones, entre ellas endocarditis,
infecciones urinarias e intraabdominales, prostatitis, celulitis e infecciones de

las heridas, asi como bacteriemias concurrentes.

Habitad y transmision: Habita el tracto gastrointestinal de humanos y otros
mamiferos. Como otras Spp. Del género Enterococcus, E. faecalis puede
causar infecciones comprometidas en humanos, especialmente en ambiente
de hospital (7).

Tratamiento: Ampicilina con o sin ceftriaxona.

3.1.4 Pruebas de Sensibilidad
Meétodo Kirby-Bauer

El método Kirby-Bauer (método de difusion en agar) es empleado para la
determinacion de la susceptibilidad de un microorganismo a una droga

antimicrobiana (16).
Forma de Aplicacion

Se siembra una placa con el microorganismo y se coloca en su superficie
discos de papel filtro impregnados con cantidades conocidas de diferentes

agentes antimicrobianos.

Cuando el disco se humedece, el antimicrobiano se difunde radicalmente
hacia fuera y crea una gradiente de concentracién por disco (asi el
antimicrobiano esta en alta concentracion cerca del disco y va disminuyendo
a medida que se aleja del disco), el didametro del anillo de inhibicion

dependera de la sensibilidad o resistencia del organismos por probar (16).
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La eleccion de los antibidticos depende del germen y del foco de infeccion.
Se incuba la placa durante 18-24 horas a 37 °C (respetar este parametro,
porque temperaturas menores pueden disminuir la velocidad del crecimiento
del germen y la difusién del antibiético, dando halos irregulares dificiles de
medir), y luego se miden los halos de inhibicion de desarrollo,
interpretandose de acuerdo a tablas confeccionadas previamente. Los
resultados se expresan como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente
sensible (1) y Resistente (R) (16).

Comportamiento de Inhibicion

El tamaio del halo de inhibicion de desarrollo variara sobre la base de los

siguientes parametros o variables:

o La concentracién de la droga o agente.

o Sensibilidad bacteriana.

o Coeficiente de difusion del agente en el agar.

o Tiempo y temperatura de incubacion.

o pH y composicion del medio. Se usan preparados comerciales que den
resultados reproducibles, por ejemplo: agar Miller-Hinton. Son cultivos aceptados
por el comité de la OMS para la normalizacion de las pruebas de susceptibilidad.

o Profundidad del medio en las placas. Esto estd estandarizado: se
emplean placas de 9 cm de didmetro, y se agrega siempre el mismo volumen de medio
de cultivo: 15 ml por placa. De esta manera las placas poseen siempre la misma altura
de agar.

o Tamafio del indculo. Debe estar estandarizado ya que si éste es muy
pequefio dara una sensibilidad mayor a la real, y si el inéculo es muy denso pueden

aparecer mutantes resistentes.

En los métodos de difusion de mutantes resistentes aparecen como colonias
aisladas dentro del halo de inhibicion, por lo tanto esto indica que no se puede
usar ese antibidtico y se debe informar como resistente. La forma rigurosa de
estandarizar un inéculo es normalizando la turbidez por un método
fotométrico utilizando una suspensién de sulfato de bario como estandar,

segun la escala de Mac Farland (17).
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Errores al realizar un antibiograma

Dentro de las posibilidades que se cuentan estan: densidad del in6culo mal
estandarizada, utilizacion de cultivos no puros, humedad o sequedad excesiva
del medio de cultivo que puede conducir a un crecimiento demasiado

confluente o pobre, y deterioro de los discos de aplicacion.
Estandar de McFarland

En microbiologia, los estandares de turbidez de McFarland se usan como
referencia en suspensiones bacterioldgicas para saber que el nimero de
bacterias por mililitro, 0 mas bien en UFC segln una escala que va de 0.5 a
10. Estos estandares son creados al mezclar soluciones de cloruro de bario al
1% con acido sulfarico al 1% en volumenes especificos, para asegurar la
densidad correcta se puede controlar usando espectofotometro (17).

Los estandares pueden ser visualmente comparados con suspensiones de
bacterias en salina estéril o en caldos. Si la suspension es demasiado turbia,
puede afadirse diluyente, y si no es lo suficiente turbia, se puede agregar mas
bacterias. La ventaja es que no es necesario incubar ni usar equipo especial
para estimar el nimero de bacterias. La desventaja de este método es que no
discrimina a las bacterias vivas de las muertas en la solucion, por lo que se

puede sobreestimar la poblacion de bacterias.

Casos especificos en los que se usa es en el de antibiogramas o pruebas de
sensibilidad, donde es necesario para estandarizar el metodo y se eviten falsos

positivos 0 negativos.
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3.2 Revision de antecedentes investigativos

a. Titulo: USO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL CHITOSAN EN
ENDODONCIA — 2017

Autor: Encarnacion Julian Belmonte

Tesis de Grado: Postgrado

Fuente: Biblioteca virtual Universidad de Murcia
Resumen

En este estudio el objetivo principal fue evaluar la eficacia antibacteriana de la
terapia fotodinamica y el Quitosano, contra el E.faecalis y estudiar el posible
efecto potenciador del Quitosano sobre el FS azul de metileno en dientes humanos
extraidos experimentalmente infectados, tratados con TFD. Para ello se tomaron
102 dientes unirradiculares humanos, que se dividieron en seis grupos de 17
muestras cada uno. Se les realiz6 un tratamiento endodontico, y posteriormente se
les inoculd E.fecaelis en el interior de los conductos radiculares a todos los grupos
de estudio y tras 48h de incubacion se aplicaron las diferentes terapias (TFD,
Quitosano y TFD+Quitosano) a su grupo correspondiente. Mediante este proceso
se realizo la cuantificacion de UFC/ml. Tras esto fueron deshidratados con etanol
a diferentes concentraciones y cortados con un disco metalico de forma
longitudinal y fijados para su posterior observacién con el microscopio electronico
de barrido (MEB). Los resultados pusieron de manifiesto una gran reduccién en
los niveles de E.fecaelis de los conductos radiculares en los cuatro grupos que
recibieron el tratamiento antibacteriano, respecto al grupo control, pero sin

diferencias significativas entre los grupos de estudio.
Enfoque o conclusiones:

Como conclusién destacar que la mayor eficacia se logré combinando la Terapia
Foto Dinamica con Quitosano por lo que el Quitosano puede ser un polisacarido
natural con efecto potenciador del fotosensibilizador azul de metileno en el
tratamiento endodéntico de TFD contra E. faecalis. Ademas la combinacion de

TFD + Quitosano produce una mayor reduccion sobre la contaminacién bacteriana
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y el barrillo dentinario en los canales radiculares de dientes humanos previamente
infectados con E. faecalis, siendo mas efectivo que el uso individualizado de TFD

0 Quitosano

b. Titulo: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL
CHITOSAN/PROPOLEO EN GEL SOBRE EL ENTEROCOCCUS FAECALIS
2016.

Autor: GRETTER LUACES ACOSTA

Tesis de Grado: Previo a la obtencion de Especialista en endodoncia
Fuente: Repositorio Universidad Cuenca, Ecuador-2017

Resumen:

Esta investigacion tuvo como objetivo principal Comparar la eficacia
antibacteriana del chitosan/prop6leo en gel, con la del hidréxido de calcio
(Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto de propoleo al 30% vy el gel
de chitosan sobre el Enterococcus faecalis. Se realiz6 un estudio comparativo in
vitro transversal, utilizando la difusion en agar con el método de Kirby — Bauer.
La muestra fue de 14 replicaciones por grupo y se calculé6 mediante el programa
Fisterra. Los halos inhibitorios fueron medidos en milimetros después de 24 horas
de incubacion, a una temperatura de 37°C, los resultados obtenidos se procesaron
por medio de las pruebas estadisticas de Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis y

Kolmogorov-Smirnov.
Enfoque o conclusiones:

En este estudio se llegd a la conclusion que el chitosan/propoleo en gel tiene mejor
eficacia antimicrobiana comparada con el hidroxido de calcio (Calcifar-P), la

clorhexidina en gel al 2%, el extracto de propdleo al 30% y el gel de chitosan.

c. Titulo: “PREPARACION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS DE
QUITOSANO DESPOLIMERIZADO Y RETICULADO CON
TRIPOLIFOSFATO DE SODIO
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Autores: Max Carlos Salazar, Ana Valderrama Negron
Publicacion: Revista Scielo-Peru.

Fuente: Revista de Endodoncia IBECS. Volumen 27. Numero3. Julio-Setiembre
20009.

Resumen

En este trabajo se ha estudiado la preparacion y caracterizacion de peliculas de
quitosano reticuladas con tripolifosfato de sodio (TPP), preparadas por el método
de evaporacion del solvente. Inicialmente se estudio la despolimerizacion del
quitosano con nitrito de sodio con el fin de obtener diferentes pesos moleculares
del polimero utilizado, logrando conseguir asi quitosanos de 554,22kDa y
133,37kDa de masa molar. Posteriormente se prepard y caracterizo peliculas de
quitosano reticuladas con TPP, evidenciando la interaccion puente hidrégeno con
el polianion mediante técnicas FTIR, SEM, TG. También se realizé estudios de
hinchamiento, con el objetivo de identificar el tipo del modelo cinético que permite

explicar dicho fendmeno en estas peliculas.

En conclusiones, Se logro caracterizar y despolimerizar quitosano, bajando el peso
molecular de 554,22kDa a 133,37kDa; adicionalmente, se construyo la curva de
despolimerizacién del quitosano inicial, con la finalidad de controlar el peso
molecular deseado en la despolimerizacion. Se obtuvo peliculas de quitosano de
bajo y alto peso molecular, reticulado con tripolifosfato y cargado con antocianinas
por el método de evaporacion de solvente. Los estudios de espectroscopia de
infrarrojo y microscopia electrénica de barrido, termogravimetria e hinchamiento,
mostraron que el tripolifosfato reacciona electrostaticamente con el quitosano,

manteniendo las antocianinas dentro de la matriz polimerica.
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4. HIPOTESIS

Dado que el Quitosano tiene propiedades antimicrobianas por su capacidad quelante,
es probable que este agente sea mas eficaz que la clorhexidina en el Enterococcus

faecalis.
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1. Técnicas

La técnica que se desarrollo en el presente estudio fue mediante la Observacion y

medicion microbioldgica laboratorial.

1.1.1. Esquematizacion

Variable Indicadores Sub- Técnica Instrumento
Indicadores

Variable Halo inhibitorio mm Observaciony | Ficha
Estimulo 1 Medicion Observacion
Clorhexidina Microbioldgica | Laboratorial
al 2%
Variable Halo inhibitorio mm Observaciony | Ficha
Estimulo 2 Medicion Observacion
Quitosano al Microbioldgica | Laboratorial
2.5%y 3%
Variable - Crecimiento mm Observaciony | Ficha
Respuesta bacteriano Medicion Observacion
Inhibicidn del - Halo Microbioldgica | Laboratorial
Crecimiento inhibitorio
del
Enterococcus
Faecalis

1.1.2 Diagrama Operativo

Conformacién de grupos

Seleccién no aleatoria

3 ¥ 3

GE1  GE2 GC.

Aplicacién del estimulo

Q. 2.5% Q.3.0% Clorhexidina 2%

Post Test

‘ A las 24 horas

Crecimiento, halo inhibitorio y comparacién
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1.2. Instrumentos
1.2.1. Instrumento Documental

Se utiliz6 un solo instrumento de tipo elaborado denominado ficha de
observacién laboratorial en la que se registran los efectos tanto del Quitosano

al 2.5% y 3%, como de la clorhexidinda al 2%.

CEPA CONCEN- Quitosano Clorhexidina
TRACION

Kirby Bauer (Halo inhibitorio | Kirby Bauer (Halo inhibitorio

en mm) en mm)

E. Faecalis 2.5%

3%

2%

1.3. Materiales de verificacion
1.3.1. Material

e Quitosano
e Clorhexidina 2%

e Enterococcus Faecalis.
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1.3.2. Equipos de Laboratorio

e Campana extractora de gases
e Autoclave

e Balanza eléctrica

e Camara de anaerobiosis
e Camara de bioseguridad
e Cocina eléctrica

e Estufa

e Incubadora

e Refrigeradora

e Micropipetas

e Gradillas

e Mecheros

e Espectometro

e Tubos de ensayo

e Placa Petri

e Varilla de vidrio

e Mechero de bunsen

e Propipetas

e Pipetas

e Micropipetas

e Gradillas para tubo de ensayo

e Probeta

1.3.3. Medios de Cultivo
e Agar KF

e Agar mueller hington

1.3.4. Materiales de Vidrio y Recoleccion
e Probeta Graduada
e Placas Petri
e Matraces

e Frascos de Vidrio
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e Tubos de ensayo
e Tubos Ependor
e Soporte Ependor

e Puntas blancas, amarillas y azules

1.3.5. Materiales de Escritorio
e Cémara fotografica digital
e Utileria en general
e Marcadores indelebles
e Regla
e Lupa
e Cinta masking

e Etiquetas
1.3.6. Instrumentos documentales
Ficha de acumulacion de datos

1.3.7. Otros
e Algodon
e Alcohol
o Gasa
e Guantes
e Barbijos
e Hisopos estériles
e Lejiatripode
e Pinzas metalicas
e Campo de trabajo
e Discos de papel
e Papel platino
e Papel krap

e Papel toalla
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1.4. Metodologia.
Clasificacion de los Grupos de Estudio

Los grupos de estudio que componen el presente proyecto de investigacion
son los siguientes: Solucién de Quitosano al 2.5% vy al 3%, Clorhexidina al
2%.

Esterilizacion

Se esterilizé todo material de laboratorio (probetas, matraces, mecheros,

espatulas, tubos de ensayo, gradillas, placas Petri, etc.).

Preparacion del Quitosano

El Quitosano se obtuvo a través de un distribuidor de productos
bioquimicos, para luego ser procesado en los laboratorios de investigacion
de la Universidad Catolica de Santa Maria. El &cido acético al 2% requerido
para la elaboracion de estas soluciones se obtuvo por compra directa de los

laboratorios Genlab.

El Quitosano quimicamente puro fue pesado en una balanza de presion de
laboratorio en concentraciones de 2.5, y 3 gramos y preparados con 100 ml
de agua destilada y acido acético al 2% en un matraz usando una espatula

estéril.

Preparacion de medios
Preparacion de Agar KF.

Se peso 7.6 gramos del medio en 100 ml de agua destilada. Se mezclé bien y
disolvio por calentamiento en la estufa agitando con frecuencia dejando
hervir durante un minuto hasta su completa disolucion. Fue sellado y llevado
a laautoclave a 121 ° C por un tiempo de 15 minutos, despues la preparacion

se dejo enfriar para luego ser dispensada en la caja Petri.
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Obtencion de la cepa

La cepa de Enterococcus faecalis fue adquirida de los laboratorios Gentlab

Peru.
Activacion de la cepa

La cepa se presentd en un tubo liofilizado, por lo cual se la mantuvo a
temperatura ambiente el dia anterior y fue liberada en una zona de trabajo
estéril, se dejo salir el liquido hidratante que contiene la ampolla y acto
seguido se mezclo6 con el microorganismo que estaba en la parte inferior de

la ampolla durante 30 minutos.
Siembra de la cepa Enterococcus faecalis

Se realizo la siembra de la cepa en agar KF dispuesto en la caja Petri, para
esto se usoO un asa de inoculacion estéril. La siembra se hizo en forma simple
por estrias, desde el extremo superior hasta el inferior. La caja Petri se rotulo
para ser incubada a 37°C por 24 horas, para obtener las colonias de bacterias.

Preparacion del inoculo

Pasadas las 24 horas de incubacion se comprobd el crecimiento de las
bacterias de la cepa para asi obtener el inoculo, esto se realiz6 depositando
las colonias bacterianas en un tubo de ensayo estéril con agua destilada y

agitandolo.
Estandar de turbidez Mc Farland

Del tubo estéril con agua destilada que contenian la cepa (E. Faecalis), se
extrajo una pequefia cantidad con una micropipeta de la parte media del
contenido del tubo para ser depositados a una celda de vidrio y medidos en
el espectrofotometro que fueron comparados en la escala de Mc Farland de
0.5.
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Preparacion Agar Muller Hington

Se disolvid 0.9 gramos de polvo en 100ml de agua destilada en un matraz con
la ayuda de una estufa se calentd hasta obtener una mezcla homogeénea,
posteriormente fue sellado y llevado al autoclave a 121°C por un tiempo de
15 minutos, después la preparacion fue depositada en placas Petri
esterilizadas y después se dejo reposar su contenido por unos minutos para

luego ser envueltas en papel Craft y guardarlas en el refrigerador.

Inoculacién de las Placas

Después de haber preparado el inoculo se introdujo la micropipeta calibrada
cerca del mechero, se procedi6 a tomar una punta de micropipeta para luego
extraer 0.1 ml (100uL) de la muestra ya diluida, posteriormente fue llevada
al agar Mueller Hinton, seguidamente se extendié la muestra por toda la
superficie y periferia del agar por agotamiento para conseguir una siembra

uniforme.

Colocacion de los reactivos

Después del secado del agar, se colocaron en el agar los discos filtro
previamente embebido en 10uL con la Clorhexidina al 2% vy las soluciones
del Quitosano al 2.5% y 3%. Al colocar los discos filtro en el agar se realizd
una ligera presion para asegurarse un contacto adecuado del disco con el agar,
estos se situaron a 15mm o mas del borde de la caja Petri, colocando solo 4

discos por placa.
Incubacion

Finalmente se trasladaron las cajas Petri con los discos de los grupos de
estudio a la estufa para ser incubados a 37°C por 24 horas. La incubacion se

realiz6 de forma invertida para mantener los niveles de humedad y no afectar
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el crecimiento bacteriano, las cajas Petri en grupos de 5 fueron colocadas en
la estufa por razones de uniformidad en la distribucion de calor durante el

proceso.
Medicion de halo inhibitorio

Al cabo de 24 horas se hiso la medicion del halo donde se determind
sensibilidad In-vitro en placa y se recolectaron los valores para su andlisis

estadistico e interpretacion.

Plan de Analisis

Para analizar la informacion se cre6 una base de datos en el programa Excel
con los valores recogidos de los halos inhibitorios correspondiente a los

grupos de estudio, en sus quince replicaciones.

Posteriormente se realiz6 la comparacion de medias con la prueba de
Krustal Wallis, por ser muestras independientes y se consideran resultados

significativos niveles iguales o menores al 5% (p < 0.05)

2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1.  Ambito
Ambito General: Arequipa

Ambito Especifico: Laboratorios de Microbiologia de la Universidad Catdlica

Santa Maria.
2.2.  Ambito Temporal

La investigacion corresponde al afio 2019, tiene una vision temporal prospectiva,
explicable porque recogera informacion a medida que van ocurriendo los hechos,
también es de corte longitudinal por las varias etapas de observacién y control que

tiene.
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2.3. Unidades de Estudio

En el presente trabajo de investigacion se tomaron dos agentes y una cepa los
mismos que seran usados en grupos por que corresponde a una investigacion

experimental.
2.3.1. ldentificacion de los Grupos

En los dos grupos se procedié a una minuciosa replicacion de la Cepa de
Enterococcus faecalis. Se precisd por lo tanto de dos grupos experimentales: el
primero fue sometido el cultivo de la Cepa Enterococcus faecalis frente al
Quitosano y el segundo grupo fue sometido el cultivo de la Cepa Enterococcus

faecalis frente a la Clorhexidina.

2.3.2. Diagramacion Operativa

Descripcion de la técnica
Se va a conformar aleatoriamente
Discos de Difusion:

Tres grupos de cinco placas Petri de cada uno del que se obtendran 15

valores en cada grupo

En la aplicacién del estimulo se va a colocar Quitosano al 2.5% y al 3%
luego se hara una observacion post estimulo para evaluar la respuesta a las
24 horas en el 2.5, y 3% de concentracién. De igual forma se procedera con

la Clorhexidina al 2%.
3. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion

Antes de la realizar el estudio necesitamos lo siguiente:
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- Presentacion de la solicitud de autorizacion para el uso de los laboratorios en la
Universidad Catolica Santa Maria.

- Compra de la cepa del microorganismo en estudio.

- Preparacion de las unidades de estudio.

- Prueba Piloto.

3.2. Recursos.
3.2.1. Recursos Humanos.
Investigador: Juan Vladimir Quispe Luque
Asesor: Dr. Alberto Figueroa Banda
3.2.2. Recursos Fisicos.

- Laboratorios de la Universidad Catélica Santa Maria.
- Biblioteca de la Universidad Cat6lica Santa Maria.

3.2.3. Recursos Econémicos.
Financiado por el Investigador.
3.2.4. Recursos Institucionales.
Universidad Catolica Santa Maria.
4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
4.1. A nivel de sistematizacion
a. Tipo de procedimiento

El procedimiento fue de tipo manual y computarizado a través de tablas

estadisticas.
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b. Plan de operaciones

Clasificacion de Datos: Toda la informacion obtenida se orden6 en una matriz

de sistematizacion.
Recuentos: Se hara en forma manual considerando el nimero de unidades de

estudio.
Tabulacién: Los datos numéricos estan presentados en los cuadros numeéricos.

Graficacion: Se emplearon graficos de columnas y barras.

c. Tratamiento Estadistico.

VARIABLE CARACTER ESCALA | ESTADISTICAS PRUEBA
INVESTIGATIVA | ESTADISTICO DE DESCRIPTIVAS | ESTADISTICA
MEDICION
Crecimiento de Cuantitativo Proporcional | Media T de estudent
E. Faecalis
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CAPITULO Il
RESULTADOQOS
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PROCESAMIENTO, ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

TABLAN°1

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL QUITOSANO AL 3% EN LA INHIBICION
DEL ENTEROCCUS FAECALIS

Tabla 1.eficacia antimicrobiana Quitosano 3%

QUITOSANO 3% Valores
Media Aritmética 14.33
Mediana 15.00
Desviacion Estandar 1.91
Halo de Inhibicién Minimo 11
Halo de Inhibicion Maximo 18
Total 15

Fuente: Matriz de datos

La Tabla N° 1, Se observa gue los resultados medidos dieron una media de 14.33mm y una
mediana de 15mm el cual es un valor que esta muy cercano a la media por lo cual podemos
indicar que no hay valores extremos, asi mismo de las 15 muestras el halo mas pequefio que

se encontré fue de 11mm vy el halo maximo de 18mm.
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Grafico 1. Eficacia antimicrobiana Quitosano 3%
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TABLA N° 2

EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL QUITOSANO AL 2.5% EN LA
INHIBICION DEL ENTEROCOCCUS FAECALIS

Tabla 2. Eficacia antimicrobiana Quitosano 2.5%

QUITOSANO 2.5% Valores
Media Aritmética 12.87
Mediana 13.00
Desviacion Estandar 2.03
Halo de Inhibicion Minimo 10
Halo de Inhibicién Mé&ximo 16
Total 15

Fuente: Matriz de datos

La Tabla N° 2, Se observa que los resultados del halo dieron una media de 12.87mm y una
mediana de 13mm el cual es un valor que esta muy cercano a la media por lo cual podemos
indicar que no hay valores extremos, asi mismo de las 15 muestras el halo mas pequefio que

se encontré fue de 10mm vy el halo maximo de 16mm
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Grafico 2. Eficacia antimicrobiana Quitosano 2.5%

Fuente: Matriz de Registro y Control (Elaboracion personal)
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TABLA N° 3

EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA CLORHEXIDINA AL 2% EN LA
INHIBICION DEL ENTEROCOCCUS FAECALIS

Tabla 3. Eficacia antimicrobiana Clorhexidina 2%

CLORHEXIDINA 2% Valores
Media Aritmética 16.53
Mediana 16.00
Desviacion Estandar 1.72
Halo de Inhibicién Minimo 14
Halo de Inhibicion Méaximo 20
Total 15

Fuente: Matriz de datos

La Tabla N°3, Segun los resultados de los halos de inhibicién, se observa que los resultados
dieron una media de 16.53mm y una mediana de 16mm el cual es un valor que estd muy
cercano a la media por lo cual podemos demostrar que no hay valores extremos, asi mismo

de las 15 muestras el halo mas pequefio que se encontro fue de 14mm y el halo maximo de

20mm
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Grafico 3. Eficacia antimicrobiana Clorhexidina 2%

Fuente: Matriz de Registro y Control (Elaboracién personal)
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TABLA N° 4

COMPARACION DE LA EFICACIA ANTIMICROBIANA ENTRE EL
QUITOSANO AL 3% Y EL QUITOSANO AL 2.5% EN LA INHIBICION DEL
ENTEROCOCCUS FAECALIS

Tabla 4. Comparacion antimicrobiana entre Quitosano 3%y 2.5%

Grupo de Estudio
Halo de Inhibicion

Quitosano 3% Quitosano 2.5%
Media Aritmética 14.33 12.87
Desviacion Estandar 191 2.03
Halo de Inhibicion Minimo 11 10
Halo de Inhibicion Maximo 18 16
Total 15 15
Fuente: Matriz de datos P=0.047 (P <0.05) S.S.

La Tabla N°4, El Quitosano al 3% formo frente al Enterococcus faecalis un halo de
inhibicién media de 14.33 mm oscilando entre 11mm y 18mm mientras que el Quitosano al
2.5% formo un halo medio de 12.87mm que oscilo entre 10mm y 16 mm. Presento
diferencias estadisticas significativas (P<0.05), dado que los valores de P fueron (0.047);

por ende podemos afirmar que el efecto del Quitosano al 3% es mejor.
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Grafico 4. Comparacion antimicrobiana entre Quitosano 3%y 2.5%

Fuente: Matriz de Registro y Control (Elaboracién personal)
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TABLA N°5

COMPARACION DE LA EFICACIA ANTIMICROBIANA ENTRE EL
QUITOSANO AL 3% Y LA CLORHEXIDINA AL 2% EN LA INHIBICION DEL
ENTEROCOCCUS FAECALIS

Tabla 5. Comparacion antimicrobiana entre Quitosano 3% y Clorhexidina 2%

Grupo de Estudio
Halo de Inhibicion

Quitosano 3% Clorhexidina 2%
Media Aritmética 14.33 16.53
Desviacion Estandar 1.91 1.72
Halo de Inhibicion Minimo 11 14
Halo de Inhibicion Maximo 18 20
Total 15 15
Fuente: Matriz de datos P =0.003 (P <0.05) S.S.

La Tabla N°5, El Quitosano al 3% formo frente al Enterococcus faecalis un halo de
inhibicién media de 14.33 mm oscilando entre 11mm y 18mm mientras que la Clorhexidina
al 2% formo un halo medio de 16.53mm que oscilo entre 14mm y 20 mm. Segun las pruebas
estadisticas Presento diferencias significativas (P<0.05), dado que los valores de P fueron
(0.003); por ende podemos afirmar que el efecto del Quitosano al 3% inferior al de la

clorhexidina al 2%.
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Grafico 5. Comparacion antimicrobiana entre Quitosano 3% y Clorhexidina 2%

Fuente: Matriz de Registro y Control (Elaboracién personal)
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DISCUSION

El presente trabajo es un estudio que tuvo como objetivo comparar la eficacia antimicrobiana
in vitro del Quitosano con la Clorhexidina al 2% contra la cepa de Enterococcus faecalis.

Se Analizaron los resultados y se compard con otros estudios similares como el Estudio
realizado por Gomes en el 2007 donde se comparé la actividad antimicrobiana del gluconato
de clorhexidina en gel al 2% contra algunos patégenos comunes en las endodoncias entre
ellos en E. faecalis, uso el método de difusion en agar y la prueba de contacto directo en el
agar, obteniendo como resultados halos de inhibicidn de la clorhexidina en gel al 2% con un

valor maximo de 21.6 mm, el cual coincide con los resultados de esta investigacion (20mm).

Estos resultados se obtuvieron de la medicion de los halos de inhibicion de crecimiento
bacteriano en el agar Mueller Hinton, que fue inoculado con el Enterococcus faecalis luego

de 24 hora de incubacion.

Por otro lado los resultados obtenidos en esta investigacion también fueron similares a los
obtenidos por Gretter Luaces en el 2017 donde la media del halo inhibitorio de la
clorhexidina al 2% fue superior a la del Quitosano sobre el Enterococcus faecalis, usando el

método de difusion en agar.

Resultados semejantes al presente estudio fueron reportados por el Dr. Alvares y
colaboradores en el afio 2016, donde se us6 el método kirby Bauer, en sus resultados
obtuvieron valores por debajo de 10mm en el caso del Quitosano al 1%. Lo cual se justifica

por la menor concentracion del mismo.

Finalmente, con esta investigacion se puede confirmar la eficacia antimicrobiana del
Quitosano frente al Enterococcus Faecalis siendo mas eficaz en este caso el Quitosano al
3% siendo los resultados estadisticamente significativos. Por otro lado cabe mencionar que
la Clorhexidina al 2% obtuvo la mayor eficacia frente al Quitosano 3% siendo también los
resultados estadisticos significativos, con lo cual se puede afirmar que la clorhexidina es

mejor antimicrobiano en la inhibicion del E. faecalis.

Sin embargo, en otros estudios se muestran resultados contradictorios en cuanto a la eficacia
antimicrobiana del Quitosano sobre el Enterococcus faecalis. Ese es el caso del estudio de
Alexander Perez y colaboradores, donde se obtuvieron resultados en el cual el Quitosano en

diferentes concentraciones no mostro eficacia antimicrobiana contra el E. faecalis. La
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diferencia entre los resultados se debe sin embargo probablemente a la metodologia
empleada, como mayor periodo de incubacién, medios de cultivo diferentes y la procedencia
del Quitosano.

Cabe dar mencion que no existe hasta la fecha en la literatura estudios con la metodologia
empleada en este trabajo, mas que el de Gretter Luaces y colaboradores en 2017 (14).

Estudio en el que se baso esta investigacion.
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CONCLUSIONES

Luego de haberse desarrollado el trabajo de investigacion y obtener los resultados se

concluye:

» Que el Quitosano al 2.5% tuvo la menor media de halo inhibitorio con 12.87 mm y

por tanto la menor eficacia contra el Enterococcus faecalis.

» Que el Quitosano al 3% con una media de halo inhibitorio de 14.33 mm demostré

ser mas eficaz contra el Enterococcus faecalis.

» Que la Clorhexidina al 2% mostro tener mayor eficacia antimicrobiana in vitro sobre
el E. faecalis con una media de halo inhibitorio de 16.53 mm.

» Segun la media del halo inhibitorio de los tres agentes se concluye que la
Clorhexidina al 2% obtuvo la media de halo inhibitoria mas alta, demostrando ser la

mas eficaz contra el Enterococcus faecalis
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RECOMENDACIONES

» Realizar mas investigaciones o estudios comparativos de mayor tamafio que

permitan ratificar los resultados obtenidos en esta investigacion.

» Permitir el reconocimiento y usos de ambos agentes como antimicrobianos en el

tratamiento del E. faecalis.

» Realizar comparacion de diferentes concentraciones del Quitosano para descartar la

de mayor eficacia antimicrobiana.

» Podriamos mejorar los efectos del Quitosano si lo aplicamos en sinergia con otra

sustancia que demuestre poder antimicrobiano.

» Usar para futuros estudios antimicrobianos del Quitosano, quitina extraida del

exoesqueleto de crustaceos.

» Investigar la capacidad antimicrobiana del Quitosano proveniente de la quitina

extraida del exoesqueleto de insectos.
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ANEXO N°1
MODELO DE FICHA LABORATORIAL

Ficha de observacion microbiol6gica

Efecto de agentes ante la presencia del Enterococcus faecalis
Muestra Interpretacion Halos de inhibicién (diametro en mm)
SIMIR

1

2

8

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15
Susceptible: mayor 11mm
Medio: entre 7y 10 mm
Resistente: hasta 6mm
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ANEXO ° 2

MATRIZ DE DATOS

Efecto de agentes ante la presencia del Enterococcus faecalis
tiempo 24 Horas
Muestra Halos de inhibicién (mm)
Quitosano Clorhexidina
1 9 7
2 9 8
3 10 7
4 10 8
5 10 7
6 9 8
7 11 8
8 10 9
9 10 9
10 11 9
11 11 9
12 11 9
13 14 13
14 13 14
15 13 13
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ANEXO ° 3
SECUENCIA DE FOTOS

3.1 Preparacion de soluciones de Quitosano
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3.4 Balanza donde se pesé 3 gramos para la solucion de Quitosano al 2.5%
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3.7 Preparacion del Inoculo de la Cepa Enterococcus faecalis
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3.8 Inoculo de Enterococcus faecalis activado

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis






