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RESUMEN

Existen estudios sobre el uso del quitosano en el area de medicina, pero son pocos. Los
limitados estudios llevaron al autor a investigar las propiedades del quitosano, en particular
el efecto bactericida sobre Enterococcus faecalis; aunque se pueden aprovechar otras
propiedades mas, si, se sigue realizando estudios para verificarlos, e incluso fabricar
productos, como el Hemcom®, el cual se baso en el efecto coagulante, este es un apdsito
que ayuda a la coagulacién de heridas de gran magnitud.

Basandonos en los resultados de una investigacion anterior, se utilizd los resultados de
mayor efecto, para compararlos con una solucién de hidroxido de calcio, muy usado en

odontologia e igualmente segun antecedentes es eficaz contra E. faecalis.

El objetivo fue comparar la eficacia del quitosano En comparacién al hidréxido de calcio
sobre Enterococcus faecalis.

Se utilizé cepas certificadas de Enterococcus Faecalis ATCC 29212, adquiridas de
laboratorios de GemLab Per(; se elabord las soluciones de quitosano en diferentes
porcentajes, 2.5%, 3.0% y 3.5%, disueltos en acido acético al 2.0%, y una solucion de
hidréxido de calcio al 0.2% mas agua destilada preparada segun instrucciones del fabricante.
La eficacia se evaluo por el diametro de halo de inhibicion, utilizando la técnica Kirby —

Bauer.

Los resultados obtenidos demostraron que, el quitosano al 3.0% fue mas eficaz que el
hidroxido de calcio al 0.2% sobre Enterococcus faecalis, dado que el halo de inhibicion
méaximo del quitosano al 3.0% fue 22 mm, y el hidroxido obtuvo un halo de inhibicion
méaximo de 13 mm; aceptando la hipotesis sobre que el quitosano tendria una similar o mayor
eficacia que el hidréxido de calcio sobre Enterococcus faecalis, concluyendo asi que el

quitosano al 3.0% es mas eficaz que el hidroxido de calcio al 0.2%.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, difusion agar con método Kirby — Bauer, quitosano,

hidroxido de calcio, propiedad bactericida, halo inhibitorio.
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ABSTRACT

There are studies about quitosano in the medicine’s area, but are few. The fews proprieties
studied lead to the autor to research over a one special, the bactericide propriety of quitosano
on enterococcus faecalis; but let’s take advantage of the others properties with more study,
also make products like Hemcom®, this is a bandage with coagulant propriety, it’s use to

small and big injuries.

Based in the past investigation’s results, we used the results with more efficiency in the
Enterococcus faecalis, to then compare the grade of efficiency between a calcium hydroxide
solution and 2.0% acetic acid solution with different percentages of quitosano.

The objective was compare the bactericide propriety of quitosano and calcium hydroxide on
Enterococcus faecalis.

Used a standard Enterococcus faecalis’s strain of the GemLab’s laboratories, this strain was
ATCC29212, then maked a quitosano solution with different percentages, 3.5%, 3.0% and
2.5%, dissolved in 2.0% acetic acid solution and 0.2% calcium hydroxide solution with
ditilled water prepared as manufacturer’s instruction. The efficiency of the solutions was

evalued with diameter of inhibition’s halo with the Kirby — Bauer method.

The results demonstrated than. The 3.0% quitosano solution had more efficiency statistically
that 0.2% calcium hydroxide solution on Enterococcus faecalis. The maximum inhibition’s
halo of 3.0% quitosano solution was 22 mm and 0.2% calcium hydroxide solution was 13
mm; Accepting the hypothesis, the quitosano solution will have similar or more efficiency
than calcium hydroxide solution on Enterococcus faecalis; in conclusion, the quitosano

solution 3.0% is more efficiency than 0.2% calcium hydroxide solution.

Keywords: Enterococcus faecalis, agar diffusion with Kirby — Bauer method, quitosano,

Calcium hydroxide, antibacterial efficacy, halo inhibitor.
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INTRODUCCION

Arequipa es una de las ciudades al sur del Peri con mayor poblacion de camarones de rio,
especialmente en las zonas de Ocofia, Majes — Camana y Tambo (1).

El cascardn de los camarones o exoesqueleto, es considerado casi un desecho, pero gracias
a la tecnologia y a procesos quimicos, se obtiene quitina, biopolimero, con muchas
propiedades favorables para el uso en el area de medicina, por otra parte, una de sus
desventajas es su poca solubilidad, por eso se buscé derivados de ella como el quitosano, se
obtiene de un proceso de desacetilacion, puede tener diferentes porcentajes de
desacetilacion, y pesos moleculares; para el area de medicina se utiliza mas el quitosano de
bajo peso molecular (2).

El aumento del uso de quitosano en el area de medicina se debe a que es un biomaterial, eso
quieres decir que es bastante compatible con el cuerpo humano, también se destacé su efecto
bactericida, basado en articulos anteriores esta propiedad es eficaz sobre Enterococcus
Faecalis, esta bacteria existe de manera oportunista en la cavidad oral, pero su habitad
natural es el intestino, es oportunista, se aprovecha de huéspedes inmune — comprometidos
y pacientes geriatricos, pero ultimamente se ha demostrado que se encuentra como
microbiota oral normal sin presenta sintomas, y al ser oportunista aprovecharan cualquier

baja del sistema inmune para provocar enfermedades

Esta bacteria origina infecciones en la pulpa dental, infecciones periapicales, en la placa
bacteriana de pacientes que padecian de inflamacidn en las encias y presente en los sacos

periodontales (3).

Se demostrd que por sus propiedades como, subsistir en altas temperaturas, resistir a ph
extremos como el de la bilis, resistir a habitas con niveles bajos de oxigeno (anaerobia
facultativa), por adquirir resistencia a antibiético y por su gran capacidad mutagénica; los
tratamientos endodonticos fracasan, por eso es importante tener un irrigador bactericida

adecuado para redimir su proliferacién.

Dado que la resistencia a medicamentos del Enterococcus faecalis ha ido en aumento, se
busca alternativas de tratamiento, y se propone el quitosano, que basado en antecedentes ha
demostrado su efectividad sobre Enterococcus faecalis; y este trabajo pretende comparar la
eficacia del quitosano frente al hidréxido de calcio.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION.

1.1.Determinacion del problema.

Enterococcus faecalis, es una bacteria anaerobia facultativa, es decir puede existir
con normalidad en ambientes con o sin oxigeno. Tiene gran resistencia y sobrevive
en ambientes extremos. Su habitad normal es el intestino, asi como el area genital de
las mujeres, el &rea perineal y meato urinario en los hombres, sin presentar sintomas;
aunque, se puede encontrar de forma accidental y posiblemente como microbiota
normal en la cavidad oral, en conductos dentales, y en infecciones del periodonto.
Cuando un odontdlogo trata una infeccion dentro de la cavidad oral, debe aplicar un
bactericida para eliminar completamente las bacterias. Lo que usualmente no se llega
a obtener; existen estudios donde Enterococcus faecalis permanece aun después de
haber terminado el tratamiento, ocasionando posteriormente un fracaso, pudiendo
provocar otra infeccion la cual originara una degeneracion del hueso.

En odontologia, se usan irrigaciones o pastas para tratar las infecciones, ;Como saber
cudl es la mejor, contra esta bacteria en especifico?; antes de escoger el irrigantes a
utilizar, se debe conocer sus propiedades.

El hidroxido de calcio es frecuente usado por el odontélogo, por su accién bactericida
y anti fungica ademas de inducir a la produccion de anticuerpos, se usa junto a un
vehiculo como, suero fisioldgico, anestesia o clorhexidina.

Buscando una nueva alternativa surgio el quitosano, un biomaterial, con propiedades
hemostatica, bacteriostatica e inmunoadyuvantes, sin embargo, existen pocos

estudios sobre este polimero y sus beneficios.

Al existir investigaciones sobre las propiedades del quitosano, pero ser pocas, es
necesario realizar mas, para saber si la propiedad bactericida del quitosano en
comparacion a la del hidroxido de calcio es efectiva o no, sobre Enterococcus

faecalis.
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1.2.Enunciado.

Eficacia del quitosano en comparacion al hidroxido de calcio sobre el Enterococcus

faecalis — Arequipa 2019.

1.3.Descripcion del problema.

La eliminacion de Enterococcus faecalis es dificil porque es una bacteria que puede
existir en ambientes toxicos para otras, resiste a la bilis, crecer en ambientes de hasta 45
°C y sobrevive con pocos nutrientes. Ademas de la resistencia natural, tiene la capacidad

de adquirir mas resistencia y genes de virulencia.

1.3.1. Area de conocimiento.

e Area general: ciencias de la salud
e Area especifica: odontologia
e Especialidad: microbiologia

1.3.2. Operacionalizacion de variables.

VARIABLES COMPRATIVAS | INDICADORES SUBINDICADORES
Quitosano Concentraciones - 25%

- 3.0%

- 35%
Hidroxido de calcio Concentracion - 0.2%
VARIABLE RESULTADO
Inhibicion del crecimiento de la | Diametro del halo inhibitorio - Sensible
cepa E. faecalis en milimetros - Media

- Resistente
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1.3.3. Interrogantes bésicas.

. ¢Cual es la eficacia del hidroxido de calcio contra el Enterococcus
faecalis?

o ¢Cudl es la eficacia de la quitosano contra el Enterococcus faecalis?

. Entre el quitosano y el hidroxido de calcio, ¢Cual de estos dos tendra

mayor eficacia en el Enterococcus faecalis?

1.3.4. Taxonomia de la investigacion.

ABORD .
TIPO DE ESTUDIO DISENO | NIVEL
AJE
Porel N° | Porel | Porel
Por la ] ‘-
y A Por el de namer | ambito
técnica de ] .
o .| tipode | medicion | ode de _ )
Cuantitati | recoleccio | Experime | Relacio
dato es de la | muestr | recolecci
VO n - ; ntal nal
variable as on
Observaci | Prosptec | Longitud | Analit | Laborato
onal tivo inal ico rial

1.4 Justificacion.

1.4.1. Novedad.

Hay investigaciones anteriores sobre este tema, pero no son idénticas, esta
mostrara originalidad ya que aportara resultados en forma comparativa con otro
medicamento que es de mucho uso en el area de odontologia, que es el hidroxido
de calcio en base a su propiedad antimicrobiana frente a las propiedades

bactericidas del quitosano.

1.4.2. Relevancia pragmatica.

En odontologia el uso de hidroxido de calcio es bastante comin por sus

propiedades, pero aun asi no es tan efectivo sobre Enterococcus Faecalis,
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estudios demostraron el uso del quitosano en odontologia, para uso en

regeneracion 6sea, ademas de ser un buen bactericida.
1.4.3. Factibilidad.

Esta investigacion es factible por existir investigaciones anteriores relacionadas
con este tema, sobre la propiedad bactericida del quitosano sobre la bacteria
Enterococcus Faecalis. A demas se tienen los materiales necesarios y la sepa de
la bacteria para esta investigacion.

1.4.4. Interés para el investigador.

Es de mi interés, el realizar esta investigacion para conocer la eficacia del
quitosano con respecto a sus propiedades bactericidas contra el Enterococcus
Faecalis, el cual es una bacteria con gran resistencia ante algunas medicaciones.

2. OBJETIVOS.

2.1.Determinar la actividad bactericida del quitosano sobre Enterococcus Faecalis.

2.2.Determinar la actividad bactericida del hidroxido de calcio sobre Enterococcus
Faecalis.

2.3.Comparar la eficacia del quitosano e hidroxido de calcio sobre Enterococcus

Faecalis.
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3. MARCO TEORICO.

3.1.Marco conceptual.

3.1.1. Enterococcus.
e Concepto.

El Enterococcus es una sub-especie morfolégicamente parecida al
estreptococo, su habitad normal es el intestino.
Ademas en estudios se demostrd que también se encuentran en el area genital
en las mujeres y en los hombre en el area perineal y meato urinario, aparte
muestran un nimero mas alto en las mujeres sin presentar sintomas (4).
Las caracteristicas de los Enterococcus son: forma microscopica esférica u
ovoide, no fabrican endoesporas, se exponen en cadenas cortas o pares, no
puede moverse espontanea ni independientemente, exceptuando a E.
gallinarum y E. casseliflavus, otra de las caracteristicas de los enterococcus
es que pueden existir en ambiente con y sin oxigeno, ademas tienen un
metabolismo fermentativo y, también utiliza como fuente de energia y
carbono a los compuestos organicos. Los enterococcus producen un ph final
de 4,2 a 4,6 y son resistentes a la bilis, pueden crecer hasta en una temperatura
de 45°C (4).
La exigencia nutricional del Enterococcus es compleja. Uno de los
Enterococcus mas aislados clinicamente es E. Faecalis y E. Faeium. Ellos
suelen aprovechar los procesos oportunistas donde causaran infecciones
diversas, también causan varias infecciones extraorales que suelen ser
dificiles de tratar con un tratamiento antibiotico generalmente los antibidticos
de amplio espectro los eligen facilmente (3).
Existe una duda sobre el valor de este género de microorganismos en la
microbiota oral, porque se suele encontrar como microbiota normal, en el
dorso de la legua y en la placa bacteriana, estos hallazgos se encontraron mas
que todo en personas con sistema inmune comprometido, también se aisl6 en
enfermedades dentales como infecciones pulpales, periapicales, también

bolsas periodontales y en placa de paciente que padecen de gingivitis (3).
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3.1.2. Enterococcus faecalis.

e Concepto.
El Enterococcus faecalis es una bacteria anaerobia facultativa, necesitan un
cultivo enriquecido en sangre para existir. Estas bacterias son importantes en
procesos patoldgicos orales (3).
Una de las caracteristicas principales del E. faecalis, es que existe y se
desarrolla en microambientes toxicos para varias bacterias; por ejemplo, en
conductos dentales de piezas que han recibido un tratamiento endodontico,
donde el ambiente tiene muy pocos nutrientes.
Lamentablemente algunos agentes antimicrobianos influyen en esta especie
de Enterococcus, hace que permanezca en diente afectados.
Ademas este género existe en temperaturas extremas, la cavidad oral tiene
una de las temperaturas levemente mas baja que la normal de todo el cuerpo,
de 35° a 36°, aunque la temperatura es variable constantemente por el tipo de
alimentacion, segun eso, su temperatura cambiara desde cero hasta por
encima de 50°, a causa de esto, los microorganismos deben de saber aguantar
estos cambios o seran eliminados y por ultimo también soporta la accién de
colorantes, uno de ello, el azul de metileno al 0,1% y sobrevive en areas con

concentraciones de sal altas (5) (6).

e Patogenicidad y virulencia.

El E. faecalis es un patdgeno oportunista ya que tiene poco potencial
patogénico en una persona normal, generalmente tienen mas oportunidad en
paciente geriatricos o inmunocomprometidos ya que aprovechan cuando las
defensas del cuerpo bajan.

Los factores de virulencia son que provoca la lisis de eritrocitos, leucositos y
plaquetas, es decir produce hemolisina, también sustancias de agregacion,
proteasas, aglutininas y, ademas tiene carbohidratos en su pared celular los
cuales favorecen en la adherencia a los tejidos del huésped, esto ocasionara

un incremento de su patogenicidad.
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e Resistencia antimicrobiana.

E. faecalis tiene una resistencia natural a antibidticos, es de caracter
cromosomico y no transferible, es resistente a varios medicamentos como
cefalosporinas, penicilinas, antifungicos como el clotrimoxazol, a
betalactamicos como meropenem Yy ertapenem, a aminoglucosidos y
clindamicina. EI E. faecalis también es resistente a ampicilina, piperacilina e
imipenem. Ademés de la resistencia natural, también tiene la caracteristica
de adquirir resistencia y genes de virulencia, los pueden adquirir de
plasmidos, que son vectores de informacion, transposones, también por
intercambio cromosémico o simplemente por mutacion.

Esta bacteria se encuentra comunmente en hospitales, en el area de cuidados
intensivos, ya que es una bacteria oportunista y aprovecha huéspedes
inmunocomprometidos, como se menciond anteriormente. Como se sabe este
género de bacterias tienen una gran resistencia natural y también pueden
adquirirla, algunas cepas ya son bastante resistente a todos los
antimicrobianos disponibles y hace que la terapéutica contra ellos sea
bastante limitada, lo que a continuacion provoca que sea una amenaza. Una
de las pocas prevenciones que se puede tener es evitar el uso excesivo e
innecesario de antimicrobianos y también reducir el uso de dispositivos
invasivos, ya que usualmente estos equipos podrian afectar su sistema
inmune (4) (7).

3.1.3. Hidroxido de calcio.
e Concepto.
El hidréxido de calcio es un polvo de color blanco, sin olor, el cual e consigue
de la calcinacion del carbonato calcico. Usualmente se mezcla con algun

vehiculo para su aplicacion. EI Ph del hidroxido de calcio es alcalino va desde

12 a 4, este Ph ayuda al hidroxido de calcio a ser letal contra bacterias (8).

e Efecto bactericida y bacteriostatico.

Gracias al mecanismo de accién del hidroxido de calcio, ayuda a inhibir el

crecimiento y division celular de bacterias anaerobias, tiene gran efecto
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sobre ellas. Este mecanismo de accion se activa un ambiente con Ph alto.

El Ph del hidroxido de calcio es 12,5; este Ph alto lo hara efectivo contra
bacterias que no puedan sobrevivir a un Ph tan alto, como por ejemplo E.
Faecalis que sobrevive a Ph mayores de 11.

Ensayos comparativos del uso de paramonoclorofenol y formocresol solos y
mas el hidroxido de calcio, demostraron que, solos hubo una efectividad
mayor al 50 por ciento contra bacterias, pero cuando se usaron mas el
hidréxido de calcio resulto en mayor efectividad en la reduccion de bacterias

(9) (10).

e Efecto antiséptico.

Segun autores el hidroxido de calcio es un antiséptico lento porque requiere
estar en la infeccion por lo menos 24 horas para poder eliminar
completamente la bacteria enterococcus. El efecto antiséptico es por su alto
Ph y su accién en tejido pulpares necréticos. También el hidroxido de calcio

descompone capas de la bacteria (11).

e Efecto terapéutico.

El efecto terapéutico del hidroxido de calcio no es bien comprendido, pero
algunos autores explican que se puede deber a que tiene efectos sobre
fosfatasa alcalina, la cual sirve para la formacion de tejidos 6seos; por
ejemplo cuando sucede algun accidente operatorio o la cavidad realizada es
muy profunda, se suele utilizar hidroxido de calcio para la regeneracion de
dentina, formando un puente dentinario, aunque este tendrd deficiencias
estructurales (12) (13) (10).

e Efecto antinflamatorio.

El hidréxido de calcio ocasionara una disminucién del Ph, en tejidos

inflamados, estimulara la liberacion de prostanglandinas las cuales tendran
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efectividad sobre la presion sanguinea de la zona, obteniendo un efecto
antiinflamatorio (14).

e Efecto mineralizante.

Cuando el medicamento baja el nivel de oxigeno en la zona, provoca la osteo
— formacién, formando asi los puentes dentinarios o reparandolos. Desde
hace décadas el hidroxido de calcio fue el medicamento a eleccién por
odont6logos después de cavidades muy profundas, accidentes operatorios, en
general cuando alguna exposicion pulpar.

Uno de los grandes beneficios méas estudiados sobre e hidroxido de calcio es
su formacion de puentes dentinarios, se realizaron estudios donde se
empleaba el hidréxido de calcio en forma de pasta en dientes temporales con
la pulpa expuesta, los resultados que se obtuvieron fueron que el
medicamento necroso la parte de la pulpa cerca al medicamento, pero debajo
de esta necrosis se observé odontoblastos los que formaban el puente (10).

e Vehiculos para el hidroxido de calcio.

El hidroxido de calcio al ser un medicamento en polvo se debe administrar

mediante un vehiculo, los vehiculos mas usados son:

a. Solucidn fisioldgica.
Liquido inerte, no lesivo, de alta solubilidad; esta solucion tiene gran
efectividad siendo un antimicrobiano, eficaz contra streptococus mutans,
aureus y bacteroides. Mantiene alcalino el ambiente y tiene mejor indice

de reparacion.
b. Solucién anestésica.

Ayuda en la hemostasia de la zona, no afecta la composicion quimica,

tiene bajo efecto sobre Enterococcus Faecalis.
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c. Agua destilada.
Liquido inerte, igual que el suero fisioldgico, tiene poca efectividad sobre
bacterias aerobias estrictas.

d. Hipoclorito de sodio.
Solucién de color amarillo verdoso y transparente, tiene efecto

antibacteriano y antiviral.

e. Clorhexidina.
Sustancia antimicrobiana, juntos son un mejor medicamento, adquiere
buenas propiedades antimicrobianas y mejora la reparacion de tejidos

periapicales (15).

e Aplicaciones en odontologia.

a. Cariologia.

Se puede utilizar como curacién temporal, cuando el tratamiento tiene
varias sesiones; al momento que ocurra algin accidente y este la pulpa
expuesta, se puede aplicar el hidréxido de calcio, el cual necrosara la
superficie de la pulpa y formara un tapon hemostatico.

También cuando se realiza el retiro de caries profundas y se visualice una
transparencia, se utilizard como protector pulpar, este formara dentina
terciaria (16) (14).

b. Endodoncia.

el hidréxido de calcio tiene capacidad desnaturalizadora por eso es
aplicado como irrigante, ayudando a eliminar el tejido necrotico
remanente, dejando el campo desinfectado, ademas de ayudar en la
hemostasia, también se utiliza para curar la periodontitis apical. El
hiroxido de calcio también ayuda en el control de abscesos y exudados.
También se puede utilizar cuando se realizan apiceptomias, ayudando en
la formacidn de apice, formando osteocemento.

Uno de los accidentes operatorios en endodoncia son las perforaciones

radiculares, el hidréxido de calcio detiene la reabsorcion radicular,
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cuando se coloque en el conducto absorberd agua y esto provocara su
expansion al doble o triple del volumen inicial (14).

c. Odontopediatria.
Al momento de realizar pulpotomias, el hidroxido de calcio se usa en
forma de pasta y formara una capa de dentina, protegiendo el resto de la
dentina (14) (16).

d. Accidentes dentales.
Por algun golpe o accidente pueden fracturarse las raices, primero se
realizara una endodoncia y cuando este alineado, el hidréxido de calcio
ayudara en su reparacion. También puede sufrir una luxacion y avulsion,
para este accidente se realizara una endodoncia y se rellena el conducto

con hidréxido de calcio, el que se cambia cada mes (14).

3.1.4. Biomateriales.

Los biomateriales son productos biocompatibles con el cuerpo humano, y se
usan en medicina. Uno de los biomateriales son los polimeros, estos
polimeros se usan en marcapasos, plasma coagulante, prétesis ortopédicas,
bolsas de suero, capsulas para farmacos, suturas biodegradables y material
odontoldgico. La quitina es un polimero que se puede extraer de crustaceos,
plantas, en exoesqueletos, el uso de la quitina y sus derivados es muy
prometedor en el area de biomeédicas gracias a su naturaleza, su actividad
bioldgica y la facil obtencion de esta. Estudio hablan sobre el mecanismo de
accion y la eficiencia en areas como agricultura, todos estos estudios fueron

contralados pero no son muchos los que existen (17).

3.1.5. Quitosano.

e Concepto.

El quitosano [(1—4)-2-amino-2-desoxi-B-D-glucano] es un polisacarido de
cadena lineal muy poco encontrado en la naturaleza y que se obtiene
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mediante desacetilacion extensiva de la quitina, un homopolimero f-(1—4)
enlazado de la N-ace-til-D-glucosamina, presente en los exoesqueletos de
crustaceos, moluscos, en la cuticula de insectos y como constituyente de
paredes celulares de muchos tipos de hongos. La quintina es el segundo
polisacarido en abundancia, después de la celulosa y es un recurso renovable.
Se estima que la cantidad de quitina en crustaceos es de 1 .560 millones de
tonelada. La quitina es estructuralmente similar a la celulosa en cuanto a su
naturaleza de polisacérido, tiene un grado de disolucion muy bajo en
disolventes organicos. Mas durante los afios se tratdé de desarrollar algun
derivado que tenga mucha mas solubilidad, entre los cuales se encontré al
quitosano, este es disoluble en disoluciones acuosas diluidas de &cidos

organicos débiles (18).

e Propiedades.

a. Actividad antibacteriana.

El derivado de la quitina, el quitosano protege contra enfermedades
bacterianas. Estudios in vitro demostraron que el quitosano es un
bacteriostatico de once diferentes bacterias. Otros autores demostraron
que el quitosano también es bacteriostatico de bacterias gram positivas y
negativas. Pero existe una correlacion inversa entre el peso molecular del
quitosano y la inhibicion del crecimiento. Estos resultados son
confirmados por varios autores e investigadores.

Se experimentd en hojas tomate con el quitosano con derivados
catiénicos y anionicos, los primeros inhibieron la infeccion de
Pseudomonas Syringae, mientras que los otros no lo hicieron. Entonces
se llego a la conclusion que los catidnicos son bacteriostaticos e inducen

mecanismos naturales de defensa (17).

b. Efecto analgésico.

El quitosano absorbe un ion protonado presente en el sitio del dolor y

también la bradikinina enzima importante en la produccion de dolor.
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c. Efecto hemostatico.

Existen apdsitos hemostaticos, por ejemplo, el HemCon, que estan
compuestos de quitosano, un derivado natural que se extrae de las
conchas de crustaceos, que posee propiedades hemostéticas.

Cuando este entra en contacto con la sangre, se vuelve muy pegajoso y
se adhiere a la herida, sellandose con eficacia.

Este apdsito ayuda a la formacion plaquetaria, formando un coagulo.
Tiene la capacidad de controlar hemorragias grandes. Las caracteristicas
del apdsito son: duradero, eficaz, seguro y como no contiene proteinas
humanas o factores de coagulacion, evitara las reacciones alérgicas o
contagio de enfermedades. Otra de las caracteristicas del aposito es que
no provoca reacciones exotérmicas, por lo que no producird quemaduras
como otros, la forma en que se retira es facil, puede ser solo con agua y
solucion salina.

El HemCon se puede usar también para pequefias heridas, se puede cortar
en pequefios trozos y aplicarlos en las heridas; ademas ha demostrado un
éxito en paciente que tomen anticoagulantes, no se observé ningun efecto
contraproducente en las personas tratadas con él (19).

d. Efecto antitumoral.

Algunas aplicaciones con quitosano requieren que sea un material con
bajo peso molecular, este tiene una alta solubilidad en agua libre de &cido
y de baja viscosidad. También es efectivamente absorbido por el cuerpo
humano. El quitosano es conocido por sus actividades bioldgicas como
su actividad antitumoral, sus efectos antitumorales fueron revelados por
Suzuki, Toroko y Tsukada (20).

Se realiz6 una investigacion de quitosano soluble en agua y de bajo peso
molecular, este producto fue preparado mediante membranas de
ultrafiltracion. Una fraccion fue separada con peso molecular mas de 5 x
10%y con un grado de desacetilacion de 58%. El quitosano LMW (de bajo
peso molecular) y N-acetil, fue probada en ratones donde demostré que

esta inyeccion inhibié el crecimiento de células tumorales de sarcoma
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180 (S180) en ratones, y su tasa de inhibicion méxima alcanzo el 64.2%.
La administracion oral de este medicamento también fue efectiva para
disminuir el tamafio del tumor, y su tasa de inhibicion méaxima fue 33.7%.
El quitosano soluble en agua con un mas alto peso molecular podria

resultar con una mejor actividad antitumoral (21).

e. Efecto inmunoadyuvante.

El efecto inmunoadyuvante del quitosano se debe a la N-
acetilglucosamina (NAGA). Gracias a la unibn NAGA a receptores
especificos de la membrana celular se realiza la activacion de
macrofagos. También, se expuso que la quitina es un fuerte adyuvante
Thi, es cual regula la inmunidad.

Las invetigaciones también demuestran la quitina disminuye la
resistencia alérgica a los dermatofagoides pteronyssinus y aspergillus
fumigatus, ademas se demostré que la quitina deprime las respuestas
alérgicas tipo 2 haciendo de ella un tratamiento efectivo contra el asma y
también sirve para su prevencion.

Ademas, algunos autores describen que el quitosano ha mejorado la
produccién de interferones tipo 1, ya que, el quitosano influye en la
activacion de células dendriticas como el sensor de ADN citoplasmatico,
cGas y STING. Esto lo notaron después de la vacunacién, cuando lo

usaron como adyuvante (22).
e Aplicacion de quitosano en odontologia.
a. En periodoncia.
El quitosano se puede utilizar para regeneracion ésea. El quitosano se usa
en forma de membrana, para que esta membrana funcione debe cumplir
ciertas propiedades como mecanicas, quimicas y degradacién contralada.

Lo que permitird a esta membrana estar el tiempo suficiente en el area

afectada para obtener una regeneracion de tejidos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

También se investigo sobre la aplicacion del quitosano en defectos 6seos,
ocasionados por extracciones dentales o cuando se realizan apicectomias,
y se visualiz6 por radiografias y también con biopsias, que gracias a la
aplicacion de quitosano aumento la formacion de hueso normal. Aunque

esta informacion fueron de observacion a estudios no controlados (23).

b. En cirugia oral.

Una de las cirugias orales que se practica, es la cirugia periapical y donde
se suele usar agentes hemostaticos, pueden ser fabricado a base de
quitosano, la utilidad de este agente es interesante ya que es un
biomaterial muy compatible y eficiente. El quitosano realiza formacion
de coagulos cuando esta en contacto con la sangre. Los coagulos que
formara el quitosano sera voluminosos y compactos, es por esto que se
considera un gran agente hemostatico. El agente hemostatico HemCon,
estd elaborado de quitosano, este agente a sido investigado y se
observaron buenos resultados hasta en pacientes que toman
anticoagulantes (24).

c. En regeneracion osea.

Se realizo una investigacion donde comparaba el uso de una membrana
normal y una membrana con quitosano después de una extraccion en la
zona retro molar, para regeneracion dsea, despues de 8 dias los resultados
fueron, que en el area no tratada el tejido suturado se habia abierto y
ademas se observaba empaquetamiento. Mientras que en el lado tratado
presentaba una inflamacién menor, pero presentaba eritema, ademas
tenia mejor cicatrizacién y baja acumulacion de placa bacteriana.

Después de un mes, se volvié a revisar las zonas y lo que se encontré fue
que el lado tratado, tenia 6ptimos signo de cicatrizacion , mientras que el
lado no tratado se observé bordes irregulares ademas de acumulacion de

placa bacteriana (25).
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3.2.Andlisis de antecedentes investigativos.

3.2.1. TITULO: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE SOLUCIONES
ACIDAS DE QUITOSANO OBTENIDO DE EXOESQUELETO DE
CAMARON?”

AUTORES: Alexander Pérez Cordero, Johanna Rojas Sierra, Johana
Rodriguez, Ruiz, Irma Arrieta Alvarez, Yenis Arrieta Alvarez y Andres
Rodriguez Carrascal.

RESUMEN:

El trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro de
soluciones acidas de quitosano obtenido a partir del exoesqueleto de
camaron, sobre siete bacterias patdgenas, cinco de las cuales corresponden a
patdégenas de humanos (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli UDS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca
ATCC 43863 y K. oxytoca ATCC 43086) y las fitopatdgenas
(Pectobacterium sp UDS vy Burkholderia glumae 320012-CIAT).
Concentraciones de soluciones de quitosano de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,3.0y 3.5 %
(v/v) disuelto en &cido acético de 1.0, 1.5, 2.0 % (v/v) fueron preparadas; a
partir de estas concentraciones, mediante la técnica de Kirby-Bauer se evaluo
la actividad antibacteriana in vitro. Los resultados de actividad
antimicrobiana mostraron diferencias altamente significativas entre la
especie de bacteria y los tratamientos de quitosano. Las bacterias P.
aeruginosa, E. coli, K. oxytoca (ATCC 43086 y ATCC 43863) fueron las
mas susceptibles a los tratamientos, mientras que E. faecalis, Pectobacterium
sp y B. glumae mostraron resistencia. Los tratamientos T3, T4, T5, T7, T8,
T9 en donde las concentraciones de quitosano estuvieron por encima a las
del &cido acético, se presentaron mayores valores medios de actividad de
antimicrobiana en mm y aumento este valor para los tratamientos T9 (5.8095
mm), T8 (6.00 mm) para y T9 (5.8095 mm), donde las concentraciones de
quitosano de 2.5 y 3.5%, disuelta en acido acético fueron igual a 2%. Los
resultados de este estudio en el Caribe Colombiano permitiran a futuro el

reaprovechamiento del exoesqueleto de camarén como fuente de quitosano
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como un compuesto potencial frente al manejo al problema de salud publica
ocasionada por las enfermedades bacterianas (26).

3.2.2. TITULO: “USO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL
CHITOSAN EN ENDODONCIA”.

AUTORES: Dr. Encarnacion Julian Belmonte
RESUMEN:

Existen diferentes sustancias antimicrobianas empleadas en odontologia
como fuente de eliminacion de ciertos microorganismos especialmente
Enterococcus faecalis, microorganismo muy resistente en infecciones de
conducto radicular. El objetivo de nuestro estudio ha sido evaluar la eficacia
antibacteriana de la terapia fotodindmica (TFD) y el chitosan, contra el
E.faecalis y estudiar el posible efecto potenciador del chitosan 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 realizé 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
(hipoclorito sodico al 2.5%, TFD, chitosan y TFD+chitosan) a su grupo
correspondiente. Mediante este proceso se realizd 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 observacion con el microscopio electrénico de
barrido (MEB) cuyas imagenes obtenidas se analizaron con el sistema MIP4,
para posteriormente ser analizadas y determinar el porcentaje de
contaminacién de cada uno de los tercios radiculares. 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. El azul de toluidina como agente
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fotosensibilizante junto con la terapia fotodindmica presentan accion
antibacteriana. Los resultados de nuestro estudio coinciden con la literatura
con respecto al poder desinfectante de la terapia fotodindmica frente el E.
faecalis. Como conclusion destacar que la mayor reduccion de UFC/ml se
obtuvo al combinar la TFD con chitosan por lo que el chitosan puede ser un
polisacarido natural con efecto potenciador del fotosensibilizador azul de
metileno en el tratamiento endodontico de TFD contra E. faecalis. A demas
la combinacion de TFD + chitosan produce una mayor reduccion sobre la
contaminacion bacteriana 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 o chitosan, e incluso que la
aplicacion del irrigador mas frecuentemente utilizado en endodoncia como

es el hipoclorito sédico al 2,5%.
CONCLUSIONES:

- Al analizar el efecto del NaOCL, la terapia fotodinamica (TFD) y el
chitosan por separado y la combinacion de TFD mas chitosan sobre las UFC
de E. faecalis en canales radiculares de dientes humanos previamente
infectados, observamos que la mayor reduccion de UFC se obtuvo al
combinar la TFD con chitosan por lo que el chitosan puede ser un posacarido
natural con efecto potenciador del FS azul de metileno en el tratamiento
endodontico de TFD contra E. faecalis.

- La combinacién de TFD mas chitosan produce una mayor reduccion
sobre la contaminacion bacteriana y barrillo dentinario en los canales
radiculares de dientes humanos previamente infectados con E. faecalis,
siendo mas efectivo que el uso individualizado de TFD o chitosan, e incluso
que la aplicacion del irrigador “gold satndard” NaOCL al 2.5% (27).

3.2.3. TITULO: “ACITIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL
CHITOSAN/PROPOLEO EN GEL SOBRE EL ENTEROCOCCUS
FAECALIS”.

AUTORA: Od. GRETTER LUACES ACOSTA
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RESUMEN:

Objetivo fue comparar la eficacia antibacteriana del chitosan/propdleo en gel,
con la del hidroxido 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 Yy se calculé 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.

La media del halo inhibitorio del gel de chitosan/propéleo fue de 22,36 mm,
la del Calcifar-P fue de 13,93 mm, en el caso de la clorhexidina en gel al 2%
15,86 mm, el gel de chitosan tuvo una media de halo inhibitorio de 17,71
mm, el extracto de propdleo al 30 % tuvo la menor media con un valor de
11,36 mm. Ninguno de los anteriores valores superé el control positivo cuya
media fue de 34,86 mm.

En este estudio se llego a la conclusion que el chitosan/propdleo en gel tiene
mejor eficacia antimicrobiana comparada con el hidréxido de calcio
(Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto de propdleo al 30% vy
el gel de chitosan (28).

3.2.4. TITULO: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE HIDROXIDO DE
CALCIO COMBINADO CON SOLUCIONES DE QUITOSANO
DANDO RESULTADOS DEL VINCULO DE FUERZA DEL
SELLADOR REAL SEAL EN DENTINA RADICULAR”.

AUTORES: Shaymaa Elsayed Elsakaa , Amr Mohamed Elnaghyb

La propuesta de este estudio fue investigar la actividad antibacterial de
hidroxido de calcio en combinacion con solucidn de quitosano sobre canales
dentales infectados con Enterococcus faecalis , y el efecto de este nuevo
medicamento intracanal en la fuera del Real Seal en canales radiculares. Los
canales dentarios de las piezas estudiadas fueron medicadas por la
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combinacion de quitosano 25%, 50%, and 100%, W/V) e hidroxido de calcio.
La actividad antibacteriana fue evaluada y numero de colonias formadoras
determinadas. La habilidad de adherencia del sellador de RealSeal con los
conductos radiculares fue evaluada usando con un test push — out bond
strength. Los datos fueron analizados utilizando la prueba de analisis de
varianza y el test de comparacion mdltiple de Tukey. Encontramos que
Ca(OH)2 combinado con diferentes concentraciones de solucion de
quitosano mostraron una mejor actividad antibacterial que Ca(OH)2
mezclado con suero fisiologico, sin afectar significativamente la fuerza del
sellador, el valor de la prueba de realizo con un rango de error de 5%. Los
resultados encontrados muestran que el Ca(OH)2 con combinacion de
quitosano es un medicamento intracanal prometedor y talvez efectivo para

realizar endodoncias (29).

4. HIPOTESIS.
Dado los antecedentes se demostré que el Quitosano tiene propiedades bactericidas

sobre el Enterococcus Faecalis, es probable que tenga similar o mayor eficacia que el

hidréxido de calcio en el Enterococcus faecalis.
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1. TECNICAS, INSTRUMENTO Y MATERIALES DE VERIFICACION.

1.1.Técnica.
1.1.1. Especificacion.

La técnica utilizada fue observacional — experimental.

1.1.2. Esquematizacion.
Relacion entre variable de estudio y la técnica usada en el cuadro

siguiente.

Variable investigativa Indicadores | Procedimiento | Sub Técnica Técnica
Efectividad de quitosano | Halo Medicion  en | Técnica Kirby — | Observacional
e hidrdxido de calcio inhibitorio | milimetro Bauer experimental

1.1.3. Disefio investigativo.
1.1.3.1.Esquema basico.
GE: O:1 Q.35% Oz
GE: O:1 Q.3.0% 02
GE3 01 Q.25% Oz
GC O1 H.C02% O

1132, Diagramacion Operativa.

CONFORMACION DE GRUPOS

Seleccién no aleatoria

v l \4 A4

GE:1 GE> GEa G.C.

Aplicacion del estimulo

0. 3.5% 0. 3.0% 0. 2.5% Hidréxido de Calcio

POST TEST

l l l v ALAS 24 HORAS

Crecimiento de halo inhibitorio y comparacion

A
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1.1.3.3.Descripcion de la técnica.
El método Kirby — Bauer, es un método estandarizado por A. W.
Bauer, W. M. M. Kirby, J. C. Sherris y M. Turck, el cual esta basado
en la medicion de la zona donde no hubo creciendo de cepas
bacterianas, la zona alrededor del disco con el agente que se quiere
ser estudiado (30).

1.2.Instrumento.

1.2.1. Instrumento documental.

1.2.1.1.Especificacion.

Se utiliz6 de instrumento una ficha laboratorial que es parte de la técnica
Kirby — Bauer para la recoleccion de datos, en la cual se registraran los
milimetros de los halos de las soluciones de hidroxido de calcio al 0.2%
y de quitosano en distintas concentraciones 2.5% 3.0% y 3.5% a las 24
horas.

1.2.1.2.Estructura.

Variables Indicadores Subindicadores Medicion

Crecimiento | pismetro  de | Nulo (sensible)

bacteriano de A .

ENterococcus !—Ial.o. _ Media (mtermedla) 24 horas
) inhibitorio Presente (resistente)

Faecalis.

1.3.Materiales.

1.3.1. Medios y reactivos.

e Cépsulas de quitosano puro

e Hidroxido de calcio en polvo
e Acido acético

e Agua destilada

e Cepa de Enterococcus faecalis
e Caldo BHI

e Agar Kf

e Agar Mueller Hinton
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1.3.2. Equipos de laboratorio.

1.3.3. Instrumentos de laboratorio.

Autoclave
Balanza eléctrica
Cocina eléctrica
Incubadora
Estufa
Refrigeradora

Mechero de Bunsen

Pipetas

Gradillas

Tubos de ensayo
Placas Petri
Varilla de vidrio
Asa de Digralsky
Frascos de vidrio
Matraz

Pipeta Eppendorf
Tubos Eppendorf
Soporte Eppendorf
Disco de papel filtro

1.3.4. Materiales de escritorio.

Cémara fotografica
Marcadores indelebles
Regla milimetrada
Cinta masking tape
Papel craft

Lapicero
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1.3.5. Material documental.
e Ficha laboratorial
1.3.6. Otros.

e Algoddn

e Alcohol

e Guantes

e Barbijo

e Lejia

e Campos

e Papel toalla

e Gorra
2. CAMPO DE VERIFICACION.

2.1.Ubicacion espacial.
La presente investigacion tiene como:
Ambito general: Universidad Catdlica de Santa Maria
Ambito especifico: Laboratorios de microbiologia H — 403

2.2.Ubicacion temporal.
La investigacion se realizo en 2019, esta tiene una vision temporal prospectiva,
ya que se recogeran datos a medida que se realice la investigacion, también es de
corte longitudinal por las carias etapas de observacion y control.

2.3.Unidades de estudio.
Existiran cuatro grupos de estudio; el primero fue una solucion de hidroxido de

calcio al 0.2%, la segunda, tercera y cuarta fue el quitosano en distintas
concentraciones (2.5%, 3.0% y 3.5%).
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a. Criterios para igualar grupos
e Igualacion cualitativa
o Criterios de inclusién: cepa de Enterococcus faecalis
o Criterios de exclusion: cepa contaminada de Enterococcus
faecalis
e Tamafio de grupos: se determind, el tamafio minimo muestral

mediante antecedentes investigativos.

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION
3.1.0rganizacion.

Antes de hacer el estudio de comparacion:
e Presentar la solicitud de autorizacién para el uso de laboratorios en la
Universidad Cat6lica de Santa Maria
e Realizar la compra de los materiales necesarios
e Hacer la preparacion de las unidades de estudios
e Realizar prueba piloto
e Si se observa un resultado positivo en la prueba piloto, realizar los

ensayos definitivo para el estudio.

3.2.Recursos

e Humanos.
o Investigador: Deyna Ysela Morales Jiménez

o Asesor: Dr. Alberto Figueroa Banda

e Fisicos.
o Laboratorio de la Universidad Cat6lica de Santa Maria

e Econdmicos.

o Financiado por la investigadora

e Institucionales.
o Universidad Catolica de Santa Maria
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4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR DATOS

4.1.Plan de procesamiento de los datos
4.1.1. Tipo de procesamiento.
El procesamiento serd de tipo manual y computarizado a través del

programa de Excel 2016 con la “prueba t de student”.

4.1.2. Plan de operaciones.
4.1.2.1.Plan de clasificacion.
La informacién obtenida fue ordenada en una matriz de registro y
control.

4.1.2.2.Plan de codificacion.

Se utilizo de acuerdo a las variables e indicadores.

4.1.2.3.Plan de recuento.

Usando matrices de conteo y el esquema tabulacion.

4.1.2.4.Plan de tabulacion.
Se elabor¢ tablas de tipo numérico, de simple y doble entrada.

4.1.2.5.Plan de graficacion.
Dependiendo de os resultados optaremos probablemente por las

gréaficas.

4.2 Plan de analisis de los datos

4.2.1. Tipo: Cuantitativo multifactorial univariado

4.2.2. Tratamiento estadistico

Variable Tipo estadistica Estadistica descriptiva I_Estad|st|_ca
inferencial
Actividad Cuantitativa Medidas de tendencia
o . . ., T de Student
bactericida continua central y dispersion
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5. METODOLOGIA

5.1.Clasificacion de grupos de estudio.
Los grupos que se estudiaron fueron cuatro, de los cuales tres fueron tratamientos
de quitosano en diferentes porcentajes (2.5%, 3.0% y 3.5%), que eran los grupos
de estudio y el tratamiento de hidroxido de calcio al 2.0%, el cual es el grupo

control.

5.2.Esterilizacion.
Esterilizacion de los instrumentos de laboratorio a utilizar.

5.3.Preparacion de soluciones.

Para la elaboracion de las soluciones de quitosano, primero se realiz6 una
solucion de acido acético al 2.0% por triplicado para las tres soluciones, luego se
pesd 2.5, 3y 3.5 gramos del polvo de quitosano adquirido de una distribuidora
de productos quimicos, los cuales fueron disueltos en las soluciones de acido
acético al 2.0%.

Para la preparacion de la solucién de hidréxido de calcio al 0.2% se siguid las
instrucciones del fabricante, las cuales eran, verter el frasco de hidroxido de
calcio en 100 ml de agua destilada luego mezclar, esperar que se asiente el polvo

y utilizar solo la solucion superficial.

5.4.0btencion de cepa.
Se adquirié una cepa de Enterococcus faecalis certificada de los laboratorios
GemLab Peru.

5.5.Activacion de cepa.
La cepa se activd con dos mililitros de caldo BHI en el mismo tubo,
posteriormente se realizé la siembra en agar Kf, el cual es un medio selectivo

para esta bacteria.
5.6.Preparacion de medios de cultivo.

Para la realizacion del antibiograma se preparo placas con agar mueller hinton,
siguiendo las instrucciones del envase, se realiz6 una regla de tres simple para
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calcular los gramos que se utilizan para 100 mililitros de agua destilada.
Se utiliz6 una estufa para calentar la solucion y obtener una mezcla homogénea,
para luego ponerla en autoclave durante 15 minutos a 121 C°y 15 psi de presion.

Después se vertio 25 ml del agar en las placas Petri y se esper0 a que gelifique.

5.7. Preparacién de inoculo.
Después de 24 hora de incubacion de Enterococcus faecalis en el agar Kf, se
comprobo el crecimiento de las cepas.
En un tubo de ensayo estéril con caldo nutritivo se colocd colonias de
Enterococcus faecalis y finalmente se obtuvo una turbidez de 0.6 en la escala de
Mc Farland.

5.8.Estandarizacion de indculo.
Se extrajo con una micropipeta una alicuota, que se deposito en una celda de
vidrio la cual fue medida en el espectrofotometro, cotejado con la lectura de a

escala de Mc Farland, 0.6..

5.9.Inoculacion de placas.
Se llevd la cantidad de 0.1ml a la placa con agar mueller hinton con una pipeta
Eppendorf, después se realizd6 movimientos en sentido horario, anti horario,
vertical y horizontal con el asa de digralsky de manera que el inoculo quede

esparcido uniformemente.

5.10. Realizacién del antibiograma.
Con una micropipeta se coloc6 10 ul en cada disco de papel filtro con las
soluciones anteriormente elaboradas (quitosano 2.5%, 3.0%, 3.5% y Ca(OH) al
0.2%). Las placas Petri fueron divididas en 4 partes, en cada una de estas hubo un
disco con agente diferente.
Cuando se tuvieron listas las placas, se llevaron a la estufa para su incubacién por
24 horas, se colocaron invertidas para asegurar su reproduccion y crecimientos de

cepas.
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5.11. Recoleccion de datos.
Luego de la incubacién se realizé la medicion de los halos de inhibicion con una
regla milimetrada, esta medicion se realizé del lado donde se observaba el agar.
Luego se recolecto los datos para su andlisis estadistico e interpretacion del

mismo.
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TABLA 1. Eficacia del quitosano al 3.5% sobre Enterococcus faecalis, segun la

medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

—-2019

QUITOSANO 3.5%

Valores (mm)

Media Aritmética

Mediana

Desviacién Estandar

Halo de Inhibicion Minimo

Halo de Inhibicion Maximo

12.43 mm

12.00 mm

3.58

9 mm

20 mm

Total de muestras

14

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION

En la tabla N°01 observamos que el promedio del halo de inhibicion del quitosano

al 3.5% fue de 12.43 mm y la mediana de 12.00 mm, ya que el valor de la mediana

es cercano a la media aritmetica, se puede decir que no se encontrd valores extremos.

Se observa que el halo de inhibicién minimo fue de 9 mm y el halo maximo de

inhibicion fue de 20 mm.
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GRAFICO 1. Eficacia del quitosano al 3.5% sobre Enterococcus faecalis segun la
medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

- 2019
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Fuente: Tabla N°01
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TABLA 2. Eficacia del quitosano al 3.0% sobre Enterococcus faecalis, segun la
medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

- 2019
QUITOSANO 3.0% Valores (mm)
Media Aritmética 13.21 mm
Mediana 12.50 mm
Desviacion Estandar 3.96
Halo de Inhibicién Minimo 9 mm
Halo de Inhibicién Maximo 22 mm
Total de muestras 14

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION

En la tabla N°02 podemos observar que el promedio del halo de inhibicién del
quitosano al 3.0% fue de 13.21 mm y la mediana fue de 12.50 mm, siendo el valor
de la mediana cercano a la media aritmética, se puede decir que no se encontrd
valores extremos.

También se observa en la tabla que el halo de inhibicion fue de 9 mm vy el halo de

inhibicion maximo fue de 22 mm.
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GRAFICO 2. Eficacia del quitosano al 3.0% sobre Enterococcus faecalis, segln la
medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

-2019
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Fuente: Tabla N°02
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TABLA 3. Eficacia del quitosano al 2.5% sobre Enterococcus faecalis, segun la

medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

—-2019

QUITOSANO 2.5%

Valores (mm)

Media Aritmética

Mediana

Desviacién Estandar

Halo de Inhibicion Minimo

Halo de Inhibicion Maximo

12.07 mm

11.00 mm

4.66

7 mm

22 mm

Total de muestras

14

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION

En la tabla N°03 se puede observar que el promedio del halo de inhibicion del

quitosano al 2.5% fue de 12.07 mm y la mediana fue de 11.00 mm, siendo la mediana

cercana a la media, se puede decir que no se encontro valores extremos.

También se puede observar gque el halo de inhibicién minimo fue de 7 mm y el halo

de inhibicién maximo fue de 22 mm.
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GRAFICO 3. Eficacia del quitosano al 2.5% sobre Enterococcus faecalis segun la
medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM.

Arequipa — 2019
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Fuente: Tabla N°03
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TABLA 4. Eficacia del hidroxido de calcio sobre Enterococcus faecalis, segun la

medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM. Arequipa

—-2019

HIDROXIDO DE CALCIO

Valores (mm)

Media Aritmética

Mediana

Desviacién Estandar

Halo de Inhibicion Minimo

Halo de Inhibicion Maximo

9.90 mm

10.00 mm

191

7 mm

13 mm

Total de muestras

10

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION

En la tabla N°03 se puede observar que el promedio del halo de inhibicion del

hidroxido de calcio fue de 9.90 mm y la mediana fue 10.00 mm, este valor es muy

cercano a la media, entonces se puede decir que no se encontro valores extremos.

Se observa también que el halo de inhibicion minimo fue de 7 mm y el halo de

inhibicion maximo fue de 13 mm.
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GRAFICO 4. Eficacia del hidroxido de calcio al 0.2% sobre Enterococcus faecalis,
segun la medida del halo inhibitorio en milimetros. a las 24 horas de lectura, UCSM.

Arequipa — 2019
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Fuente: Tabla N°04
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TABLA 5. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.5% y al 3.0% segun la
medida del halo inhibitorio, sobre Enterococcus faecalis, a las 24 horas de lectura,
UCSM, segun muestras observadas. Arequipa — 2019

Grupo de Estudio

Halo de Inhibicion Tratamiento de

quitosano 3.0%

Tratamiento de
quitosano 3.5%

Media Aritmética 12.43 mm 13.21 mm
Desviacion 358 306

Estandar '

Halo de Inhibicion 9 mm 9 mm
Minimo

Halo de Inhibicion 20 mm 22 mm
Maximo

Total de muestras 14 14

Fuente: Matriz de datos P=10.587 (P >0.05) N.S.

INTERPRETACION

Como se puede observar en la tabla N°05 el promedio del halo de inhibicion del
quitosano al 3.5% sobre el Enterococcus Faecalis fue de 12.43 mm, que se encuentra
entre 9 y 20 mm, mientras que el quitosano al 3.0% fue de un promedio de 13.21
mm, que oscil6 entre 9 y 22 mm. Segun la prueba estadistica las diferencias no son
significativas, por lo tanto, se puede decir que estadisticamente su efectividad es

igual.
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GRAFICO 5. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.0% y al 3.5% segun la
medida del halo inhibitorio sobre Enterococcus faecalis, a las 24 horas de lectura,
UCSM, segun muestras observadas. Arequipa — 2019
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Fuente: Tabla N°05
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TABLA 6. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.0% y al 2.5% segun la
medida del halo inhibitorio sobre Enterococcus faecalis, a las 24 horas de lectura,
UCSM, segun muestras observadas. Arequipa — 2019

Grupo de Estudio

Halo de Inhibicion Tratamiento de Tratamiento de

quitosano 3.0% quitosano 2.5%

Media Aritmética 13.21 mm 12.07 mm
Desviacion 3.06 4.66

Estandar '

Halo de Inhibicion 9 mm 7 mm
Minimo

Halo de Inhibicion 92 mm 22 mm
Maximo

Total de muestras 14 14

Fuente: Matriz de datos P=0.491 (P >0.05) N.S.

INTERPRETACION

Como se puede observar en la tabla N°06 el quitosano al 3.0% formo un halo de
inhibicion sobre el Enterococcus Faecalis de una media aritmética de 13.21 mm, que
se encuentra entre 9 y 22 mm, mientras que el quitosano al 2.5% fue de un promedio
de 12.07, que oscilé entre 7 y 22 mm. Segun la prueba estadistica las diferencias no

son significativas, por lo tanto, se puede decir que estadisticamente su efectividad es

igual.
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GRAFICO 6. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.0% y al 2.5% segun la
medida del halo inhibitorio sobre Enterococcus faecalis, a las 24 horas de letura,
UCSM, segun muestras observadas. Arequipa — 2019
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QUITOSANO 3.0% 13.21
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Fuente: Tabla N°06
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TABLA 7. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.0% y el hidréxido de calcio
al 0.2% segun la medida del halo inhibitorio sobre Enterococcus faecalis, a las 24
horas de lectura, UCSM, segln muestras observadas. Arequipa — 2019

Grupo de Estudio

Ha-lk-) de Tratamiento de
Inhibicion Tratamiento de hidréxido de Calcio
quitosano 3.0% 0.2%
Media Aritmética 13.21 mm 9.90 mm
Desviacion 3.06 191
Estandar '
Halo de
Inhibicion 9 mm 7 mm
Minimo
Halo de
Inhibicion 22 mm 13 mm
Maximo
Total de muestras 14 10
Fuente: Matriz de datos P =0.021 (P <0.05)S.S.

INTERPRETACION

Como se observa en la tabla el quitosano al 3.0% tiene un promedio de halo de
inhibicion sobre el Enterococcus Faecalis de 13.21 mm, que se encuentra entre 9y
22 mm, mientras que el hidroxido tuvo un promedio de 9.90 mm, que oscil6 entre 7
y 13 mm. Segun la prueba estadistica las diferencias si son significativas, por lo
tanto, se puede decir que estadisticamente la efectividad del quitosano al 3.0% es

mejor que el hidroxido de calcio.
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GRAFICO 7. Comparacion de la eficacia del quitosano al 3.0% y el hidroxido de
calcio al 0.2% segun la medida del halo inhibitorio, sobre Enterococcus faecalis, a las
24 horas de lectura, UCSM, segn muestras observadas. Arequipa — 2019
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Fuente: Tabla N°07
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1. DISCUSION.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el quitosano actud eficazmente como
bactericida, sin tener diferencias significativas entre los porcentajes estudiados 3.5%,
3.0% y 2.5%, disuelto en acido acético al 2%, sin embargo, el quitosano con
porcentaje al 3.0% fue el que obtuvo un halo de inhibicion de mayor diametro,
seguido por el quitosano al 2.5% por ultimo, quitosano al 3.5%.

Sin embargo, comparando el quitosano al 3.0% con la solucién de hidréxido de
calcion al 0.2%, se encontrd diferencias significativas, pudiéndose inferir que el
quitosano al 3.0% tiene una mayor eficacia que la solucién de hidréxido de calcio al
0.2% y es mejor eleccidn.

Esto resultados guardan cierta relacion con los que obtuvieron los Autores:
Alexander Pérez Codero, Johanna Rojas Sierra, Johana Rodriguez Ruiz, Irma Arrieta
Alvarez, Yenis Arrita Alvarez, Andrés Rodriguez Carrascal “Actividad
antibacteriana de soluciones acidas de quitosano obtenido de exoesqueleto de
camardn.” (2014) donde también se demostré que el quitosano al 3.5% y al 2.5%
eran los que tuvieron mejor actividad antibacteriana, esta se determind mediante el
método de difusion en disco sobre agar, realizaron la siembra de bacterias purificadas
en el medio solido segun la técnica de Kirb — Bauer, los discos estériles se
sumergieron por 24 horas en los diferentes tratamientos, luego se depositaron sobre
la superficie del agar. Las placas fueron incubadas por 24 horas a 37°C.

Los ensayos fueron por triplicado y la evaluacion fue medir los diametros de la zona
de inhibicion en mm. Se usaron 9 soluciones diferentes, &cido acético 1% mas
quitosano 1%, acido acético 1.5% mas concentraciones de quitosano 1.5%, 2.0%,
2.5% y 3.0% Yy finalmente solucién de acido acético al 2.0% mas quitosano 3.5%,
2.5% 3.0% y 3.5%. El trabajo realizado por el autor tiene cierta relacion ya que el
trabajo mencionado anteriormente también se obtuvo resultados favorables para el
quitosano en porcentajes 3.0% y 2.5% pero discrepando en los halos de inhibicién
medidos en milimetros ya que ellos obtuvieron halos de inhibicion mucho menores
a los que se obtuvo en la presente investigaciones, esto se puede deber a que el
quitosano que ellos utilizaron para su investigacion fue realizar por ellos mismos,
con camarones de Colombia; en cambio en el proyecto realizado se utilizd polvo de
quitosano pero adquirido de laboratorios quimicos peruanos y también puede deber

a errores humanos al momento de realizar la técnica o insumos inadecuados como el
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papel de filtro sin la porosidad adecuada, recomendando para posteriores
investigaciones el uso de un papel indicado para el medicamento.

También tiene cierta coincidencia con el estudio de Encarnacion Julian Belmonte,
“Uso de la terapia fotodinamica y el chitosan en endodoncia.” (2017) donde se
evalud la eficacia antibacteriana de la terapia fotodindmica (TFD) y el chitosan
(quitosano) sobre una sepa de Enterococcu Faecalis. Se realizo en piezas dentales
extraidas y experimentalmente infectadas en el interior de sus conductos radiculares,
102 piezas se separaron en 4 grupos de 17 muestras aplicando hipoclorito sodico al
2.5%, TFD (terapia fotodindmica), chitosan y TDF mas chitosan. Luego se
deshidrataron con etanol a diferentes concentraciones y cortados longitudinalmente
para ser observados con un microscopio electrénico de barrido (MEB), después se
analiz6 sus imagenes mediante el sistema MIP4 para determinar su porcentaje de
contaminacion. Los resultados del estudio fue que no hubo un beneficio
significativo, aunque la combinacion de TFD mas chitosan redujo mas la
contaminacién bacteriana que los demas, demostrando su mejor eficacia que el uso
separado del quitosano o de la terapia fotodinamica, hasta del irrigador hipoclorito
sodico al 2.5%. sim embargo, a pesar de ser un tratamiento eficaz no tiene un
beneficio mayor comparado con los otros desinfectantes. Este trabajo presenta cierta
concordancia ya que si se demostro que el quitosano tenia propiedad antibacteriana,
pero se utilizaron otras técnicas para evaluarlas, ademas, el trabajo con el que se
compard este utilizaba el quitosano como un potenciador, no como un tratamiento;
resaltando finalmente que el quitosano que se utilizo en este trabajo con el que se
compard fue obtenido de laboratorios quimicos espafioles donde la se utilizaba

4mg/ml junto a acido acético al 1%.

A demaés el estudio realizado recientemente muestra cierta discrepancia con el
estudio de la autora Gretter Luaces Acosta “actividad antimicrobiana in vitro del
chitosan/propoleo en gel sobre el enterococcus faecalis” (2017) donde se quiso
comparar la eficacia bactericida del chitosan/propoleo con la del hidréxido de calcio
en presentacion de Calcifar — P, la clorhexidina al 2% en gel, extracto de propoleo al
30% vy el simple gel de chitosan, la comparacion se hizo mediante el método Kirby
— Bauer, el namero de muestra fueron 14 replicaciones y se obtuvo como mejor

resultado al chitosan mas propoleo con 22.36 mm de diametro, seguido por el gel de
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chitosan con 17.71 mm, luego la clorhexidina con 15.86 mm, hidroxido con 13.93
mm y finalmente el extracto de propoleo con 11.36 mm.

Este trabajo solo discrepa en que el diametro de halo que se obtuvo en este estudio,
este fue mayor al halo obtenido en el reciente estudio realizado, pero concuerda con
que el quitosano tiene mayor eficacia que el hidroxido de calcio y un halo de mayor
didmetro de inhibicion. Ademas, cabe resaltar que no obtuvieron el halo deseado que
ellos plantearon, esta discrepancia de los halos obtenidos en el trabajo de
comparacion se puede deber a que ellos utilizaron un gel de quitosano, elaborado
con 4ml de &cido acético al 1% pero no se menciona la cantidad de polvo de

quitosano utilizado.

El Gltimo trabajo con el contrasto mi trabajo es el de Shaymaa Elsayed Elsakaa , Amr
Mohamed Elnaghyb titulado “Actividad antibacteriana de hidroxido de calcio
combinado con soluciones de quitosano dando resultados del vinculo de fuerza del
sellador real seal en dentina radicular”, donde ellos utilizaron le quitosano como un
potenciador para el hidroxido de calcio en piezas dentales humanas extraidas por
motivos periodontales que luego fueron infectadas por E. faecalis. Ellos evaluaron
después de 21 dias los 4 grupos estudiados que fueron quitosano mas hidroxido de
calcio 25%, al 50% vy al 100%, hidréxido de calcio a solucion fisiologica, y solo
solucion fisiologica que fue el grupo control; sus resultados fueron que la actividad
antibacteria mas eficaz fue hidroxido de calcio mas quitosano al 100%. Se evaluaron
mediante su recoleccion de dentina, luego la diluyeron en caldo de soya treptona
estéril y la incubaron durante 24 horas, después realizaron diluciones con suero
fisiologico desde 1/1 a 1/32 (5 veces se diluyo) después 50 ul y se en agar de treptona
de soyas y se incubaron durante 24 horas, después se realizd en conteo de las
unidades formadoras de colonias totales y se convirtio los valores a logaritmos base
10,

Comparo mi trabajo con este como antecedente ya que en mi trabajo obtuve
resultados muy malos para le hidroxido de calcio, pero este trabajo plantea que el
hidroxido de calcio puede ser potenciado con el quitosano y ser un posible buen
irritante para los tratamientos de endodoncia ya que retira completamente el barro

dentinario.
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2. CONCLUSIONES.

PRIMERA: Se demostr6 que el quitosano si tiene actividad antibacteriana sobre el
Enterococcus Faecalis, y que no hay diferencias estadistica mente significativas. La
solucion quitosano al 2.5% tuvo un didmetro de 12.07 mm, al 3.0% tuvo un didmetro
de 13.21 mm y el quitosano al 3.5% un didmetro de 12.43mm.

SEGUNDA: Se determind que la solucion de hidréxido de calcio al porcentaje de
0.2%, tiene una propiedad antibacteriana intermedias, presentando un halo de
inhibicién de 9.90 mm.

TERCERA: Se demostr6 que el quitosano al 3.0% comparando con la solucion de

hidréxido de calcio al 0.2%, tuvo una eficacia mayor sobre Enterococcus faecalis.

3. RECOMENDACIONES.

PRIMERO:
Se sugiere seguir realizando estudios sobre el quitosano y sus propiedades, pero
obteniendo su propio quitosano, con otro grado de desacetilacién y de origen de

exoesqueletos de camarones de rio de la ciudad de Arequipa.

SEGUNDO:
Se recomienda seguir con mas estudio de investigacion sobre la propiedad
bactericida del quitosano sobre otras especies bacterianas, porque existen estudios

anteriores que reportan su poder bactericida y bacteriostatico.

TERCERO:

Se recomienda el uso de quitosano para el area de medicina por sus variadas
propiedades, ademas en el area de odontologia en especial por su efecto bactericida
y bacteriostatico sobre el Enterococcus Faecalis, una de las bacterias que se
encuentra de forma accidental en la cavidad oral, aunque actualmente estudios
demostraron que se encuentra como microbiota normal sin presentar sintomas,

ademas se puede encontrar presente en tratamientos endodonticos ya terminados y
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ocasionando posteriormente fracasos, entonces usando el quitosano como inhibidor

de esta bacteria, se reduciria fracasos, en este caso endodonticos.
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ANEXO N° 01
MODELO DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION MICROBIOLOGICA

FICHA N°: .....

N° DE PLACA:.............
MICROORGANISMO: Enterococcus faecalis

SOLUCION

DIAMETRO
DE HALO
(mm)

INTERPRETACION

Sensible

Media

Resistente

Quitosano
3.5%

Quitosano
3.0%

Quitosano
2.5%

Hidroxido de
calcio

Susceptible

Intermedio

Resistente

>11 mm

7—-10 mm

Hasta 6 mm
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ANEXO N° 02
PERMISO DEL USO DE LABORATORIO

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE ‘ ( UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Universidad Catolica \
de Santa Maria :

i
77AN

AREQUIPA-PERU

® (51 54) 382038 @ http://www.ucsm.edu.pe ﬁiacebook.oom/ucsm.edu.pe/
|

ORDEN DE USO DE LABORATORIO
UCSM-COORD.LAB N° : 041-COOR. LAB. - 2019
EXPEDIENTE : 2019000034693

MORALES JIMENEZ DEYNA YSELA

Arequipa, 2019 setiembre 16

Pase a los Asistentes de Laboratorio:

G ?aUL@ %nw:’cguﬂ}.

Seautoriza el uso.del Laboratorio; .. ... ocisemmssik s s cacaniess soti smbni-maes s omnts s nainy
A la seforita indicada, a fin de que desarrolle su proyecto de investigacion titulado
“EFICACIA DEL QUITOSANO EN COMPARACION AL HIDROXIDO DE CALCIO
SOBRE ENTEROCOCUS FAECALIS, AREQUIPA 2019” previa coordinacién de
horario.

Desde ICIOCf ..... 2 Olfi ............. Hasta..:. .2 |Ql0201q ......

Atentamente,

JMZS/CLYG
Rtr
P' G lﬁld\{s \/Q\U\IU)t.\ C
mmﬁsmm%'g% Enmm
CO0! 3

Y GABINETES
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MAR{A
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ANEXO N° 03
SECUENCIA FOTOGRAFICA
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Figure 2.La foto presente es sobre la solucion
de actico al 2.0%, la cual fue la primera
realizada. Esta solucién fue elaborada por
triplicado, para posteriormente disolver el
quitosano en esta.

Figure 1. Acido acético
guimicamente puro.
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Figure 3. Quitosano en polvo
agregandose a la solucion de acido
acético al 2.0%.

Figure 4. Como se puede observar cada
solucion tuvo que calentarse para que el
quitosano pudiera disolverse.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

Figure 5. Soluciones de quitosano en los porcentajes que se utilizo,
al 3.5%, 3.0%y 2.5%.

Figure 6. Solucion de Hidroxido de Calcio,
preparada segun las indicaciones del
fabricante.
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REPOSITORIO DE

PREPARACION DEL INOCULO

Figure 7. Activacion de la sepa de Enterococcus
faecalis, para la preparacion del inoculo.

Figure 8. Comparacion con
escala de MacFarland.
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Figure 9. Inoculo preparado.
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REPOSITORIO DE

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD BACTERIANA POR MEDIO DE LOS
HALOS DE INHIBICION

\\ ;
Figure 10. (A) Obtencién de una alicuota. (B) Inoculacion de placa
mediante la técnica Kirby — Bauer.

DIVISION DE LAS PLACAS PETRI

Figure 11. Division de placas en 4 grupos, 3 grupos de quitosano en
diferentes porcentajes 3.5%, 3.0% y 2.5%; y un grupo de solucion de
hidréxido de calcio al 0.2%.
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Figure 12. Medicion del halo inhibitorio del
quitosano en porcentajes de 3.5%, 3.0% vy
2.5% sobre Enterococcus faecalis, después de
24 horas.

Figure 13. halo de inhibicién de la
solucion de quitosano en porcentajes
2.5%, 3.0%, 3.5% Yy solucion de hidroxido
de calcio al 0.2%.
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