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RESUMEN

Objetivo: Comparar la eficacia antibacteriana de la asociacion de nanoparticulas de
chitosan/Hidroxido de Calcio y la asociacion del Propoleo/Hidroxido de calcio frente al
Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro. Método: Se realizaron pruebas
piloto para determinar el tamafio de la muestra. Se liofilizo la cepa en Agar Sangre y se sembrd
en placas Petri con agar Muller Hinton para evaluar la actividad antibacteriana a traves del
método Kirby Bauer — modificado. Las sustancias experimentales se dividieron en 5 grupos y
colocadas en las placas. Los halos inhibitorios se midieron después de 24, 48 y 72 hrs de
incubacion a 37°C. Resultados: El didmetro de los halos inhibitorios de nanoparticulas de
chitosan asociado al hidroxido de calcio fueron: 22 mm a las 24hrs, 27 mm a las 48hrs y 27
mm a las 72hrs; respecto a la escala de Duraffourd el efecto antibacteriano fue sumamente
sensible (+++); Pasta de Propdleo con hidroxido de calcio: 14 mm a las 24hrs, 16 mm a las 48
y 72hrs; mostrando un efecto antibacteriano sensible (+) en las 24hrs y muy sensible (++) a las
48y 72hrs segun la escala de Duraffourd, el hidroxido de calcio y el control positivo mostraron
resultados sumamente sensible (+++) en todos los rangos de tiempo. Conclusiones: La
asociacion de las nanoparticulas de chitosan con el hidroxido de calcio presentaron muy buena
eficacia antibacteriana frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212, sugiriendo ser el inicio de

otros estudios, particularmente en casos de infecciones persistentes.
Palabras clave: efectividad antibacteriana, nanoparticulas de chitosan, propdleo 30%,

hidroxido de Calcio, Enterococcus faecalis
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ABSTRACT

Objective: Compare the antibacterial efficacy of the association of chitosan
nanoparticles/Calcium Hydroxide and the association of Propolis/Calcium Hydroxide against
Enterococcus faecalis ATCC 29212 in an in-vitro study. Method: Pilot tests were carried out
to choose the sample size. The strain was lyophilized on Blood Agar and cultured on Petri
dishes with Muller Hinton agar to evaluate the antibacterial activity through the modified Kirby
Bauer method. The experimental substances were divided into 5 groups and placed on the
plates. Inhibitory halos were measured after 24, 48 and 72 hours of incubation at 37°C. Results:
The diameter of inhibition zone of the chitosan nanoparticles associated with calcium
hydroxide were: 22 mm at 24 hours, 27 mm at 48 hours and 27 mm at 72 hours; regarding the
Duraffourd scale, the antibacterial effect was extremely sensitive (+++); Propolis paste with
calcium hydroxide: 14 mm at 24 hours, 16 mm at 48 and 72 hours, showing a sensitive
antibacterial effect (+) at 24 hours and a very sensitive effect (++) at 48 and 72 hours according
to the Duraffourd scale, calcium hydroxide and the positive control showed extremely sensitive
results (+++) in all time ranges. Conclusions: The association of chitosan nanoparticles with
calcium hydroxide showed very good antibacterial efficacy against Enterococcus faecalis
ATCC 29212, suggesting that it be the beginning of other studies, particularly in cases of

persistent infection.
Keywords: antibacterial effectiveness, chitosan nanoparticles, propolis 30%, calcium

hydroxide, Enterococcus faecalis.



I. INTRODUCCION

La clave del éxito a largo plazo del tratamiento endodontico esta directamente
relacionada a la reduccion y eliminacion de microorganismos dentro del canal interior de las
piezas dentales donde se encuentra ubicado la pulpa dental; un conjunto de vasos sanguineos
y nervios que atribuye vitalidad al diente. Estudios reportan que hay entre un 40% y un 60%
de bacterias resistentes en los conductos aun incluso después de la irrigacion con hipoclorito
de sodio. (Teja et al., 2023)

Para ello, se desarrollaron multiples métodos clinicos de desinfeccion del conducto
radicular y control de biopeliculas durante los procedimientos de endodoncia, de manera
similar se introdujeron medicamentos intraconducto para su uso entre citas, sin embargo, la
efectividad en la erradicacién de las bacterias y su existencia en los tubulos dentinarios
sumadas las ramificaciones del canal lateral en los dientes los hace limitada adn. (Shamma et
al., 2022)

Enterococcus faecalis es la especie bacteriana mas comun detectado en el fracaso del
tratamiento endodontico, considerada la cepa mas resistente de las infecciones dentales del
sistema de conductos radiculares que debe ser eliminada en los procedimientos endodénticos
(Harshitha et al.,2022)

Se han realizado diversos cambios en los procedimientos para el tratamiento
endoddntico con la finalidad de superar los problemas mencionados anteriormente. Sin
embargo, el éxito del tratamiento de endodoncia sigue dependiendo principalmente de la
instrumentacién y la desinfeccion del conducto radicular (Parolia et al., 2020).

El uso de medicamentos intracanal muchas veces no es completamente eficaz para los
tipos de microorganismos bacterianos que habitan en el interior de los conductos radiculares,
afiadir a lo mencionado que multiples investigaciones se centraron en informar sobre la

combinacion de medicamentos antibacterianos con el prop6sito de minimizar la formacién de



cepas bacterianas resistentes y promover un efecto sinergico con mayor eficacia antibacteriana.
(Shamma et al., 2022)

Es por ello que ante la bdsqueda de un medicamento intraconducto ideal nace este
estudio, que busca comparar la eficacia antimicrobiana de las nanoparticulas de chitosan
asociado al Ca(OH)2 frente al Enterococcus faecalis.

1.1  Descripciony formulacion del problema

Entre las patologias mas severas del complejo pulpar encontramos la necrosis pulpar
con reaccion periapical producida por la proliferacion de bacterias, originando asi procesos
inflamatorios e infecciosos a nivel de los tejidos periapicales; cuyo agente etioldgico mas
prevalente es el Enterococcus faecalis.

El éxito del tratamiento endoddntico se supedita completamente a la limpieza y
desinfeccion en el sistema de conductos radiculares; la instrumentacion mecéanica, como el uso
de irrigantes reducen drasticamente la carga bacteriana, sin embargo no siempre se lograr una
completa desinfeccion de los microorganismos en el conducto radicular, todo esto a causa de
la complejidad del sistema anatémico del conducto radicular (particularmente en los primeros
molares mandibulares) y la organizacidén de biopeliculas bacterianas en areas inaccesibles
(Bystrom et al., 1985). Por lo ende, las bacterias restantes podrian multiplicarse respecto al
tiempo y adquirir niveles similares al tratamiento inicial (Sjorgen, 1997) como consecuencia
un fracaso en la terapia endodontica.

El papel del Enterococcus faecalis fue y sigue siendo un gran problema en la terapia
endoddntica en el conducto radicular ya que juega un rol fundamental en la etiologia de las
lesiones periapicales por ser la especie mas persistente. (Shamma et al., 2022)

En la practica odontoldgica el hidréxido de calcio es cominmente empleado como
medicamento intracanal ya que presenta propiedades de interés en la terapéutica. Sin embargo,

la accién buffer proporcionada por la dentina neutraliza la accion del CA(OH)2 como



consecuencia diversas especies bacterianas pertenecientes al género Enterococcus, pueden
permanecer vivas debido a la resistencia a los alcalis a pH=9 y/o pH= 10 que estas poseen
(Nakajo, 2004).

En la actualidad la medicina complementaria y alternativa viene investigando nuevas
alternativas de tratamientos antimicrobianos, debido al constante aumento de la resistencia
bacteriana sobre los antibidticos convencionales y las posibles reacciones adversas que estos
pueden producir en ciertos pacientes (Jaiswal et al., 2017; Parolia et al., 2020).

Por consiguiente, se estan empleando extractos naturales como el chitosan; biopolimero
natural cationico no toxico; y el propdleo, un producto resinoso derivado de las abejas,
conocido por sus propiedades antibacterianas, antifingicas y curativas, ambos productos
naturales estan demostrado tener una gran efectividad antimicrobiana en otras areas de la
medicina.

Por tanto, este estudio comparara la eficacia antibacteriana del chitosan, propéleo y el
hidroxido de calcio con el fin de investigar e introducir el uso de medicamentos intracanales
de origen natural; tomando en consideracion la existencia de productos quimicos usualmente
usadas en la préactica odontoldgica.

¢Cual serd la eficacia antimicrobiana de chitosan nanoparticulas asociado al Ca(OH)2
en comparacion al propoleo asociado al Ca(OH) frente al Enterococcus faecalis en un cultivo
in vitro?

1.2 Antecedentes

Acosta (2017) en Ecuador evalu6 la eficacia antibacteriana del gel de
chitosan/propdleo, hidréxido de calcio (Calcifar-P), extracto de propoleo al 30%, gel de
clorhexidina al 2% y el chitosan gel frente la cepa del Enterococcus faecalis. La cepa utilizada
fue Enterococcus faecalis, una muestra de 14 replicaciones segln el tipo de agente: gel

chitosan/prop6leo, hidroxido de calcio (Calcifar-P), el extracto de propoleo al 30%, la



clorhexidina en gel al 2% vy el gel de chitosan. La medida en milimetros de los halos de
inhibitorios se realizo las de 24 horas de incubacion a 37°C. Se hallo que la medida del halo
inhibitorio del gel de chitosan/propdleo fue de 22,36mm, gel de chitosan 17,71mm,
clorhexidina en gel al 2% 15,86 mm, Calcifar-P de 13,93 mm; mientras tanto el extracto de
propdleo al 30 % obtuvo medida mas baja con un valor de 11,36mm. Se supo que de todos los
valores mencionados ninguno logré superar al control positivo cuya medida fue de 34,86mm.
Se concluy6 que el gel chitosan/propoleo posee mejor eficacia antibacteriana respecto a los
otros medicamentos testeados (Calcifar-P, gel de clorhexidina al 2%, extracto de propoleo al
30% y chitosan en gel).

Del Carpio et al. (2017) en Toronto — Canad4, evaluo la eficacia de las nanoparticulas
de Chitosan (CNP) y el extracto de propdleo etandlico (EPE) incorporado en una pasta de
Ca(OH)2 con el propdsito de eliminar las biopeliculas bacterianas. Se infect6 con Enterococcus
faecalis conductos radiculares de 40 dientes de humanos durante 21 dias y también
intraoralmente durante 48 horas, seguido de incubacion en infusién cerebro- corazon durante
48 horas para estandarizar el crecimiento de biopeliculas. Las pastas de Ca(OH)2 asociadas o
no con CNP o EPE se analizaron en biopeliculas durante 7 y 14 dias. Todas las pastas
experimentales pudieron reducir significativamente las unidades formadoras de colonias
(UFC) de Enterococcus faecalis después de 7 o 14 dias. Sin embargo, la reduccion de UFC
mejoro significativamente cuando se incorporaron CNP en la pasta de Ca (OH)2. Durante 7'y
14 dias el recuento de células viables disminuy6 significativamente en los grupos Ca (OH) 2/
CNP, mientras que los grupos Ca(OH)2/EPE solamente mostraros su efectividad para eliminar
las bacterias durante los 7 primeros dias de tratamiento por tanto la incorporacién de CNP en
una pasta a base de Ca(OH)2 tiene el potencial de aumentar su actividad antibacteriana e inhibir
la recolonizacion bacteriana en el tejido dentinario del conducto radicular después de la terapia

endoddntica.



Yadav et al. (2017) en Nueva Delhi- India, realizd una evaluacion el efecto citotoxico
y la eficacia antibacteriana del Chitosan como irrigante del conducto radicular contra la
biopelicula de Enterococcus faecalis y Candida albicans. Se evaluo el efecto antibacteriano de
0,25% y 0.5 % de Chitosan, 2% de clorhexidina y 3% de hipoclorito de sodio sobre las cepas
Enterococcus faecalis y Candida Albicans. Se utilizaron métodos de difusion de agar, las
muestras de dientes se seccionaron para obtener una longitud de diente estandarizada; para
luego ser inoculadas con suspension de Enterococcus faecalis y Candida albicans durante 4
semanas. El ensayo cualitativo de biopeliculas de 3 semanas mostr6 una inhibicion completa
del crecimiento bacteriano del hipoclorito de sodio al 3%, 2%CHX. y chitosan. Se observo un
decrecimiento significativo de las UFC/ml para los grupos de chitosan y la actividad
antibacteriana de los grupos de Chitosan fue a la par con NaOCI al 3% y clorhexidina al 2%.
Se observé que el chitosan no mostro citotoxicidad a 3 mg / ml y citotoxicidad al 10% a 6 mg
/ ml. Se concluyo que el uso de chitosan como irrigante podria ser una alternativa considerando
las diversas propiedades indeseables de NaOCI y clorhexidina.

Jaiswal et al. (2017) en Moradabad - Uttar Pradesh, el estudio tuvo como objetivo
explorar nuevos irrigantes que probablemente sean més efectivos y menos irritantes para los
tejidos que el NaOCI. Para ello se usé 90 premolares mandibulares humanos extraidos y
preparados biomecanicamente, y expuestos a Enterococcus faecalis para formar una
biopelicula. Los grupos se irrigaron con las soluciones de prueba. Las muestras se inocularon
en placas con TSA (Tryptone soya agar) para ser incubados por 24hrs. Las placas se sometieron
luego a un contador de colonias digital donde no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, mientras que todas las demas diferencias intergrupales fueron estadisticamente
significativas. Se concluyé que el Chitosan + Chlorhexidine, Chlorhexidine y Propolis son tan
eficaces como el hipoclorito de sodio. Sin embargo, las alternativas naturales como irrigantes

podria resultar ventajoso si se consideran varias propiedades desfavorables del NaOCI.



Morales (2019) en PerG comparo la eficacia antibacteriana del Chitosan y Ca(OH)2
sobre Enterococcus faecalis. Elabord soluciones de chitosan en diferentes concentraciones con
acido acético al 2.0% (2.5%, 3.0% y 3.5% chitosan) y solucion de Ca (OH)2 al 0.2% con agua
destilada. Se concluyé que el chitosan al 3.0% tuvo mejor eficacia antibacteriana en
comparacion al hidroxido de calcio al 0.2% frente a Enterococcus faecalis.

Parolia et al. (2020) en Kuala Lumpur- Malaysia determiné el efecto antimicrobiano de
la nanoparticula de chitosan en asociacion al propdleo (CPN) como medicamento intracanal
sobre la biopelicula de Enterococcus faecalis en el conducto radicular. Para esto se utilizaron
240 dientes humanos extraidos, los ejemplares fueron inoculados con Enterococcus faecalis
por 21 dias. Se dividieron las muestras aleatoriamente en 8 grupos (n = 30) conforme al
medicamento intracanal empleado: grupo I: solucién salina, grupo Il: Chitosan, grupo IlI:
propdleo 100 pg/ml (P100), grupo IV: propoleo 250 pg /ml (P250), grupo V: nanoparticula de
chitosan-propdleo 100 pg/ml (CPN100), grupo VI: nanoparticula de chitosan-propdleo 250
pg/ml (CPN250), grupo VII: hidroxido de calcio (CH) y grupo VIII: Gel de clorhexidina
(CHX) al 2%. Al final del dia 1, 3y 7 a la profundidad de 200 y 400 um se recolecto restos de
dentina para hallar el nimero de UFC. Se demostré que chitosan, P100, P250, CPN100,
CPN250, CHy 2% CHX redujeron significativamente las UFC en comparacion con la solucion
salina. El dia uno y tres, a 200 y 400 pm, CPN250 mostrd una reduccion significativa de UFC
frente a los demas grupos, mientras que CPN100 fue significativamente mejor que otros
grupos, excepto CPN250y 2% CHX. El séptimo dia, CPN250 de 200 um mostr6 una reduccion
significativa de las UFC en contraste con los otros grupos, excepto CPN100 y CHX. Las
imagenes SEM mostraron que la dentina del conducto radicular tratada con CPN250 tenia
menos cobertura con la bacteria Enterococcus faecalis. De manera similar, las imagenes CLSM

también mostraron un mayor porcentaje de bacterias Enterococcus faecalis muertas con



CPN250 que con CPN100. Se concluyé que CPN250 fue el mas eficaz para reducir las colonias
de Enterococcus faecalis en el dia uno, el dia tres y el dia 7 en ambas profundidades.

Harshitha et al. (2022) En Bengaluru — India evaluaron y compararon la eficacia
antibacteriana de la nisina, Ca(OH)2 y la pasta antibiotica triple (TAP) mezcladas con agua
destilada y chitosan como medicamento intracanal en Enterococcus faecalis. Se prepararon y
esterilizaron en autoclave 120 premolares unirradiculares, los ejemplares se colocaron en caldo
de infusion cerebro-corazon (BHI) con una suspension de Enterococcus faecalis (ATCC
29212) de 24 horas. El conducto radicular estuvo infectado durante 21 dias; Grupo 01: Nisina
+ agua destilada; Grupo 02: Nisina + 2% chitosan; Grupo 03: Ca (OH)2 + agua destilada;
Grupo 04: Ca (OH)2 + 2% chitosan; Grupo 05: TAP + agua destilada; Grupo 06: TAP + 2%
chitosan y se incubaron durante 1y 7 dias. Los raspados de dentina de 10 muestras en cada
intervalo de tiempo se transfirieron a caldo BHI, se incubaron y luego se diluyeron en serie;
posteriormente se procedio a evaluar el recuento de las UFC. Después del 1 dia, el Grupo 06
mostré menos UFC que otros grupos y las UFC maés altas fueron en el Grupo 03. Después de
7 dias, el Grupo 06 mostré menos UFC que otros grupos. Se concluy6 que el TAP con chitosan
puede ser el medicamento de eleccion para su colocacién durante 1 dia y fue equivalente a la
combinacion de nisina con chitosan después de 7 dias.

S R S et al. (2023) en Pune - India tuvieron como objetivo comparar la eficacia de la
pasta antibidtica doble (DAP) y la pasta antibidtica triple modificada (MTAP) utilizando al
chitosan y al hidroxido de calcio como vehiculo. Para ello tomaron sesenta dientes
unirradiculares para ser preparados biomecanicamente, luego fueron expuestos a la cepa
Enterococcus faecalis durante 21 dias. Los grupos se dividieron en 10 cada uno adicion de
nanoparticulas de chitosan a MTAP, DAP, CH y adicién de solucion salina a MTAP, DAP,
CH; cada medicamento con solucidn salina o chitosan como vehiculo. Subgrupos: D1: DAP +

solucion salina (n = 10); D2: DAP + chitosan (n = 10); M1: MTAP + solucion salina (n = 10);



M2: MTAP + chitosan (n = 10); C1: CH + solucién salina (n = 10); C2: CH + chitosan (n =
10) La carga microbiana se midié al final de dos y siete dias donde en el dia 2: MTAP y DAP
tuvieron recuentos de UFC mas bajos que CH (tanto con chitosan como con solucién salina);
DAP y solucidn salina fueron significativamente mejores que DAP + chitosan y en el dia 7:
CH + chitosan tuvo recuentos de UFC significativamente mas altos que otros grupos. Se
concluyo que los grupos DAP y MTAP con chitosan mostraron una significativa reduccion en
la carga microbiana en contraste con el hidroxido de calcio con chitosan.

Teja et al. (2023) compararon la eficacia antibacteriana sinérgica de diferentes
combinaciones de Hidroxido de calcio como medicamento intracanal contra Enterococcus
faecalis. El estudio incluyé 400 dientes premolares mandibulares permanentes humanos
extraidos. Estos fueron inoculados con la bacteria durante 21 dias. Después de eso, las muestras
fueron distribuidas en cinco grupos (n = 80) seglin los materiales utilizados para la desinfeccion
de las muestras: Grupo I, Ca(OH)2 solo; Grupo Il, Ca(OH)2 + 2% clorhexidina gel; Grupo I,
Ca(OH)2 + chitosan gel al 2%; Grupo 1V, Ca(OH)2 +0,02% nanoparticulas de plata en gel,
Grupo V, Ca(OH)2 + Vidrio bioactivo S53P4. Por consiguiente, el efecto sinérgico del
hidroxido de calcio con el vidrio bioactivo mostré una mejor reduccién bacteriana frente a
todos los grupos, asimismo la asociacion del hidréxido de calcio con gel de chitosan mostro
una mejor reduccion bacteriana con respecto al uso del hidréxido de calcio solo.

1.3  Objetivos
1.3.1 Obijetivo General

e Comparar la eficacia antibacteriana de la asociacidn de nanoparticulas de chitosan

con Hidréxido de Calcio y la asociacion de propéleo con Hidroxido de Calcio frente al

Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro.



1.3.2 Obijetivos Especificos

1. Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del chitosan nanoparticulas en
combinacion con el Hidroxido de Calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24
horas, 48 'y 72 horas

2. Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto de propdleo con el
Hidrdxido de Calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24, 48 y 72 horas.

3. Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del Hidroxido de Calcio frente al
Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24, 48 y 72 horas.
1.4 Justificacion

En la gran mayoria de los casos que requiera un tratamiento de conductos, el objetivo
primordial es prevenir y tratar o, precisamente, prevenir y eliminar una infeccion bacteriana en
el sistema de conductos radiculares, donde el éxito final generalmente depende del control
satisfactorio de la infeccion. Existe una opinion ampliamente aceptada de que tanto la limpieza
del sistema de conducto radicular como la conformacion son los pasos mas importantes hacia
la esterilidad del conducto. Sin embargo, la compleja anatomia de los dientes y los conductos
radiculares crean un entorno que es un desafio para instrumentar y limpiar. Si bien nuestro
conocimiento sobre las bacterias persistentes, los agentes desinfectantes y el medio quimico
del conducto radicular necrético ha aumentado considerablemente, no hay duda de que se
necesita una investigacion clinica y basica mas innovadora para optimizar el uso de los métodos
y materiales existentes, para encontrar nuevos técnicas y materiales, o combinacion de
materiales, para lograr el objetivo de una desinfeccion completa y predecible del sistema de
conducto radicular.
1.5  Hipdtesis

Debido a que el chitosan tiene comprobada accion antibacteriana tanto en cepas Gram-

positivas como en Gram-negativas, es probable que la asociaciéon de las nanoparticulas de
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chitosan con el Ca(OH)2 presente mayor accion antibacteriana que la asociacion del propoleo

con el Ca(OH)2 frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212,
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Il. MARCO TEORICO
2.1  Bases teoricas sobre el tema de investigacion
2.1.1 Enterococcus faecalis

El Enterococcus faecalis especie mas representativa dentro del género enterococcus
siendo un diplococo grampositivo anaerobio facultativo, inmdvil, no esporulado que forma
parte de la flora oral normal, asi como también del sistema gastrointestinal humano y del tracto
genital femenino (Sabarathinan et al., 2018). Esta bacteria Illama mucho la atencion de
investigadores, porque es la Unica especie mas prevalente y frecuentemente aislada en los
conductos radiculares con infeccién pulpar y esto gracias a su amplia variedad de factores de
virulencia (Jaiswal et al., 2017; Teja et al., 2023).

Entre sus estrategias para lograr la persistencia, caracteristica notable de esta bacteria,
segun Stuart et al. (2006) “No solo se debe a su amplia variedad de factores de virulencia; entre
ellas sustancia de agregacion, feromonas, enzimas liticas, citolisina, y acido lipoteicoico”
(p.94). Ya que esta la consigue de diferentes maneras desafiando asi su supervivencia ante la
accion de los antimicrobianos y el sistema inmune (Harshitha et al., 2022).

Su pequefio tamafio los hace convenientes para poder invadir los tubulos dentinarios;
gracias a la produccion de enzimas convertidoras de angiotensina, gelatinasa y la serin proteasa
y proteinas de union al colageno | producidas por los Enterococcus faecalis, les otorgan a estas
bacterias facultativas su capacidad de adherirse fuertemente a las paredes de los tabulos
dentinarios (Halkai et al., 2014).

Otro mecanismo por el cual estas bacterias de unen a la dentina es debido al suero
proveniente del hueso alveolar y del ligamento periodontal los cual le confieren la unién al
colageno tipo | y con esto a la dentina; todo esto a fin de obtener la energia que necesita hasta

que estas bacterias se dispongan de un suministro nutricional adecuado (Perez et al., 2013).
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El conducto radicular carece de nutrientes sin embargo los Enterococcus faecalis
pueden adquirir la energia que requieren y necesitan a partir del &cido hialurénico, encontrado
en la dentina por accion de degradacion por la hialuronidasa; asi como también usar el suero,
ademas un incorrecto sellado apical permite que el suero fluya hacia el conducto radicular, por
tanto puede utilizarse como fuente nutricional para poder sobrevivir durante prolongados
periodos de tiempo en condiciones nada favorables como la inanicion y pH alto proveniente
del hidréxido de calcio utilizado como medicamento intraconducto (John et al., 2015).

Son capaces de formar un biofilm en la superficie dentinaria bajo diferentes condiciones
ambientales no hostiles haciéndolo mas resistente a la fagocitosis, y antimicrobianos (Stuart et
al., 2006).

El Enterococcus faecalis tiene la capacidad de suprimir la accion linfocitica, lo cual
conlleva a una falla en el tratamiento endoddntico, por tanto, su fracaso terapéutico (Jaiswal et
al., 2017; Pérez et al., 2013). Asi como también de resistir ambientes hostiles, en general,
cuando estas bacterias enfrentan desafios potencialmente letales como altas concentraciones
de sal, sales biliares, acido, calor a temperatura de 60°C, inanicion de glucosa (Hegde, 2009;
John et al., 2015), son capaces de adaptarse al estrés sintetizando unas proteinas de estrés que
les confiere la capacidad de soportar la amenaza, subistir y recuperarse (Evans et al., 2002;
Figdor et al., 2003).

Se sabe que a un pH mayor o igual a 11.5 no sobreviven, ésta es una caracteristica
significativa de Enterococcus faecalis (Evans et al., 2002); sin embargo, pueden sobrevivir a
un pH inferior a 11.5 (Bystrom et al., 1985). Debido a la capacidad buffer o tampdn de su
citoplasma, la posesion de una bomba de protones que reduce el pH interno de la célula, y la
capacidad tampon de la dentina de los tabulos dentinarios en la que la alcalinidad s6lo puede

alcanzar un pH de 10,3 después de revestir el conducto con hidroxido de calcio, hacen que
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logre el equilibrio y con ello su supervivencia frente al hidréxido de calcio (Hegde, 2009; Pérez
etal., 2013).
2.1.2 Medicacion intraconducto

El éxito clinico en la terapéutica endodontica debe implicar la erradicacion completa
de los microorganismos en el sistema de conductos radiculares, hecho que se puede lograr a
través de la limpieza y conformacion eficiente. Sin embargo, el papel de los medicamentos
intraconducto no puede ser ignorado ya que se han considerado un paso esencial para eliminar
las bacterias en los conductos radiculares cuando el tratamiento no se puede completar en una
cita (Kumar et al., 2019).

Debido a la complejidad de la morfologia en el conducto radicular, las limas manuales
y rotativas no pueden limpiar areas como istmos, canales laterales y tabulos dentinarios. En
tales casos, el uso de irrigantes, asi como el empleo de medicamentos intraconducto, van de la
mano siendo de vital importancia en la terapia endodéntica. (Madarati, 2017).

Tradicionalmente y durante mucho tiempo los medicamentos intraconducto aplicados
en tratamiento del conducto radicular son empleados entre sesiones de cita como un
complemento en el control del crecimiento bacteriano, ya que las bacterias supervivientes a
menudo proliferan entre las citas. (Messer y Chen, 1984).

Actualmente, la disponibilidad de medicamentos intraconducto en el mercado es muy
variado teniendo entre los méas destacados al hidroxido de calcio, agentes antisépticos de
derivados fendlicos y aldehidos (Madarati, 2017).

Los medicamentos con fenol y formaldehido se han utilizado durante mucho tiempo
como medicamentos intracanales. Sin embargo, aparte de que el alcanforado y el
paramonoclorofenol son menos efectivos in vivo en comparacion con los resultados obtenidos
in vitro; (Bystrom et al., 1985). Esta bien documentado que los medicamentos que contienen

formaldehido y fenol son potencialmente mutagénicos y cancerigenos (Chong y Ford 1992).
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Por lo tanto, el interés en el uso de compuestos fenolicos en endodoncia esta
disminuyendo bruscamente. Un medicamento intracanal ideal seria aquel que tiene un efecto
antibacteriano de amplio espectro, no sea toxico, no irrite las estructuras vitales, no tenga efecto
sistémico, sea facil de administrar, penetre bien en los tubulos dentinarios y se elimine
facilmente de la raiz espacio del canal (Martin, 1979).

Hidroxido de calcio. Representada por la férmula quimica Ca(OH)2, siendo el
medicamento intracanal mas popular en la terapia endodontica desde su introduccion en 1920
por Herman (Baranwal et al., 2017). La pasta a base de Ca(OH)2 es el medicamento a eleccion
debido a su pH alcalino de alrededor de 12.5 — 12.8 factor clave para lograr una accion
antibacteriana (Andrade, 2020; Del Carpio et al., 2017).

Se han propuesto varios mecanismos de accidn para el efecto antibacteriano del
Ca(OH)2 como la relacionada con los iones hidroxilo que son liberados en un ambiente acuoso
(Mustafa et al., 2018), asi como también la capacidad de destruir los fosfolipidos estructurados
en la membrana citoplasmatica bacteriana, a través de los iones hidroxilo, radicales libres, que
inducen la peroxidacion lipidica (Mohammadi et al., 2012); esto se debe a que estos iones
hidroxilo eliminan los &tomos de hidrégeno de los acidos grasos insaturados, produciéndose
un radical lipidico libre. Este radical lipidico libre reacciona con el oxigeno, generando un
radical peroxido lipidico, que elimina otro 4&tomo de hidrégeno. Por tanto, los perdxidos
producidos actuaran como radicales libres, comenzando una accién en cadena auto-catalitica
para tener como resultado dafio en la membrana y una mayor pérdida de &cidos grasos
insaturados (Siqueira 'y Lopes 1999).

Entre otros de sus mecanismos esta la capacidad de romper los enlaces i6nicos que son
importantes en la configuracion estructural de las proteinas (Mohammadi et al., 2012). El
metabolismo celular juega un rol muy importante en la actividad enzimatica; ya que las

enzimas mantienen una actividad y estabilidad 6ptima basado en rangos estrechos de pH, lo
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que genera cambios en la neutralidad. EI ambiente alcalino proporcionado por el Ca(OH)2,
desencadena en la ruptura de enlaces idnicos, importantes para mantener la estructura terciaria
de las proteinas; debido a lo cual, la enzima conserva su estructura covalente, sin embargo, la
cadena polipeptidica se desenreda aleatoriamente logrando una conformacion espacial variable
e irregular lo que conduce a su desnaturalizacién y dafio irreversible en la membrana
citoplasmatica (Simi Junior et al., 2016).

Ademas, los iones hidroxilo tienen la facultad de dividir hebras en el ADN causando
dafio ya que pierden el material genético viéndose inhibida la replicacién del ADN celular y
otras actividades (Siqueira y Lopes, 1999).

Productos naturales. Dentro de los productos naturales tenemos:

Chitosan. Polimero muy abundante en la naturaleza descubierta por Rouget en 1859
con propiedades similares a la celulosa (fibra vegetal) que se obtiene a través de la
desacetilacion alcalina del Chitin o Quitina (Raafat y Sahl, 2009), componente muy abundante
en la naturaleza que se encuentra en el exoesqueleto de los artrépodos como el cangrejo,
langostas, krill, camarones y los insectos; en los moluscos especificamente es su radula
(conchas de mariscos) como también en la pota y el calamar; también esta presente en
alimentos como granos, levadura, platanos y hongos, en su pared celular (Li et al., 2015)

Este biopolimero natural, ecoldgico, biocompatible y no téxico estd compuesto por
copolimero de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, su amplia gama basado en su peso
molecular oscila entre 50kDa y 200kDa y grado de desatilizacion; principales factores que
afectan el tamafio y la formacion de particulas (Singh et al., 2015; Reshad et al., 2021).

Es poseedor de cargas idnicas positivas, dicha capacidad catidnica le confiere una alta
capacidad de quelacion en condiciones acidas; con una mayor actividad a valores de pH mas

bajos (Li et al., 2015; Jaiswal et al., 2017); asi como también la capacidad de unirse
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qguimicamente con grasas, lipidos, colesterol, iones metalicos, proteinas y macromoléculas
cargadas negativamente (Abdeltwab et al., 2019).

Debido a sus diversos beneficios asi como su abundancia y su bajo costo de obtencion
este polisacarido se ha vuelto econémico y ecolégicamente interesante, llamando la atencion
en diversas areas medicas y de la industria farmacoldgica (agente antibacteriano, antitumoral;
portador de farmacos y acelerador en la cicatrizacion de lesiones), la bio-tecnologia (portador
de enzimas y células), ecosistema (tratamiento de aguas), agronomia (estimulante de
crecimiento ), cosmetologia y alimentos (acelerador para la absorcion del calcio - hierro y
como fuente de fibra); todo ellos gracias a sus excelentes propiedades como su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, adhesion y falta de toxicidad. (Silva et al., 2013;
Akncbay et al., 2007).

En odontologia ha sido ampliamente utilizado como bioadhesivo; potenciador de la
viscosidad; para liberacion prolongada de drogas en la cavidad bucal; permeabilizador;
antimicrobiano antiadhesivo; anticariogénico; en periodoncia para tratamiento de
enfermedades periodontales como la candidiasis oral, movilidad dental y reduccion de la
formacion de placa (kapadia et al., 2018).

En la constante busqueda de antimicrobianos naturales para evitar productos quimicos
sintéticos se llegd al chitosan y nanoparticulas de chitosan. La accién antibacteriana del
chitosan esta influenciada por diversos factores; dentro de ellos el tipo de chitosan, grado de
desatilizacion y otras propiedades quimicas que este presenta; exhibiendo asi una mayor
actividad antibacteriana mas eficiente ante las bacterias Gram-positivas que contra las bacterias
Gram-negativas. La accion antimicrobiana del chitosan también depende del peso molecular y
del solvente (Qi et al., 2004; Ke et al., 2021).

El mecanismo de accién de este antibacteriano se debe a que el grupo animo al estar

cargado positivamente interactla con el fosfolipido de la membrana plasmatica cargado de
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iones negativos, alterando la permeabilidad de la célula produciendo asi la liberacién y perdida
de componentes celulares (electrolitos intracelulares y material proteico) como consecuencia,
muerte celular. (Hernandez-Lauzardo et al., 2011).

El chitosan tiene propiedades quelantes para iones metalicos, atribuyéndole la
capacidad de ser responsable para su accion antibacteriana. También se han reportado algunos
estudios sobre la facultad de penetrar la pared celular a fin de unirse a la sintesis de ARNm
para inhibir al ADN (Divyay Jisha, 2017).

Nanoparticulas de Chitosan. En estas ultimas décadas las terapias de desinfeccion
basadas en nanoparticulas estan generando un entusiasmo significativo en la comunidad de
investigacion ya que muestra su promesa como un posible sistema ideal de administracion de
farmacos para sustancias poco solubles, poco absorbidas y quimicamente termolabiles y
también se puede fusionar con otros compuestos para producir efectos sinérgicos. (Bangun et
al., 2018).

Estas particulas solidas cuyo rango de tamafio varia entre 10-1,000 nm esta ganando la
importancia debida ya que al ser de dimensiones nano hacen que pueda penetrar mejor en el
biofilm como respuesta hay una mayor actividad antimicrobiana que su contraparte la macro
escala (Wong et al., 2021).

Las nanoparticulas de chitosan son materiales naturales con excelentes propiedades
fisicoguimicas, antimicrobianas y bioldgicas, que los convierten en un material ecologico
superior y poseen una bioactividad que no dafia a los humanos. Debido a estas propiedades
Unicas, las nanoparticulas de chitosan se han preparado mediante varios enfoques, incluida la
reticulacion fisica por gelificacion idnica entre chitosan y macromoléculas especificas cargadas
negativamente, como el tripolifosfato de pentasddico. Ademas, las peliculas y recubrimientos

de chitosan nanoparticulas se pueden usar como vehiculo para incorporar agentes
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antimicrobianos naturales o quimicos, antioxidantes, enzimas o sustancias funcionales como
extractos de plantas, probidticos, minerales o vitaminas (Abdeltwab et al., 2018).

Propoleo. El propdleos, introducido en la odontologia en 1996 por Krell es una mezcla
resinosa natural cuyo color varia de amarillo a marrén oscuro dependiendo del area geografica
al que pertenece; esta es recolectada principalmente de la planta Apis mellifera L para
posteriormente ser liberada por las abejas (Baranwal et al., 2017).

El propdleo crudo se compone principalmente 50-55% de resinas y balsamos vegetales,
30% de ceras, 10% de aceites aromaticos, 5% de polen y 5% de diferentes compuestos
organicos (Baranwal et al., 2017). El extracto de propdleo generalmente se hace usando: etanol,
agua, metanol, glicerol, propilenglicol o aceites. (Chandna et al., 2014)

En las Gltimas décadas el propoleo ha sido atractivo para los investigadores debido a la
presencia de mas de 300 componentes quimicos (Chandna et al., 2014). Los principales
compuestos que se encuentran presentes son ceras, polifenoles (acidos fenodlicos, flavonoides)
y terpenoides altamente activos otorgandole propiedades bioldgicas y farmacoldgicas, como
ser un antioxidante atribuida a su capacidad de eliminar radicales, antiinflamatoria debido a la
presencia de fenetil éster del &cido cafeico y antimicrobiano - antifingico por la presencia de
los flavonoides (Przybytek, y Karpinski., 2019)

En odontologia, el propdleo se ha utilizado para la reparacion de heridas quirdrgicas,
como irrigante del conducto radicular, como agente para el recubrimiento pulpar en la
hipersensibilidad de la dentina, en la prevencién de la caries, como medio de almacenamiento
para dientes avulsionados y tiene un conocido efecto antibacteriano, antiflngico, antiviral,
inmunomodulador y antioxidante (Jaiswal et al., 2017).

Con respecto a su citotoxicidad se ha demostrado que el propdleos es 10 veces menos
toxico que el hidroxido de calcio por lo cual no muestra efectos secundarios después de la

administracién (Del Carpio-Perochena et al., 2017) estudios informaron que el prop6leo es mas
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efectivo contra microorganismos resistentes y también es biocompatible con los tejidos
perirradiculares que los medicamentos intracanales existentes. Sin embargo, muy pocos
estudios han examinado la eficacia del propoleos como medicamento intracanal, y la literatura

necesita mas investigaciones (Shaik et al, 2014).
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I1l. METODO

3.1 Tipo de investigacion

El estudio in vitro tiene un disefio de tipo comparativo, experimental, longitudinal y
prospectivo
3.2  Ambiente temporal y espacial
3.2.1 Ambito temporal

La presente investigacion abarco un tiempo que comprende desde marzo hasta
diciembre del 2023.
3.2.2 Ambito espacial

La ejecucion este trabajo de estudio se realizé en los laboratorios de la Facultad de
Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico Villarreal, solicitando permisos para
la utilizacion del ambiente e instrumentos requeridos para llevar a cabo el estudio. (Anexo A,
ByC)
3.3  Variables
3.3.1 Variable independiente

Sustancias Experimentales.

e Chitosan nanoparticulas asociado al Hidréxido de calcio

e Propodleo al 30% asociado al Ca(OH)2
3.3.2 Variable dependiente

Efectividad antibacteriana sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

3.3.3 Operacionalizacion de las variables
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Variables Definicion conceptual Indicador Escala de medicion  Valor
Capacidad de una sustancia Halo de inhibicion del
Efectividad antibacteriana
que consiste en inhibir el crecimiento bacteriano
sobre Enterococcus faecalis
crecimiento y/o destruir la medido en mm de didmetro Razon Expresado en mm
ATCC 29212.
cepa de Enterococcus de las soluciones en las
faecalis ATCC 29212. mismas condiciones.
Sustancia de diferente 1.- Chitosan nanoparticulas
origen con propiedades asociado al Hidrdéxido de
Sustancias experimentales
beneficiosas que pueden calcio
Componentes quimicos Nominal
inhibir o detener el 2- Propoleo 3% asociado al
crecimiento de Hidroxido de calcio
microorganismaos 3.- Hidroxido de Calcio
Tiempo transcurrido de 24 horas
Tiempo observacion de las placas Tiempo en cronémetro Ordinal 48 horas
Petri 72 horas
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3.4  Poblacién y muestra
3.4.1 Poblacion

La poblacién para este estudio de investigacion comprendié de la cepa patron de
Enterococcus faecalis ATCC 29212.
3.4.2 Muestra

Para determinar el tamafio muestral se procedio a realizar pruebas piloto y
posteriormente se empled la formula de comparacion de medias a partir de un nivel de
confianza de 95%, un poder estadistico de 90% y el valor de la varianza del grupo de estudio
de 1.77, por lo cual el minimo tamarfio de muestra fue de 8, sin embargo, para el presente estudio
se trabajé con 11 placas por grupo. (Anexo D)
3.4.3 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

- Cultivos de bacterias de Enterococcus faecalis provenientes de la cepa ATCC
29212 anaerobia facultativa correctamente inoculados.

Criterios de exclusion

- Placas Petri que durante el proceso de ejecucion presente algln tipo deterioro,
estrago o rajadura en su estructura.

- Placas Petri cuyo resultado pueda ser dudoso en el proceso de incubacién.
3.5 Instrumentos

La recopilacion de datos se trabajé mediante el método de observacién directa asociada
a la evaluacion de la medida del diametro del halo inhibitorio formada por los medicamentos
de nanoparticulas de chitosan, propdleo al 30%, hidroxido de calcio, como grupo control
positivo la Ampicilinay como control negativo el agua destilada frente al Enterococcus faecalis

cepa ATCC 29212, a las 24, 48, 72 horas. Para esto se utilizé una ficha con la finalidad de
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consignar los datos obtenidos. El dispositivo que emple6 para hacer las mediciones de los halos
de inhibitorios fue una la regla vernier; todos los hallazgos se expresaron en milimetros (mm).
3.6 Procedimientos
3.6.1 Método

Observacion continua
3.6.2 Descripcion del procedimiento

3.6.2.1 Obtencion del Chitosan Nanoparticulas (CS NP). El chitosan nanoparticulas
se obtuvo del laboratorio Nanoshel — UK. (Anexo Ey F)

3.6.2.2 Obtencion del propdleo en polvo. La obtencidn del extracto de propoleo al
30% fue procesado en el Centro de Control Analitico de la facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; siguiendo el protocolo propuesto por
Franchi y colaboradores en el 2012 y Torres en el 2019, realizando algunas modificaciones.
(Anexo Gy H)

e El propoleo se adquirio en tiendas AgroandinaSAC procedente de Oxapampa;
para ello se necesit6 1kg.

e  Se almacen0 en bolsas oscuras de polietileno sin contacto con la luz. (evitar la
oxidacion de los principios activos)

e Enel laboratorio se separd la cera y otras impurezas en trozos pequefios.

e  Del propoleo libre de impurezas se extrajo 100g de propéleo y se mezcld con 200
ml de etanol al 100% (forrar el matraz con papel metalico para evitar que pase la luz) mantener
atemperatura ambiente 37 °C durante 8 dias con agitaciones continuas para asegurar la correcta
mezcla 6 24hrs con agitador magnético (con 1 magneto a una velocidad nimero 2)

e Lo sobrenadante se filtr6 con papel Whatman N° 42 y N°4. (Checalla y Sanchez,

2021).
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. Del polvo de propoleo obtenido se tomé 30gr y se reactivo con 100ml de alcohol
al 100% obteniendo un concentrado etanolico de propoéleo al 30%.

e  Secoloct en un frasco de color ambar luego se conservo en un lugar alejado y sin
contacto con la luz a temperatura ambiente.

3.6.2.3Obtencion de la muestra. El presente estudio de investigacion utilizo la cepa
Enterococcus faecalis ATCC 29212, adquirido en el Laboratorio GenLab del Per S.A.C sede
en Lince - Lima — Per0. (Anexo 1)

3.6.2.4Recuperacion de la viabilidad. La cepa bacteriana Enterococcus faecalis
ATCC 29212 se liofilizé de acuerdo con las especificaciones del fabricante (KWIK STIK)
donde el liquido hidratante que contiene la ampolla fue liberado para ser mezclado con el
microorganismo ya mencionado.

3.6.2.5 Siembra de la cepa. Posteriormente se llevd a cabo la siembra del
microorganismo usando el asa de inoculo estéril en las placas Petri que contiene Agar Sangre
en forma de Zig-Zag y se dejo incubada a 37°C, durante 24horas hasta que se observd
crecimiento bacteriano. (Anexo Jy K) Seguidamente efectud a cabo la técnica de coloracion
Gram para constatar su grado de pureza. (Anexo L)

3.6.2.6 Obtencion del in6culo. La obtencion del inoculo se realizd removiendo una
colonia de la cepa de Enterococcus faecalis que este bien definida de la placa petri, todo esto
con la ayuda de una Asa estéril para ser depositada en un tubo de ensayo previamente
esterilizado, contenido con solucidn salina estéril; se agitdé constantemente hasta ajustar a la
turbidez de concentracién conocida de microorganismos equivalente al estandar 0.5 segin la
escala Mc Farland (Alvarez, 2014; Del Carpio - Perochena et al, 2017).

3.6.2.7 Cultivo de la cepa. Una vez preparada el inoculo y constatada su turbidez se
procedio a la siembra en las placas Petri contenidas con medio agar Miller Hinton (Anexo M);

para la preparacion del agar nos guiamos de las indicaciones del fabricante, todas las placas se
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estandarizaron a un volumen de 20ml de contenido de agar; el cultivo se realizé sumergiendo
el hisopo estéril dentro de la suspension para luego ser retirado a través de rotaciones haciendo
presion contra la cara interna del tubo de ensayo que la contiene a fin de eliminar el exceso del
liquido.

La siembra o inoculacidn se realizo en estrias por agotamiento, orientando el aplicador
(Hisopo) sobre el area de la superficie y periferica del agar contenido en las placas Petri,
realizando movimientos en diferentes sentidos, girando las placas a 60° grados con la finalidad
de sustraer el excedente del inoculo y conseguir una siembra homogénea (Anexo N) (Jaiswal
etal., 2017).

3.6.2.8 Determinacion de la actividad antibacteriana de los medicamentos
testeados frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 por el método de difusion en
placas. Para esta prueba se empled el método de Kirby — Bauer o difusion de discos; (Alvarez,
2014) sin embargo se realizd6 una modificacion del método para que las sustancias
experimentales sean colocadas directamente en el agar a fin de garantizar su difusion; para ello
realizamos pocillos de 5mm de didmetro a fin lograr el contacto directo de las sustancias
experimentales con el agar.

Grupo 1 = Control agua destilada control negativo

Grupo 2 = Disco de ampicilina control positivo

Grupo 3 = Ca (OH)2 + agua destilada de 100mg/mL

Grupo 4 = Ca (OH) 2 + Nanochitosan 2% 100mg/mL

2g de chitosan disuelto con 100ml de acido acético al 1%

Grupo 5 = Ca (OH)2 + Extracto de propo6leo al 30% 100mg/mL

Con propositos de estandarizar la mezcla se ajusté a esa proporcion en base a un estudio

similar realizado por Harshitha y colaboradores en el 2022.
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Se coloco las sustancias experimentales en los pocillos con una micropipeta excepto el
control positivo gque viene en presentacion de disco.

Este procedimiento se repitid 11 veces; las placas se dejaron reposar por un lapso de 15
minutos a temperatura ambiente con la finalidad de lograr que el medicamento se propale.
Pasado ese lapso se llevé a la incubadora.

3.6.2.9 Incubacion. Para finalizar, las placas Petri con sus respectivas sustancias
experimentales fueron llevadas a la incubadora a 37° grados para luego ser retiradas a las 24,
48y 72 horas y realizar la medicién de los halos.

3.6.2.10 Medicion del diametro de la sensibilidad de inhibicion. La aparicion de los
halo inhibitorios del crecimiento bacteriano alrededor de los pocillos permitié determinar la
sensibilidad antibacteriana; la medicion se hizo por el reverso de las placas Petri a las 24, 48 y
72 horas de incubacion respectivamente; utilizando una regla milimetrada se procedié a medir
el didmetro del halo formado y se realiz6 la comparacion de estos valores con la escala de
sensibilidad de Duraffourd; siento nula (menor o igual a 8mm), sensible (de 9mm a 14mm ),
muy sensible (de 15mm a 19mm) y sumamente sensible (igual o superior a 20) (Morillo, C. J.
y Balseca, 2018) (Anexo O y P)

De esta manera los valores recolectados seran procesados para a su analisis estadistico
e interpretacion y poder obtener datos significativos.

3.7 Analisis de datos

Para analizar la informacion se elaboraron tablas de resumen descriptivo con los datos
de los halos inhibitorios obtenidos de los grupos de trabajo y se elaboraron las gréaficas segun
correspondan.

La prueba de hipétesis de diferencia de medias se realiz6 a través de las pruebas de

Kruskal Wallis.
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3.8 Consideraciones éticas

Se solicito la aprobacion para la ejecucion del proyecto de investigacion por la Oficina
de Grados y Titulos de la Universidad Nacional Federico Villarreal, de la misma manera se
obtuvo el permiso para el uso de los laboratorios de Tecnologia Médica de la Universidad
Nacional Federico Villarreal.

El autor no presenta conflicto de interés con las marcas y/o empresas utilizadas en este
estudio de investigacion, se respetara los codigos de ética de la Universidad Nacional Federico

Villarreal.
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IV. RESULTADOS

El presente estudio experimental valor6 como objetivo comparar la eficacia
antibacteriana de la asociacion de nanoparticulas de chitosan con Ca(OH)2 y la asociacion de
propdleo con Ca(OH)2 frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro, para
el analisis comparativo se realizaron las medidas expresadas en mm de los halos de inhibicion
de las placas divididas en grupos segun las sustancias experimentales testeadas.
Tabla 1
Estadistica descriptiva del halo inhibitorio del chitosan nanoparticulas en combinacion con el

hidroxido de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24 horas, 48 'y 72 horas

Periodo de

n Promedio E.E. Mediana DIQ Min Max P
incubacion
24 h 11 21.8 04 22 1 20 24 0.0001
48 h 11 26.7 03 27 1 25 28
72 h 11 272 03 27 0.5 25 28

Nota. La eficacia antibacteriana fue aumentando a medida que el periodo de incubacion
aumentaba, encontrando que fue mayor a las 48 y 72 horas en comparacién a las 24 horas;
siendo 27 mm, 27 mm y 22 mm respectiva; respecto a la escala de Duraffourd el efecto
antibacteriano fue sumamente sensible (+++)
mente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05). *Prueba Krukal
Wallis. E.E.=error estandar, DIQ=desviacion interquartil.

Figural

Distribucién de los valores del halo inhibitorio usando chitosan nanoparticulas en
combinacion con el hidroxido de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un

cultivo in vitro
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Eficacia antibacteriana de chitosan nanoparticulas con Ca(OH)2 frente al Enterococcus faecalis
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Tabla 2

Anélisis exploratorio de datos de los halos inhibitorios formados por la asociacion del
hidrdxido de calcio con el extracto de propdleo frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212

alas 24,48y 72 horas

Periodo de

n Promedio E.E. Mediana DIQ Min Max P
incubacion
24 h 11 144 0.4 14 1 13 16 0.0024
48 h 11 158 0.4 16 1 14 17
72 h 11 163 0.4 16 1.5 14 18

Nota. La eficacia antibacteriana promedio fue mayor a las 72 horas, seguido por 48 y 24 horas,
siendo 16.3 mm, 15.8 mm y 14.4 mm respectivamente; mostrando un efecto antibacteriano

sensible (+) en las 24 horas y un efecto muy sensible (++) a las 48 y 72 horas segun la escala
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de Duraffourd. Al evaluar estas diferencias se observd que fueron estadisticamente
significativas entre los grupos de 24 y 48 horas, asimismo entre los grupos 24 y 72 horas
(p<0.05). *Prueba Anova- bonferroni. E.E.=error estandar, DIQ=desviacion interquartil.
Figura 2

Distribucion de los valores del halo inhibitorio usando extracto de propéleo al 30% asociado

al hidroxido de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro

Eficacia antibacteriana del extracto de propéleo con Ca(OH)2
frente al Enterococcus faecalis

20.0
15.0

10.0

Promedio
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o

0.0
24 h 48 h 72h

Periodo de incubacion

Tabla 3
Analisis exploratorio de datos de los halos formados por la inhibicion de la pasta de Hidréxido

de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24, 48 y 72 horas

Periodo de

n Promedio E.E. Mediana DIQ Min Max P
incubacion
24 h 11 198 0.3 20 1 19 21 0.0000
48 h 11 234 0.2 23 0.5 22 25
72 h 11 238 0.3 24 0.5 22 25

Nota: La eficacia antibacteriana promedio fue mayor a las 72 horas, seguido por 48 y 24 horas,

siendo 23.8 mm, 23.4 mm y 19.8 mm respectivamente; segun la escala de Duraffourd
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mostraron resultados sumamente sensibles (+++). Al evaluar estas diferencias se observé que
fueron estadisticamente significativas entre los grupos de 24 y 48 horas, asimismo entre los
grupos 24 y 72 horas (p<0.05). *Prueba Anova- bonferroni. E.E.=error estandar,
DIQ=desviacioén interquartil.

Figura 3

Distribucion de los valores de los halos formados por la inhibicién de la pasta de hidréxido

de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro

Eficacia antibacteriana del hidréxido de calcio frente al
Enterococcus faecalis

Promedio
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Tabla 4
Comparacion del halo inhibitorio de las sustancias experimentales frente al Enterococcus

faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro

Periodo de

incubacion n Promedio E.E. Mediana DIQ Min Max P
24 h

Chitosan-Hidréxido 11 21.8 0.4 22 1 20 24 0.0001

Propédleo-Hidroxido 11 14.4 0.4 14 1 13 16



Ampicilina
Hidréxido

48 h
Chitosan-Hidroéxido
Propéleo-Hidroxido
Ampicilina
Hidréxido

72 h
Chitosan-Hidréxido
Propéleo-Hidroxido
Ampicilina

Hidroxido

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

33.1

19.8

26.7
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354
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0.3
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0.0001
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Nota. La eficacia antibacteriana a las 24, 48 y 72 horas fue mayor en el grupo que utilizd

Ampicilina, seguida por la pasta de Chitosan con Ca(OH)2 que fue , hidréxido y finalmente

por el propéleo con Ca(OH)2. Ademas, las diferencias encontradas en cada periodo de

incubacion fueron estadisticamente significativas (p<0.05). *Prueba Kruskal Wallis. E.E.=error

estandar, DIQ=desviacion interquartil.

Figura 4

Comparacion de los valores del halo inhibitorio de las sustancias experimentales frente al

Enterococcus faecalis ATCC 29212 en un cultivo in vitro



Eficacia antibacteriana de chitosan+Ca(OH)2;propoleo+Ca(OH)2;ampicilina e hidroxido frente al Enterococcus

= =
81 = .
= k3
| & _ o ==
= - =

24 h 48 h 72 h

[ Chitosan_Hidroxido [ Propdleo_Hidroxido
[ Ampicilina [T Hidréxido

33



34

V. DISCUSION DE RESULTADOS

La regla de oro para lograr un tratamiento endodontico exitoso es la erradicacion
completa del proceso infeccioso y la correcta obturacion del conducto radicular a fin de
prevenir infecciones recurrentes; sin embargo, para obtener este efecto beneficioso es necesario
una instrumentacién eficiente, uso de soluciones irrigantes, asi como también el empleo de
medicamentos intraconducto.

Hoy en dia las técnicas actuales siguen teniendo ciertas limitaciones en la remocion
completa de las bacterias dentro del canal radicular radicando ahi la complejidad de la
desinfeccion del conducto radicular, por tanto, un solo irrigante, un medicamento o un
antibidtico no podrian dar como resultado una esterilizacion efectiva del conducto radicular.

Segun Shaik (2014) la combinacién de soluciones irrigantes o medicamentos
intraconducto disminuye el desarrollo y progreso de cepas bacterianas resistentes ya que
produce un efecto sinérgico, como resultado la accion antimicrobiana dura mas y mantiene la
liberacion de los medicamentos; ademas, “el efecto antimicrobiano dependiente del tiempo
puede resultar siento muy Gtil en la terapia clinica para desinfectar eficientemente el sistema
de conductos radiculares” (Parolia et al., 2020).

Enterococcus faecalis una de los microorganismos mas resistente y persistente debido
a su capacidad de sobrevivir formando biopeliculas calcificadas en los tabulos dentinarios y
resistir la alcalinidad del hidréxido de calcio (Harshitha et al., 2022); por lo tanto, en el presente
estudio, se evaluo la eficacia antibacteriana de los medicamentos intraconducto contra la cepa
de Enterococcus faecalis en tres intervalos de tiempo

Segun Jaiswal y colaboradores en el 2017, concluyeron que el chitosan y el propéleo
como irrigantes tuvieron efectos antibacterianos similares frente al Enterococcus Faecalis. En

consecuencia, tanto el chitosan como el propoleo son eficaces en la eliminacion bacteriana ya
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sea que se utilicen como material irrigante 0 como medicamento intracanal entre sesiones cita
durante el tratamiento de endodoncia.

En este estudio, demostramos que la pasta de nanoparticulas de Chitosan combinado
con el Ca(OH)2, el propoleo asociado al Ca(OH)2 y el Ca(OH)2 tienen una buena eficacia
antibacteriana frente a la cepa bacteriana Enterococcus faecalis en este estudio in vitro tanto en
las 24, 48 y 72 horas; especialmente la pasta de nanoparticulas de chitosan asociado al
hidroxido da calcio obteniendo un halo de inhibicién de mayor diametro seguido del hidroxido
de calcio y finalmente por el propdleo asociado al hidréxido de calcio, de manera que,
comparando al chitosan nanoparticulas con el hidroxido y la asociacion del propéleo con el
hidroxido de calcio se encontro diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados conseguidos en este estudio guardan cierta similitud a los datos
alcanzados en la investigacion realizada por Del Carpio- Perochenay colaboradores en el 2017,
donde incorporé Chitosan nanoparticulas y Extracto de propoleo al Hidréxido de calcio a fin
de determinar la eficacia antibacteriana de ambos sustratos naturales donde descubri6 que la
incorporacion de nanoparticulas fue potencialmente beneficiosa cuando se usan medicamentos
intraconducto entre citas debido a su capacidad para erradicar bacterias tanto a corto como a
largo plazo.

En el estudio in vitro efectuado por Acosta en el 2017, donde comparé la actividad
antimicrobiana del gel chitosan/propoleo, el hidréxido de calcio (Calcifar—P), extracto de
propdleo al 30%, gel de clorhexidina al 2% y el chitosan gel; frente al Enterococcus Faecalis
realizando el método Kirby — Bauer modificado, obteniendo como respuesta a su investigacion
que el gel de chitosan mas propdleo obtuvieron un halo de 22.36 mm de diametro, seguido por
el gel de chitosan con 17.71 mm, luego la clorhexidina con 15.86 mm, hidrdéxido de calcio con
13.93 mm y finalmente el extracto de propo6leo con 11.36 mm; en el presente estudio el

diametro del halo del hidréxido de calcio fue menor que el halo formado por el chitosan, lo
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cual concuerda con el estudio realizado por Acosta, ya que en su investigacion el Chitosan
presentd mejor eficacia antimicrobiana que la pasta de Ca(OH)2.

A lo anterior se puede afiadir que resultados semejantes fueron reportados por Morales
en el 2019 en el cual comparo la eficacia del chitosan y el Ca(OH)2 frente al Enterococcus
faecalis; donde la eficacia se determiné a por medio de la medida de la dimension del didmetro
del halo de inhibicion formado, los hallazgos adquiridos revelaron que, el chitosan al 3.0% fue
mas eficiente frente al hidroxido de calcio al 0.2%, dado que el halo de inhibicién maximo del
chitosan al 3.0% fue 22mm, en tanto que la dimension del halo de inhibicion maximo del
hidroxido de calcio obtuvo una medida de 13mm.

De forma similar Harshitha y colaboradores en el 2022 compararon la eficacia
antimicrobiana de la nisina, el Ca (OH)2 y la pasta antibidtica triple (TAP) mezcladas con agua
destilada y chitosan frente a la cepa Enterococcus faecalis, donde a las 24hrs los resultados
obtenidos de la asociacion del Ca(OH)2 con el Chitosan tuvieron mejor eficacia en
comparacion de la mezcla de Ca(OH)2 con agua destilada.

Por otro lado, resultados coincidentes con la presente investigacion también fueron
reportados por Teja y colaboradores en el (2023) donde compararon la eficacia antibacteriana
sinérgica de diferentes combinaciones de hidréxido de calcio como medicamento
intraconducto entre los cuales también utilizé el Chitosan frente al Enterococcus faecalis
encontrando un efecto sinérgico con el hidroxido de calcio, mostrando una mejor reduccion
bacteriana en la combinacion de ambos medicamentos en contraste con el hidroxido de calcio
solo.

Sin embargo, otro estudio evidencia resultados contradictorios; como el trabajo
realizado por S Ry colaboradores en el 2023 donde la carga microbiana del hidréxido de calcio
en asociacion tanto con el chitosan y solucion salina medida al dia 2 y al dia 7, mostraron

recuentos de UFC elevados con una medida de 38 y 19.4 al dia 2 y 16.8 y 4.4 al dia 7
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respectivamente. La razén de esta disparidad en los resultados obtenidos podria ser por la
metodologia empleada ya que el mismo autor menciona en el estudio que el polvo de Hidroxido
de calcio mostré poca miscibilidad frente a la asociacion con las nanoparticulas de chitosan
usado como vehiculo, produciendo una mezcla granulada no cohesiva; estas caracteristicas de
dicha formulacién podrian ser responsables de su efecto antibacteriano disminuido.

El efecto antibacteriano de los medicamentos probados en este estudio mejor6 cuando
se combinaron con las nanoparticulas de chitosan, lo que indica que las nanoparticulas de
chitosan proporcionan una accidn sinérgica cuando se usa como vehiculo, aceptandose de esta
forma la hipotesis del estudio.

Los resultados sugieren que la inclusion de nanoparticulas de chitosan son una
alternativa antimicrobiana prometedora para desarrollarse como medicamento intraconducto,
particularmente en casos con infeccion persistente por Enterococcus faecalis, sin embargo, se

requiere seguir en esta linea de investigacion.
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V1. CONCLUSIONES

6.1 La presente investigacion determino que las sustancias testeadas presentan
actividad antibacteriana in vitro sobre la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 en las 24,
48y 72 horas.

6.2 La integracion de las nanoparticulas de chitosan con hidréxido de calcio
presentaron mayor eficacia antibacteriana que la combinacion del propéleo con el hidroxido
de calcio frente a la cepa mas persistente Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24 horas,
48y 72 hrs.

6.3 La asociacion de las nanoparticulas de chitosan con el hidroxido de calcio
presentaron mayor eficacia antimicrobiana que el hidroxido de Calcio ante la cepa
Enterococcus faecalis ATCC 29212 en las 24, 48 y 72hrs.

6.4  Laasociacion del extracto de propdleo con el hidroxido de calcio tuvo la menor
medida de halo inhibitorio, sin embargo, segun la escala de Duraffourd tiene un efecto muy
sensible a las 48 horas.

6.5 Laincorporacién de las nanoparticulas de chitosan exhibieron un efecto positivo

en la eficacia antibacteriana sobre la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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VII. RECOMENDACIONES

7.1  Se recomienda seguir con futuras investigaciones acerca de las propiedades del
Chitosan respecto a otras especies bacterianas, ya que existen estudios previos que reportan un
comportamiento bactericida y bacteriostatico.

7.2 Se sugiere realizar investigaciones con el uso de nanoparticulas de chitosan
combinadas con otros agentes antibacterianos y antifingicos con la finalidad de buscar
sinergismo y asi potenciar su accion.

7.3  Se propone para las futuras investigaciones que deseen desarrollar un estudio
similar, producir las propias nanoparticulas de chitosan variando el peso molecular y su grado
de desacetilaciéon a fin de buscar mejor efecto antibacteriano y baja citotoxicidad.

7.4  Se sugiere también investigar la cualidad antibacteriana del chitosan
proveniente de la quitina extraida de los: insectos, crustaceos, asi como también el chitosan

proveniente de la pota y el calamar.
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IX.ANEXOS

Anexo A: Permiso de ejecucion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Federico Villarreal.
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Anexo B: Carta de presentacion dirigida a la Facultad de Tecnologia Médica de la

Universidad Nacional Federico Villarreal para uso de Laboratorio.
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Anexo C: Carta de autorizacion para el uso del Laboratorio de la Facultad de Tecnologia

Meédica de la Universidad Nacional Federico Villarreal.
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“Afio de Ia Unidad, Ia Paz y el Desarrollo”

DEPARTAMENTO ACADEMICO
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Responsable del Laboratorio Central
Presente. -

Asunto: Autorizacion para realizar trabajo de Investigacion
Referencia: Carta SIN
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Odontologia Lorena Adelina Saldivar Orihuela, quien ha realizado su trabajo de Investigacion de Plan
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Anexo D: Determinacién del tamafio de la muestra.
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Anexo E: Recibo de compra de Chitosan Nanoparticulas

R

LT |

NdANOSNCL-

NANOSHEL

Creating Miracles in Black
L]

www.nanoshel.com, cmg@nanoshel.com

_%;???'>

Budget/Quote/Pricing Information

Prepared For : Date: 15-11-2021
Federico Villarreal University Quote#: SQ/21-22/37218
Department of Dentistry

2425 Bretdale Rd

Duluth, GA 30096 Estados Unidos

Peru

Nanoshel Product Pricing

S.No. Description of Goods HSN Qty. Price/Unit Unit Amount(US$)

1. Chitosan Nano Particles 39139090 25.00 10.000 Gms 250.00
C6H11NO4, Puirty: >99%, APS: 80-100nm
High Purity Nano Chitosan Nanopowder
CAS: 9012-76-4 Lead Time 2-3 Weeks
NS6130-09-918

SHE Charges : $ 5.00

VAT@20% : $ 0.00

Duty(Import) : $ 0.00

Freight : $ 100.00

Banking Charges : $ 50.00
Total : $ 405.00

Quotation Terms
Prices (DDU) Delivery By DHL/UPS
Delivery Time: 2-3 Weeks after reciept of Payment
100% payment in Advance against Performa Invoice by Telegraphic Transfer/Credit Card
Banking Details/Credit Card Details on Order Confirmation
Quotation Validity - 60 Days
Country Of Origin - India
Terms:Delivery Duty Duty Un-Paid (DDU)
Test Report with material is only valid document. Any other document are not valid.
*Exchanges of materials/products are not permitted. Nanoshel does not offer refunds.
*US Dollar Cheques Not Accepted, Only Bank TT/Credit Cards Accepted

7 3 = = 2
L NAN/ td

Vs -~-Chapel House, Chapel St, Cheshire, CW12 4AB, UK
Direct Dial: (UK) +44 203 137 5187

)
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Anexo F: Especificaciones del Chitosan Nanoparticulas

Product

Stock No

CAS

APS

Purity

Molecular Formula
Molecular Weight
Appearance

Specific Gravity (Water=1)
Solubility

Main Inspect Verifier

Version

Page 1 of 1

Intelligent Materials Pvt. Ltd.

www.nanoshel.com, sales@nanoshel.com

Chitosan Nanoparticles
(C¢H NOy, Puirty: >99%, APS: 80-100nm)
Stock No: NS6130-09-918, CAS: 9012-76-4

(’ NANOSHEL
3 Creating Miracles in Black

Specification Sheet

Chitosan Nanoparticles
NS6130-09-918

9012-76-4

80-100nm

>99%

CeH11NO4

161g/mol

White Powder

1.4

Soluble Dilute Aqueous Acid

Manager QC

1.1

Note: Product Specification are subject to amendment and may change over time

NANOSHEL LLC an coltaboration)

3422 Old Capitol Trial Suit 1305, Wilmington DE - 19808 USA

(001) 302 652-3464, + 91 9779-880077




Anexo G: Fotografias de la elaboracién de Extracto Hidroalcohdlico de propéleo al 30%
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Anexo H: Reporte del Analisis del extracto Hidroalcoholico de Propoleo al 30%.
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioquimica

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00272-CCA-2023

SOLICITADO POR” . LORENA SALDIVAR ORIHUELA
DIRECCION* ¢ Jr. Zorritos 1134
MUESTRA* : PROPOLEO
DESCRIPCION DEL PRODUCTO @ Bolsa de plastico con rotulado a mano
RECEPCIONADO
VARIEDAD RECEPCIONADA* : -
PRINCIPIO ACTIVO* : e N° CAS*: -
NUMERO DE LOTE* ;-
CANTIDAD t IKg aprox.
ORDEN DE ANALISIS s 0210-2023
FECHA DE RECEPCION : 23 de agosto del 2023
FECHA DE FABRICACION* P
FECHA DE VENCIMIENTO* ro-
EJECUCION DEL ENSAYO : el 29 de agosto de 2023 al 15 de setiembre de 2023
FECHA DE EMISION 1 25 de setiembre de 2023
[ ENSAYO | CONCENTRACION RESULTADOS \
EXTRACTO : .
0% (&
l  ALCOHOLICO J 7 0% (p'v) onforme I

Q.F. Pautvii Gos
Director del Centrg de

f
*Duos peopoecionados [hw ¢l chente
Los resuimdos son valifls solo pars la mueston easayads

l.A

“FARMACIA ES LA PROFESION DEL MEDICAMENTO, DEL ALUMENTO ¥ DEL TOXICO*

Jr. Puno N* 1002, Jardin Botdnico ~ Lima 1 - Perd Telfonos: 619-7000 anexo 4824 - 982549135 ~ Uma 1

€-enail: cca farmadia@unmsm, edy pe

hitp//farmaca unmsm. edu. pe




Anexo |: Recibo de compra de la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Jr. Capac Yupangui M°. 2434

Gen Lab del Perd S.A.C .
h RUC N®:20501262260
sB GenLab

Lince - Lirpa_ - Peri FACTURA
L - niral e Mca
o del Perl [51-1;53335:]-;, Efﬁn 2037501 ELECTRONICA

Email : ventasi@genlabperu.com

Web Site : www.genlabperu.com F["}z -nn 223{]

Page 1 of 1
Fecha emision : 21082022 Orden Compra: GL-22 /052718
Fecha Veto - 211062022 Guia de Remisién -
Cliente: UMIVERSIDAD NAC. FEDERICO VILLARREAL ME Pedido - 030730

Direccidn: CALCARLOS GOMZALES NRO. 285 RES. SAN MIGUEL

SAN MIGUEL - LIMA - LIMA- Peru
Tipo Mov. - ANTICIPOS RUC - 20170834288
Lugar de destine :  JR. ZORRITOS 1134 - CERCADO DE LIMA

Codigo Descripcion Cant UM ::: Dscto  Sub-Total
T I o e
HDE267-4  KWIK-5TIK Enterococcus faecalis desived from ATCCE 1 UND 381.5300 000 381.53
2p212™
Sub-Total 3853
Cuctas Forma Pago Importe  Fecha Vene. Anticipo
45021
1 Contado 5/ 21/0652022 Op. Gravada S 281,53
Retencion(3.00%) S/ 0.00 8868
Detraccion({12.00) S/ 0.00 IGV 18% ’
Penalidad Importe Total 5/ 48021
Monto Pendiente de Page 5/ 450.21

Represantacion Impreaa de la Factura Elsctronlca

CUATROCIENTOS CINCUENTA CON 211100 SOLES Consults - http:\cpe_genisbpenu.com

Observaciones de SUMAT :
La FACTURA numers 20501262280-01-FO02-002230, ha sido aceptada

Dezpues de Vencido el plaze de cancelacion, se recargara el interes legal correspondiente.
Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Siguientes Ctas Bancarias:
BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0132-0100024183-24
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Anexo J: Preparacién del medio de cultivo Agar sangre




Anexo K: Activacion de la Cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Anexo L: Identificacion de la Cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 en Agar Sangre,

tincion Gram y luego observacion al microscopio

P e ————

Se agrega colorante Cristal de Violeta al

Frotis del cultivo bacteriano fijado en

. portaobjetos y dejamos actuar durante 60
el portaobjeto con calor.

segundos; luego lavamos con agua a

chorro.

Adicionamos Lugol al portaobjetos, Agregamos decolorante, dejamos actuar

dejando actuar durante 60 segundos; durante 30 segundos; volvemos a lavar

lavamos con agua a chorro. con agua.
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Agregamos Safranina, dejamos actuar

durante 90 segundos; volvemos a lavar

con agua a chorro.

Dejamos secar el portaobjeto y luego
agregamos aceite de inmersion 1 gota

para poder observar en el microscopio.

y\,‘\\‘\ n-y\ SR A S Ad T S
o N yf\r. Jk\ﬁftﬂ;r..f, ){’/'

Observacion en el microscopio, corroboramos

que estamos trabajando bajo una bacteria

Gram positiva.
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Anexo M: Preparacion del medio de cultivo Agar Miller Hinton.

La preparacion del Agar Muller Hinton se

hizo siguiendo las indicaciones del
fabricante (Himedia) donde se suspende
38gr en 1000ml de agua destilada.

Siguiendo las indicaciones del fabricante
se esterilizo en autoclave a una presion de
121° C durante 15min, posteriormente se

dejo enfriar, para verter en las placas.
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Placas Petri con Agar Muller Hinton;
todas las placas se estandarizaron a un

volumen de 20ml de contenido de agar.
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Anexo N: ejecucion del procedimiento.

Turbidez equivalente al estandar
0.5 segun la escala Mc Farland

Cultivo de la cepa: retiro del hisopo
rotando contra la pared para eliminar

exceso de inoculo
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Elaboracion de pocillos para la colocacion
de las sustancias.

Placas en la incubadora a 37° grados para luego ser retiradas a

las 24, 48 'y 72 horas y realizar la medicion de los halos.
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Anexo O: Medicion de Halos.

Medicion de loa halos de inhibicién con

regla milimetrada.




Anexo P: Ficha de medicién

Resistencia Bacteriana (mm)

Placas

Petri

10

11

Periodo de incubacion: 24hrs

Solucion
salina
Control

negativo

Ampicilina
Control

positivo

33mm
34mm
32mm
34mm
32mm
33mm
33mm
34mm
34mm
31mm

34mm

Hidroxido de

calcio Ca(OH)2

21mm
19mm
20mm
19mm
21mm
20mm
21mm
19mm
20mm
19mm

19mm

Chitosan Nano

Particulas /

Hidroxido de

calcio

24mm

21mm

22mm

23mm

21mm

21mm

22mm

23mm

23mm

20mm

20mm

66

Hidroxido de
calcio /

Propoleo

16mm
15mm
13mm
16mm
14mm
13mm
14mm
15mm
14mm
13mm

15mm
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Resistencia Bacteriana (mm)

Placas  Periodo de incubacion: 48hrs

Petri Solucién Ampicilina = Hidroxido de Chitosan Nano Hidroxido de
salina Control calcio Ca(OH)2  Particulas / calcio /
Control positivo Hidroxido de Propoleo
negativo calcio

1 - 35mm 24mm 26mm 17mm

2 - 37mm 23mm 25mm 16mm

3 - 34mm 23mm 28mm 14mm

4 - 36mm 23mm 28mm 17mm

5 - 35mm 25mm 27mm 16mm

6 - 35mm 23mm 27mm 15mm

7 - 36mm 24mm 26mm 15mm

8 - 35mm 23mm 28mm 17mm

9 - 36mm 23mm 27/mm 16mm

10 - 33mm 22mm 25mm 14mm

11 - 37mm 24mm 27mm 17mm
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Resistencia Bacteriana (mm)

Placas  Periodo de incubacion: 72hrs

Petri Solucién Ampicilina = Hidroxido de Chitosan Nano Hidroxido de
salina Control calcio Ca(OH)2  Particulas / calcio /
Control positivo Hidroxido de Propoleo
negativo calcio

1 - 35mm 25mm 27mm 18mm

2 - 37mm 24mm 25mm 16mm

3 - 34mm 23mm 28mm 14mm

4 - 37mm 24mm 28mm 18mm

5 - 35mm 25mm 28mm 16mm

6 - 36mm 24mm 27mm 15mm

7 - 37mm 24mm 27mm 16mm

8 - 36mm 23mm 28mm 17mm

9 - 37/mm 24mm 28mm 16mm

10 - 34mm 22mm 26mm 15mm

11 - 37mm 24mm 27mm 18mm



Anexo Q: Matriz de consistencia
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Problema Objetivos Justificacion Hipdtesis Variables | Indicador | Valor Método
General: EXiSt.e una opinion | Debido a que V. INDEPENDIENTE Tipo o de
Comparar Ia ampliamente el chitosan investigacion:
ofi ca(r:)i 3 a_cep?ada de que la | tiene _
tiscterona e | (T4 | s e
asociacion de | _. : : - Chitosan parativo,
;Cual serd la . sistema de | antibacteriana . longitudinal y
¢ i A nanopar“CUIas de . nanopar“culas .
eficacia chitosan con conducto radicular | tanto en cepas | prospectivo.
antimicrobiana | Hidrayi es el paso mas | Gram- asociado al
Hidroxido de | . . . Hidrdxido de LA
de las | calcio Ia importante hacia la | positivas [ Poblacién:
nanoparticulas 0. Y esterilidad del | como en| Sustancias | Componentes | calcio
bart asoctacion de ' experimentales uimicos | - Propoleo 3% 5
de  chitosan oropéleo con conducto. Sin | Gram- p q g | Cepa patron de
asociado  al | Liidecus embargo la | negativas, es asociado a Enterococcus
Hidroxido de ! . ' Hidrdxido de :
Ca(OH)2 en | calcio frente al complejg anatomia probable_ que lci faecalis ATCC
comparacion | Enterococcus de los dientes y los | la asociacion ?all—lﬂic;éxido 29212.
al  propoleo | faecalis ATCC | conductos de as de Calcio _
asociado  al | 29212 en un cultivo radiculares  crean nanopart_lculas Muestra:
Ca(OH) frente | in vitro un entorno que es | de  chitosan Para _
al ' un desafio para | con el determinar el
Enterococcus Especificos: instrumentar Yy hidroxido de V. DEPENDIENTE tamano
faecalis en un limpiar. Si bien | calcio mue_st,ral se
cultivo in |- Determinar la | huestro presente o realizo una
vitro? eficacia conocimiento mayor accion Efe_ct|V|da_d Tamafio del prueba piloto,
antibacteriana in | sobre las bacterias | antibacteriana | antibacteriana diametro del y se utilizé la
vitro del chitosan | persistentes, los | que la | sobre halo de formula de
nanoparticulas en | agentes asociacion del | Enterococcus inhibicién Expresado en | comparacion
combinacion con | desinfectantes y el | propoleo con | faecalis ATCC del mm de medias
el Hidroxido de | medio quimico del | el hidroxido | 29212. crecimiento
Calcio frente al | conducto radicular | de calcio . Criterios  de
o bacteriano ) it
Enterococcus necrético ha | frente al inclusion:
faecalis  ATCC | aumentado Enterococcus
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29212 a las 24
horas, 48 y 72
horas.
Determinar la
eficacia
antibacteriana in
vitro del extracto
de propoleo con el
Hidroxido de
Calcio frente al
Enterococcus
faecalis ATCC
29212 a las 24, 48

y 72 horas.
Determinar la
eficacia
antibacteriana in
vitro del

Hidroxido de
Calcio frente al
Enterococcus
faecalis ATCC
29212 alas 24, 48
y 72 horas.

considerablemente,
no hay duda de que
se necesita una
investigacion
clinica y basica
mas  innovadora
para optimizar el
uso de los métodos
y materiales
existentes

faecalis ATCC
29212.

-Cultivos de
bacterias de
Enterococcus
faecalis
provenientes
de la cepa
ATCC 29212
anaerobia
facultativa
correctamente
inoculados.
Criterios de
exclusion

-Placa  Petri
que presente
algin tipo de
dafio 0
rajadura en su
estructura
durante el
proceso.
-Placa  Petri
cuyo
resultado en
el proceso de
incubacion
pueda ser
dudoso.




