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RESUMEN

Introduccion: La cavidad bucal es un ambiente complejo, cuyas caracteristicas influyen en el
microbioma bucal, una de las funciones de la microbiota bucal es impedir la colonizacion de
patdgenos exogenos u oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del hospedador
en el control de infecciones. Cuando los antibidticos se usan de manera irracional, los
microorganismos se hacen resistentes, de alli que la busqueda de nuevas moléculas en productos
naturales y el disefio de farmacos estén tomando importancia. Objetivo: Se evalué la
susceptibilidad de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes en geles
y membranas de quitosano y propoleo a diferentes concentraciones. Metodologia: Se desarrollo
una investigacion explicativa de tipo experimental, a través de pruebas in vitro utilizando el
método de difusion en agar con pozos por triplicado, utilizando clorhexidina como control
positivo. El comportamiento de las variables cuantitativas y cualitativas se describié mediante
estadistica descriptiva. Resultados: No se observaron halos de inhibicion en las placas tanto para
las membranas como para los geles de quitosano y propoleo, se observaron halos de inhibicion
con Clorhexidina al 0,12%. Conclusiones: Es posible que las moléculas bioactivas del propoleo
sean atrapadas dentro de la malla de quitosano o que la técnica microbioldgica utilizada no provee
las condiciones necesarias para favorecer la difusion de la molécula de la membrana al agar. De
alli la importancia de probar nuevas técnicas de elaboracion del gel de quitosano, asi como otras
técnicas microbioldgicas y biologicas que permitan evidenciar el efecto antibacterial demostrado
en otros estudios.

Palabras Clave: quitosano, propoéleo, actividad antimicrobiana, membranas, geles.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CHITOSAN AND PROPOLIS SCAFFOLDS ON
PATHOGENIC BACTERIA OF DENTAL INTEREST.

ABSTRACT

Introduction: The oral cavity is a complex environment, which characteristics influence the oral
microbiome. One of the oral microbiome’s functions is to prevent the colonization of exogenous
or opportunist pathogens, working with the host’s defense mechanism in infection control. When
antibiotics are used in an irrational way, microorganisms become resistant, this is why the search
for new molecules in natural products and drugs design is so important. Objective: We evaluated
the susceptibility of Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Klebsiella aerogenes in
gels and chitosan membranes supplemented with propolis in different concentrations.
Methodology: We elaborated experimental explanatory research through in vitro tests, using the
diffusion in agar with wells in triplicate method, with chlorhexidine as a positive control. The
behavior of the quantitative and qualitative variables was described through descriptive statistics.
Results: There were not observed inhibition halos in the elaborated plates for both membranes and
chitosan and propolis gels. They were observed inhibition halos with chlorhexidine in 0,12%.
Conclusion: It is possible that propolis bioactive molecules get stuck inside the chitosan tights, or
maybe the microbiological technique used does not provide the necessary conditions to favor the
diffusion of the molecule from the membrane to the agar. This is why it is important to try new
techniques for the elaboration of chitosan gel, as well as other microbiological and biological
techniques that allow to evidence the antibacterial effect shown in other studies.

Keywords: chitosan, propolis, antimicrobial test, membranes, gels.
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INTRODUCCION

La cavidad bucal se considera un ambiente complejo, cuyas caracteristicas influyen en la
composicion y actividad de los microorganismos que coexisten en ella. Estd compuesta de diversas
superficies, cada una de ellas habitada por una gran cantidad de microorganismos, donde algunas
bacterias han sido implicadas en enfermedades bucales como la caries, periodontitis e infecciones
bacterianas localizadas (tejido blando y de sostén del diente) que presentan factores de riesgo
significativos para la salud humana. Entender la microbiota bucal es una tarea compleja, debido a
la gran variedad de habitats que se encuentran dentro de la cavidad bucal y que dependen de las
concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la exposicion a
factores inmunologicos y las caracteristicas anatdmicas, de alli que la aparicion de una enfermedad

dependera de factores atribuibles a condiciones del microorganismo, del hospedero!~.

Sin embargo, la principal funcion atribuida a la microbiota bucal es impedir la colonizaciéon de
patogenos exogenos u oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del hospedador
en el control del crecimiento y multiplicacion de los microorganismos que moran en los
ecosistemas de la cavidad bucal 2, aunque la mayoria de las infecciones de la cavidad bucal son
odontogénicas, habitualmente localizadas y circunscritas, en determinadas circunstancias, algunos
miembros de la microbiota habitual pueden comportarse de manera oportunista, dando lugar a
infecciones endogenas caracterizadas por ser polimicrobianas y mixtas; que pueden propagarse
por continuidad y acceder a los tejidos profundos o, mas raramente, diseminarse a distancia por
via linfatica o hematogena hasta alcanzar 6rganos mas alejados dando lugar, en uno y otro caso, a
procesos de mayor gravedad.’ En este sentido el desequilibrio de la microbiota o fallas en las
técnicas odontologicas de control de infeccion pudieran favorecer la colonizacion de

microorganismos patogenos exogenos con perfiles de resistencia considerables.

Desde el descubrimiento de los antibidticos, el avance de la ciencia y la tecnologia y su aplicacion

en el ambito de la salud, ha propiciado que la evolucion en los tratamientos se desarrolle de una
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manera vertiginosa.* Los antibioticos son medicamentos desarrollados para el control de
infecciones, sin embargo, se les prescribe de manera indiscriminada y su venta libre, promueve la
automedicacion, sin reconocimiento médico, ni diagnostico de la enfermedad, ni seguimiento del
tratamiento. Debemos mencionar que, los pacientes consumen dosis inferiores a las recomendadas
porque no pueden costear el tratamiento completo o cesan su ingesta al desaparecer los sintomas

de la enfermedad °.

Cuando los antibioticos se usan de manera irracional, los microorganismos se vuelven resistentes
a ellos>®. La resistencia es un recurso de supervivencia que presenta un microorganismo contra
uno o mas antimicrobianos a través de mecanismos de resistencia que disminuyen la capacidad
microbicida o inhibitoria que poseen tales formacos’. Los mecanismos que pueden utilizar las
bacterias varian segiin la especie o el entorno donde se encuentren®, pueden presentarse de dos
formas: La Resistencia Intrinseca inherente al microorganismo y es debida a determinantes
genéticos cromosomales propios de especies y géneros bacterianos, es decir, se trata de resistencias
naturales que forman parte de las caracteristicas biologicas del microorganismo, la incapacidad del
farmaco para ingresar al microorganismo o la presencia de enzimas bacterianas que inactivan al
farmaco y la Resistencia Adquirida, que es una consecuencia de los microorganismos
genéticamente adaptables que responden a la presion selectiva de los agentes antimicrobianos®”’.

Dentro de las bacterias patogenas con alta incidencia en la cavidad bucal, que se han convertido
en un problema de salud publica por la resistencia a los antibidticos y dificultar el uso de
tratamientos convencionales, se encuentran el Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina
(SARM), Enterococcus faecalis responsable de los fracasos e infecciones en endodoncia!® y
Pseudomonas aeruginosa considerada factor agravante de la enfermedad periodontal''. Seguido
de otro numero no menos importante de bacterias exdgenas que pudieran comportarse como
agentes causales de procesos infecciosos odontolégicos tales como Escherichia coli, Klebsiella

aerogenes (Enterobacter aerogenes), Klebsiella pneumoniae'®'2,

Los mecanismos de resistencia de estas bacterias han evolucionado rapidamente debido a la

presencia de presiones selectivas; sus mecanismos de defensa frente a los antibidticos implican la
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produccion de enzimas que desactivan antibidticos, como las diversas clases de B-lactamasas o
enzimas modificadoras de aminoglucosidos, ademds de cambios en los sitios diana de los
antibiodticos, ya sea limitando la entrada del antibiotico o facilitando su expulsion'. Es reconocido
que Staphylococcus aureus tiene un notable potencial para desarrollar resistencia a los antibioticos,
adquiriendo constantemente nuevos mecanismos lo que le permite ser resistente a los B-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglucosidos, fluoroquinolonas, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol,
vancomicina, daptomicina y linezolid. Donde, la resistencia a penicilina se relaciona a la
produccion de penicilinasas (B-lactamasas) y es conferida por una penicilinasa plasmidica,
inducible, que inactiva la penicilina G, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas o también haciendo
inaccesible la entrada de los B-lactdmicos a su sitio de accion®>'2. En el caso de Enterococcus
faecalis quien se caracteriza por su capacidad de adaptarse a los cambios ambientales severos y
una alta patogenicidad; estos microorganismos son completamente resistentes a las cefalosporinas
y menos susceptibles a los carbapenémicos. La resistencia intrinseca que posee a los B-lactamicos
ocurre por medio de una mutacion en proteina fijadora de penicilina (PBP por sus siglas en inglés)
que hace que se produzca una baja afinidad a estos antibidticos; la resistencia a los
aminoglucdsidos se debe a una mutacioén ribosémica o a la adquisicion de elementos genéticos
moviles que codifican la sintesis de una pared impermeable a estas moléculas; por otra parte, la
resistencia adquirida a la gentamicina estd mediada por enzimas que fosforilan y acetilan el
antibidtico, haciéndolo incapaz de unirse a la sub unidad ribosomal 30s y la resistencia a la
eritromicina de alto nivel es el resultado de un transposén que codifica la resistencia a los
macrolidos'>!3. Por su parte, Streptococcus mutans residente de la microbiota bucal y responsable
de la formacion de la biopelicula dental a través de las enzimas glucosiltransferasas (GTF) y
fructosiltransferasas (FTF), puede actuar como “reservas genéticas” y transferir genes de
resistencia a las bacterias transitorias de la cavidad bucal, donde se habla de un estado fisiologico
de competencia genética que les otorga una capacidad de transformacion genética natural que

facilita la adquisicion de ADN extrafio en el ambiente externo'®!”.

Dentro del grupo de las bacterias Gram negativas, Escherichia coli es una de las de mayor impacto

epidemioldgico, ya que presenta diferentes mecanismos de resistencia, destacandose la accion de
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los inhibidores de [B-lactamasas; entre las bases genéticas de adquisicion de resistencia se
encuentran, la mutacion en un gen cromosdmico, transposones, integrones y principalmente
plasmidos de resistencia, ademads tienen la capacidad de transferirse epidémicamente de modo
horizontal, lo que facilita la adquisicion de nuevos factores asociados a su virulencia a partir de
otras especies !>, Por su parte, Klebsiella aerogenes, posee una enzima AmpC cromosomal que
le confiere una resistencia a las cefalosporinas de primera generacidon, cuando existe
hiperproduccion se puede observar resistencia a los P-lactamicos excepto cefepime y
carbapenemos; de igual forma, se identifica el mecanismo de bombas de eflujo de la familia RND
-Resistencia, Nodulacion, como un paso evolutivo frente al presion de los antibidticos que
contribuye a la resistencia intrinseca adquirida y que expresa fenotipos de multiresistencia
antibiodtica y tolerancia a sustancias biocidas.!” Cabe destacar que han surgido cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a los carbapenémicos y representan un problema clinico importante, por
lo que son particularmente dificiles de manejar ya que albergan AmpC, [B-lactamasas en

cromosomas.

La expresion de AmpC B-lactamasas puede ocurrir por induccion o, méas a menudo, por seleccion

de subpoblaciones hiperproductoras en presencia de ciertos p —lactdmicos 2%2!

y por ultimo,
Pseudomonas aeruginosa presenta una resistencia intrinseca a varios antibioticos lo que limita las
opciones terapéuticas, su membrana externa limita la penetracion de pequefias moléculas
hidrofilicas y excluye las moléculas mas grandes; pequefios antibidticos hidrofilicos como los -
lactamicos y las quinolonas s6lo pueden atravesar la membrana externa a través de porinas, sin
embargo estas porinas pueden adquirir mutaciones haciéndolas deficientes reduciendo su
permeabilidad, modificar los antibidticos o sobreexpresar las bombas de eflujo. Las bombas de
eflujo forman un sistema eficiente de expulsion de los antibioticos como B-lactamicos (excepto

imipenem), fluoroquinolonas, tetraciclina, macrolidos, cloranfenicol, novobiocina, trimetoprima y

sulfonamidas.

Visto este panorama y ubicandonos en la cavidad bucal, con sus caracteristicas anatdémicas,

fisiologicas y ecologicas particulares; con una biopelicula compuesta por una comunidad
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bacteriana diversa, dentro de una matriz formada por polisacaridos, ADN extracelular,
carbohidratos, proteinas y otros componentes bacterianos y un sistema inmunitario del hospedero
siempre alerta, que pudieran favorecer el intercambio de mecanismos de resistencia
interbacterianos'??%; surge la necesidad de buscar en los productos de origen natural, nuevas
moléculas que nos permitan enfrentar la perdida de efectividad de los antibidticos como elementos
controladores de los procesos infecciosos ante el incremento de la resistencia antimicrobiana 4, asi
como el disefio de nuevos sistemas que nos permitan colocar tal molécula en el sitio de la infeccion
a fin de minimizar los efectos colaterales de una terapia oral. Actualmente se han preparado una
gran variedad de nanocompuestos mediante el uso de diferentes matrices de polimeros y
nanorellenos; uno de los biomateriales ampliamente utilizado es el quitosano, un biopolimero
lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil- D-
glucosamina, obtenido por desacetilacion parcial de la quitina, componente estructural de las
conchas de crustaceos, exoesqueletos de insectos y pared celular de hongos. El quitosano exhibe
caracteristicas excepcionales, tales como biocompatibilidad y biodegradabilidad, capacidad de
esterilizarse por cualquier método, al igual que propiedades antibacterianas, antifiingicas,
mucoadhesivas, analgésicas y hemostatica. Siendo este un biopolimero que contiene enormes
posibilidades estructurales para la modificacion quimica que generan nuevas propiedades

importantes para aplicaciones biomédicas®.

Por otra parte, el Propoleo, que es una sustancia resinosa elaborada por las abejas meliferas (4pis
mellifera) a partir de los brotes y exudados de ciertas plantas. Una vez colectado, el material es
enriquecido con secreciones salivares y enzimadticas, y usado para construir y reparar la colmena.
Sin embargo, el propoleo no solo es un material de construccion, sino que también es el “arma
quimica” de las abejas contra los microorganismos patdogenos, la presencia de esta sustancia al
interior de la colmena proporciona un ambiente inadecuado para el crecimiento de bacterias y otros
microorganismos. El propoleo se utiliza desde hace tiempo por sus reconocidas propiedades

antibacterianas, antifiingicas, antivirales, antioxidantes, antitumorales y antiinflamatorias?>.
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En odontologia, son diversas las investigaciones que ponen de manifiesto las propiedades del
quitosano y del propoleo de manera individual, obteniendo resultados satisfactorios como

24,25’ asi

tratamiento en cirugias, endodoncias, restauraciones y control periodontal
como investigaciones han demostrado propiedades quimicas y microbioldgicas de las membranas
de quitosano/propdleo para la regeneracion tisular en cavidad bucal y control de microorganismos
patogenos de origen odontogénico®>*%. No obstante, el estudio antimicrobiano in vitro de las
combinaciones de propoleo y quitosano sobre bacterias odontopatdogenas se ve escaso con respecto
a ciertas especies de estudio, siendo un punto de partida para futuras investigaciones y su
aplicacion en el ambito clinico odontolégico?’. E t 1 te estudi lué

p gico”’. Es por esto, que, en el presente estudio, se evaluo

la susceptibilidad de bacterias patdégenas de interés odontologico a una mezcla de quitosano y

propoleo.

MATERIALES Y METODOS

Se desarroll6 una investigacion explicativa de tipo experimental, en un contexto de laboratorio, a
través de pruebas in vitro, para establecer la susceptibilidad de siete cepas bacterianas al propéleo
contenido en un gel o una membrana de quitosano. Las especies bacterianas Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus mutans CVCM 656,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae
y Klebsiella aerogenes (aislados clinicos) son pertenecientes al cepario de la Cétedra de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Los Andes. Por otra parte, la
tintura de propoleo (TP) fue adquirida en la Tienda Apicola ubicada en la calle 21 entre Avenidas
7y 8. Sector El Espejo de la ciudad de Mérida — Venezuela, de acuerdo a las especificaciones del
fabricante se trata de una tintura de propodleo elaborada al 45% p/v de propdleo y el gel de
Quitosano al 5% fue elaborado en el Centro de Investigaciones Odontologicas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Los Andes (ULA), a partir de 5 gr de quitosano Quitosan®,
GUINAMA certificado para uso médico, con 2 mL de acido acético al 99%.

Se prepararon las membranas de quitosano y propoleo colocando 1 mL del gel de Quitosano al 5%

en placas plasticas a la cual se le adicion6 el volumen equivalente de tintura de propoleo (Tabla
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1), se mezclaron hasta homogeneizar y se colocaron en una estufa de calor seco a 55 °C durante
16 horas. Las membranas fueron removidas manualmente de las placas plasticas, se recortaron en
tamafios de 2 mm x 2 mm y se sometieron a esterilizacion con luz ultravioleta. Por otra parte, se
prepararon los geles de quitosano, colocando 1 mL de Quitosano al 5% en tubos de ensayo a los
cuales se les adiciond el volumen equivalente de tintura de propdleo segun la Tabla 1.

Tabla 1. Volimenes utilizados para la preparacion del gel y las membranas de Propodleo/Quitosano.

Volumen de gel de quitosano 5% Volumen tintura de propoleo 45% Concentracion final Q/P

1 mL 568 uL 256 ug/mL
1 mL 284 uL 128 pg/mL
1 mL 142 uL 64 ng/mL
1 mL 71 uL 32 ug/mL
1 mL 35,5ul 16 ug/mL
1 mL 17,75 uL 8 ug/mL

Paralelamente, se realiz6 la reactivacion de los monitores bioldgicos, inoculando 20 pL de la cepa
en tubos de 5 mL caldo tripticasa soya (HiMedia) y se incubaron a 35 °C £ 2 °C por 24 horas. De
los cultivos obtenidos se inocularon placas de Agar tripticasa soya (HiMedia) y se incubaron a 35
°C £ 2 °C por 24 horas, concluido el tiempo de incubacion se verificé la pureza de cada cepa tanto
macroscopica como microscopicamente y, por ultimo, se elaboraron suspensiones bacterianas
equivalentes al tubo 0,5 de la escala McFarland en tubos de 5 mL de solucion fisiologica salina

estéril.

Para la evaluacion de la susceptibilidad bacteriana, se inoculo, por triplicado, 180 pL de la
suspension bacteriana 0,5 McFarland de las cepas en estudio, en tubos de 12 mL de agar Miieller-
Hinton fundido y temperado a 45 °C, se homogenizo y se vertid sobre las placas que contenian
cilindros de acero esteriles, dejando solidificar para luego retirarlos.

Se colocaron los trozos de membrana dentro de los pozos y se humedecieron con 80 uL de saliva
artificial para favorecer la difusion de los agentes antibacterianos contenidos en la membrana. En

el caso de los geles se dispensaron 80 puL del gel en el pozo correspondiente. Las placas obtenidas
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se dejaron reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron a 35 °C en aerobiosis
sin invertir durante 6 horas para luego invertirlas e incubarlas a 35 °C, hasta completar las 24 horas

(Figura 1). Se utiliz6é Clohexidina como control positivo y agua destilada como control negativo.

Figura 1. Resultados obtenidos luego de 24 horas de incubaciéon. Notese los halos de inhibiciéon

mostrados por el control positivo.

Finalmente se observo el efecto antibacterial, evidenciando la presencia de halos de inhibicion y

realizando su medida con ayuda de un vernier, por reverso de las placas.

RESULTADOS

Luego de desarrollar de la parte experimental no se observo la presencia de halos de inhibicion en
ninguna de las tres placas elaboradas para las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Streptococcus mutans CVCM 656; ni para
las bacterias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
35218 y los aislados clinicos Klebsiella pneumoniae y Klebsiella aerogenes utilizadas como
monitores bioldgicos, tanto para los ensayos para las membranas como para el gel de quitosano y

propoleo en sus diferentes concentraciones (256 ug/mL; 128 pg/mL; 64 ng/mL; 32 pg/mL; 16

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ANDAMIOS...MALDONADO etal. 39
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pg/mL; 8 pg/mL). Solo se observaron halos de inhibicién en el caso del agente quimico usado

como control positivo Clorhexidina al 0,12%.

DISCUSION

Existe una gran variedad de métodos de laboratorio que permiten evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro de un extracto o compuesto puro, para asi crear oportunidades para el
disefio de nuevos medicamentos para el control microbiano®®, siendo la difusion en disco, la
difusién de pozos y la dilucion en caldo o en agar son de uso comun. A través del uso de estas
técnicas los investigadores han logrado demostrar las propiedades antibacterianas de numerosos

compuestos quimicos y biomoléculas presentes en los productos naturales.

Diversos estudios han demostrado la actividad antibacteriana del propdleo y el quitosano bajo

diferentes formulaciones?’; principalmente sobre bacterias Gram positivas y en menor proporcion

1.30

sobre bacterias Gram negativas es asi que, para el propoleo, Uzel et al.”” , evaluaron la actividad

antimicrobiana del propdleo contra los microorganismos S. sobrinus, E. faecalis, M. luteus, C.

albicans, S. mutans, P. kudriavzevii (C. krusei), S. aureus, S. epidermis, K. aerogenes (E.
aerogenes) y P. aeruginosa utilizando el método de macrodilucion, demostraron que la
concentracion minima inhibitoria de las muestras de propdleo oscilaron entre 2,0 y 256 mg/ml,
siendo efectiva a distintas concentraciones para las distintas cepas estudiadas; Polanco et al. 3!,
realizaron un estudio con sensidiscos impregnados con: plata coloidal, sangre de drago y propdleo
sobre Proteus spp., Klebsiella spp. y E. coli, obtenidas de urocultivos usando como control
fosfomicina, determinaron que los tres componentes inhiben el crecimiento de las bacterias, pero
menor efectividad que la fosfomicina.

1. 32, establecieron la concentracion minima inhibitoria un extracto

Por otra parte, Nazeri ef a
alcoholico de propdleo, para cuatro especies bacterianas, S. aureus, S. mutans, L. acidophilus y E.
faecalis mediante dilucion en agar, y adicionalmente elaboraron un enjuague bucal de propdleo y

se compar6d con agua, clorhexidina (CHX) y Listerine utilizando ratas de laboratorio para el
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examen clinico; concluyendo que el enjuague bucal de propoleo fue mas eficaz contra las bacterias
orales estudiadas en comparacion con Clorhexidina y Listerine.

En contraposicion a los resultados obtenidos en esta investigacion, tenemos el estudio de Cedillo
et al. ¥ donde se evidenciaron halos de inhibicién para S. aureus y E. faecalis cuyos halos
mostraron una susceptibilidad limite a las 24 horas que varid a susceptibilidad media luego de 48
horas. Luego, Arguto et al. ??, evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
liofilizado de propodleo, mediante difusion en agar, microdilucidon colorimétrica y espectrometria
de absorciéon atdmica demostrando que los extractos de propdleo presentan actividad
antimicrobiana sobre S. aureus ATCC 6538 y P. aeruginosa ATCC 9027. Cedillo et al. *,
determinaron la actividad antibacteriana de Tintura de Propoleo al 45% sobre S. aureus ATCC
25923, E. faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853 y determinaron la CIM utilizando la
técnica de macrodilucion en tubos, estableciendo una CIM de propoéleo de 8 pg/mL para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 128 ng/mL para Enterococcus faecalis ATCC 25923 y no

presento efecto antibacterial sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Con respecto al quitosano, Llumiquinga **, analiz6 las propiedades antibacterianas del quitosano
de peso molecular medio y con un grado de desacetilacion del 77%, en forma de gel antiséptico
para aplicacion topica frente a E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, mediante el método de difusion
en agar, usando Triclosdn como control positivo, se determind que la concentracion de quitosano
de 0,1 % y la concentracion de gelificante de 0,3 % permitieron la obtencion de un gel antiséptico
con una alta actividad antibacteriana frente a S. aureus, sin embargo, las mismas soluciones de
quitosano no presentaron actividad antibacteriana frente a E. coli y P. aeruginosa, resultados que
coinciden parcialmente con los obtenidos en esta investigacion al no mostrar efecto contra

bacterias Gram negativas; Wang et al. *°

, evaluaron el efecto del quitosano y el cloruro de
quitosano de N-(2-hidroxilo) propil-3-trimetilamonio (HTCC) sobre E. faecalis asociado con la
infeccion endoddntica demostrando un efecto antibacteriano significativo en la biopelicula de E.
faecalis a través de la interaccion de carga, en contraposicion a los resultados obtenidos para las

bacterias Gram negativas evaluadas en este trabajo.
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Por su parte, Antunes et al. *°

prepararon peliculas de quitosano (CS) y aceites esenciales que
contenian eugenol (PVA) proporcion 30/70 p/p; 9% en peso por el método de inversion de fase y
colada en disolvente sobre cepas de S. aureus y P. aeruginosa; Las peliculas de CS por si solas
fueron eficaces contra S. aureus y P. aeruginosa y capaces de erradicar a P. aeruginosa dentro de
la hora. Aun asi, las peliculas CS/PVA cargadas mostraron rasgos significativamente mejorados
en relacion con las peliculas descargadas dentro de las 2 h del contacto; Ruiz *7 2020, evalué un
hidrogel de quitosano/extracto etanolico Rumex obtusifolius la cual posee actividad antiadhesiva

contra S. mutans CDBB-B-1455 a los 20 y 60 minutos en medio de cultivo Mitis Salivarius y

Sacarosa y Fosfato.

Lopez et al. *8

estudiaron la identificacion y sensibilidad antibidtica de los microorganismos P.
mirabilis, E. coli, K. aerogenes (E. aerogenes), P. aeruginosa, K. pneumoniae y M. morganii se
determind en microplacas, y se desarrollaron pruebas in vitro por la técnica de difusion en agar
Todas las membranas mostraron efectos antimicrobianos por contacto directo. Es importante

destacar que Cedillo et al. **

en estudios previos realizados en la Facultad de Odontologia ULA no
lograron mostrar efecto inhibidor del gel de quitosano sobre S. aureus ATCC 25923, E. faecalis
ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853. Lo que permite demostrar que el gel de quitosano
preparado en la facultad de Odontologia ULA no posee actividad antibacteriana sobre las bacterias
en estudio, situacion que puede estar relacionada con el proceso y tiempo de elaboracion, los
ingredientes utilizados, entre otros factores, pero lo hace un buen vehiculo para la incorporacion

de moléculas bioactivas y la evaluacion de su actividad antibacteriana.

Uno de los grandes retos de la industria farmacéutica esta relacionado al disefio de Farmacos. La
brecha entre los hallazgos y pruebas in vitro tanto quimicas como bioquimicas; y la incorporacion
en un vehiculo apropiado, inerte, amigable, rentable entre otras caracteristicas plantea un proceso
de pruebas de ensayo y error que conducen a la estandarizacion proceso de produccion en masa.
Sobre la base de la afirmacion anterior, diversos estudios afirman la utilidad del quitosano como
vehiculo de biomoléculas®?, en este estudio, se elaboraron geles y membranas de quitosano con las

concentraciones establecidas y se evaluaron in vitro a través de pruebas microbioldgicas, los
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resultados arrojados por estas pruebas mostraron que no hubo actividad antimicrobiana por las
membranas en ninguna de sus concentraciones. Mismo caso que obtuvo Ledn et al. *°, donde
probaron la actividad antimicrobiana de membranas de quitosano-alcohol polivinilico y extracto
etandlico de propdleo sobre cepas de S. aureus y P. aeruginosa, donde no hallaron halos

inhibitorios creados por las membranas.

En contraposicion, Luaces *!, fabrico un gel de quitosano y extracto etandlico de propdleo en una
unica concentracion el cual probo microbioldégicamente contra cepas de S. aureus y E. faecalis por
el medio de difusion de Kirby-Bauer, donde obtuvo halos inhibitorios para ambas bacterias con un
diametro que variaba entre 21 — 30 mm, siendo estos resultados contradictorios con los obtenidos

en el presente trabajo.

1. * investigaron la accidn antimicrobiana y propiedades antibiopelicula contra E. faecalis

Ongeta
de una nanoformulacion de quitosano-propoleo en base a condiciones fisicoquimicas ideales. Esta
formulacion inhibi6 la formacion de biopelicula y redujo el nimero de bacterias en la biopelicula
en 90 % a una concentraciéon de 200 pg/ml. Cuando se probd en biopeliculas preformadas, la
formulacion redujo la contaminacion bacteriana en la biopelicula en 40% y 75% a 200 y 300 pg/ml,
respectivamente; no solo redujo el nimero de bacterias, sino que también alter6 fisicamente la

estructura del biopelicula. El-Sheikh et al. °

sintetizaron nanoparticulas de quitosano y
nanocompuestos de quitosano-propdleo y demostraron la actividad del nanocompuesto de
quitosano/propoleo a una CMI 0,5 pg/ml contra S. aureus, 2 pg/ml contra E. coli y 4 pg/ml contra

Salmonella.

En un estudio similar realizado por Cedillo et al. *

, quienes elaboraron membranas de
quitosano/propdleo con la CIM obtenidas previamente y evaluaron el efecto antimicrobiano
mediante método de difusion en agar utilizando como grupo control gluconato de clorhexidina al
0,12% no se alcanzd evidenciar la presencia de actividad antibacteriana sobre las bacterias
estudiadas, en las concentraciones ensayadas, en concordancia a los resultados obtenidos en el
presente trabajo. Tales resultados permiten inferir que las moléculas bioactivas del propoleo, por
una parte, se quedan atrapadas dentro de la malla de quitosano y no pueden difundir en el agar o

que la técnica de difusion en el agar no provee las condiciones necesarias para favorecer la difusion
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de la molécula de la membrana al agar. De alli la importancia de probar nuevas técnicas de

elaboracion del gel de quitosano, asi como otras técnicas microbioldgicas y bioldgicas que

permitan evidenciar el efecto antibacterial demostrado en otros estudios.

CONCLUSIONES.

No se logro evidenciar efecto antimicrobiano sobre las bacterias estudiadas, mediante las técnicas
microbiologicas desarrolladas, tanto para los ensayos para las membranas, como para el gel de
quitosano y propoleo en sus diferentes concentraciones. Tales resultados sugieren la evaluacion de
otros métodos in vitro para demostrar la presencia de actividad antibacteriana del propoleo,
referenciada por otros autores, asi como el estudio del efecto in vivo de las membranas y el gel

sobre heridas quirtirgicas en animales de experimentacion.
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