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Resumen

El area de la salud se mantiene en una continua exploraciéon de nuevas opciones para el control de
infeccion siendo los productos naturales una gran alternativa. Actualmente el quitosano y propdleo son
ampliamente utilizados en Odontologia, con resultados favorables. De alli que se planteé determinar
mediante una investigacion explicativa con disefio experimental de laboratorio, el efecto antibacteriano de
una membrana de quitosano y propodleo sobre patogenos de interés odontoldgico. Se determinod la
actividad antibacteriana preliminar de tintura propdleo al 45% (TP45%) sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa utilizando la técnica de difusion en agar modificada con
pozos, posteriormente se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante macrodilucion
en tubos y se elaboraron las membranas de quitosano/propdleo, las cuales se evaluaron a través del
método de difusion en agar por triplicado, utilizando como control gluconato de clorhexidina al 0,12%. S.
aureus fue mas susceptible que E. faecalis, no se observé efecto inhibitorio sobre P. aeruginosa. La CIM
para S. aureus fue 16 ug/mL mientras que para E. faecalis fue 128 ug/mL. TP45% mostr6 actividad frente
las bacterias Gram positivas, sin embargo, el efecto no se conservdo en las membranas de
quitosano/propoleo.

Palabras clave: quitosano, propdleo, compuestos antibacterianos, membranas.
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Sumary

The health area is constantly exploring new
options for infection control, with natural
products being a great alternative. Chitosan and
propolis are currently widely used in dentistry,
with favorable results. Hence, it was proposed to
determine, through an explanatory investigation
with an experimental laboratory design, the
antibacterial effect of a chitosan and propolis
membrane on pathogens of dental interest. The
preliminary antibacterial activity of 45%
propolis dye (TP45%) on Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis and Pseudomonas
aeruginosa was determined using the modified
agar  diffusion  technique  with  wells,
subsequently  the minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by
macrodilution in tubes. and the chitosan/propolis
membranes were prepared, which were
evaluated by the agar diffusion method in
triplicate, using 0.12% chlorhexidine gluconate
as a control. S. aureus was more susceptible than
E. faecalis, no inhibitory effect on P. aeruginosa
was observed. The MIC for S. aureus was 16
ug/mL while for E. faecalis it was 128 ug/mL.
TP45% showed activity against Gram positive
bacteria, however, the effect was not preserved
in chitosan/propolis membranes.

Keywords: chitosan, propolis, antibacterial
compounds, membranes.

Introduccion

La cavidad bucal es considerada un ecosistema
microbiano', ya que alberga innumerables
bacterias que conforman la microbiota bucal;
donde algunas de ellas tienen capacidad
odontopatdgena’, tal es el caso de Streptococcus
del grupo mutans3, Lactobacillus® . Actino-
myces®, Porphyromonas gingivalis®, Prevotella
intermedia’, Tannerella forsythia®, Treponema
denticola®,  Fusobacterium  nucleatum® vy
Staphylococcus aureus®, quienes pueden ser
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causantes de diferentes enfermedades bucales’.
Ademas de Ila microbiota bucal antes
mencionada, otras bacterias exdgenas, pueden
causar sobreinfecciones, donde se aislan
enterobacterias como Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aerugi-
nosa; bacterias que cuentan con una diversidad
de factores de virulencia y resistencia
antimicrobiana y afectan otros sitios ana-
tomicos.®

Por décadas, la clorhexidina se utiliza como el
antiséptico bucal de eleccion para la prevencion,
manejo y control de infecciones bucales’; No
obstante, ha demostrado efectos adversos al
emplearla por tiempo prolongado y algunos
efectos toxicos, como la tincién en dientes,
tejidos blandos y restauraciones, alteracion del
sabor, sensacion de ardor e irritacion de la
mucosa y tumefaccion parotidea.'®™"!

En el é4rea de la salud se han estudiado los
productos naturales, como respuesta al
incremento de la resistencia a los antibidticos y
sus efectos secundarios'?, asi como por sus
multiples  propiedades  terapéuticas, facil
disponibilidad y costos accesibles’’. De alli
destaca el uso de tratamientos apicolas llamados
“apiterapia”, siendo el propoleo uno de los mas
conocidos®. El propéleo es un polimero resinoso
natural producido por las abejas'? a partir de las
plantas'™ y exudados de las cortezas de los
arboles'’, ésta resina lipofilica es pegajosa y
flexible al exponerse al calor, o dura y
quebrantable a bajas temperaturas'>. En sus
propiedades, el propdleo destaca como agente

. . 14.1 . 14,1 LS
antioxidante'*"*,  antitumoral'*">,  antimicro-

bianoM, antiinﬂamatoriolz’M, antift'lngicolz’14’15,
. . L 121821222426
anticancerigeno y antiviral asi como
o . 12,14
se ha encontrado actividad antibacteriana
sobre diversos microorganismos, reconocidos
como resistentes a los antibidticos'”. El propéleo
al poseer multiples actividades bioldgicas y ser
una fuente de polifenoles, tiene alto potencial

para ser utilizado como un agente activo que se
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puede incorporar en peliculas'®. En odontologia
se ha incorporado en multiples usos con
resultados beneficiosos donde se destacan el
efecto  antibiopelicula'>'*,  desinfectante'* vy
sellador endodénticoB, desinfectante cavitario,
agente preventivo de la hipersensibilidad
dentarialz’B, material restaurativo, efecto carios-
téticolz, antiinflamatorio, coadyuvante en el
tratamiento de la enfermedad periodontal>*,
preservante de la vitalidad de células periodon-
tales en dientes avulsionados“, inductor de la
regeneracion tisular periodontal®' y reparacion
de la mucosa bucal ulcerada.'*

En otro orden de ideas, el quitosano, es derivado
de la desacetilacion de la quitina, el segundo
polisacarido mas abundante del planeta y cuya
fuente de obtencién principal son los
exoesqueletos de los crustaceos'®'” como el
cangrejo y camarén'®, algunos insectos, hongos y
plantas'™'®. El quitosano es considerado un
polisacdrido con una inmensa cantidad de
beneficios, donde resalta el ser biocompatible,
biodegradable, bioadhesivo, no toéxico y ademas
de bajo costo'”"’, con maultiples propiedades
donde se destaca como agente antibacteriano.'®

Debido a esto, se convierte en un agente ideal
para aplicaciones topicas y sistémicas en la
medicina y farmacologia, para el tratamiento de
infecciones®. La actividad antimicrobiana del
quitosano presenta un amplio espectro que
incluye Dbacterias Gram negativas, Gram
positivas y hongos'’; su cualidad mas noble
radica en la estructura molecular, ya que posee
grupos funcionales reactivos que permiten
realizar diferentes uniones electroquimicas a
nivel celular y molecular; convirtiéndolo en un
vehiculo ideal para farmacos."”

En el ambito odontoldgico el quitosano, ha
demostrado su actividad antimicrobiana al cubrir
superficies y protegerlas contra infecciones;
especificamente se ha comprobado que las
superficies recubiertas con quitosano resisten la
biopelicula de S. epidermidis, S. aureus,

Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa y Candida
albicans.®'®

Ademas, se ha empleado en diferentes formas
como membranas, hidrogeles, gelatinas, entre
otras' """ y en distintas disciplinas, tales como,
endodoncia para el tratamiento e irrigacion del
canal radicular'®, periodoncia'>'” y cirugia en
la restitucion de tejidos duros y blandos
perdidos'®, regeneracion ésea guiada'’ y para
cubrir defectos Oseos causados por diversas
etiologias.'>'""

Investigadores han planteado el uso de quitosano
como vehiculo de otras sustancias®*'. En el caso
del propoleo, demostraron la posibilidad de
unién a través de interacciones quimicas'®. Lo
que vislumbré la oportunidad de estudiar la
accion antimicrobiana de dichos compuestos en
conjunto, bajo diferentes presentaciones y su
posible aplicacion en las especialidades de la
odontologia, tales como: operatoria dental
desarrollando un barniz y gel adhesivo de
quitosano/propoleo  con  posible  efecto
anticariégeno' ', en endodoncia utilizando un
gel de quitosano/propdleo como posible irrigante
y medicamento intraconducto.**

Se ha estudiado el papel del propdleo en
nanoparticulas con quitosano contra E. faecalis;
demostrando que la nanoformulaciéon de
quitosano-propoleo puede considerarse como un
potencial agente anti-biopelicula para resistir
infecciones que involucran la formacion de
biopelicula en heridas cronicas e infecciones del
sitio  quirargico”. A pesar de contar con
suficientes estudios in vivo que han evaluado la
actividad antimicrobiana, de membranas de
quitosano combinadas con propoleo sobre
bacterias odontopatdgenas son escasos los
estudios, in vitro, es por ello, que el objetivo de
esta investigacion fue el establecer la
concentracion de propdleo presente en una
membrana de quitosano que garantice un efecto
antibacteriano sobre S. aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa.
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Materiales y Métodos

Como monitores biologicos fueron utilizadas las
cepas bacterianas S. aureus ATCC 25923, E.
faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC
27853, pertenecientes al cepario de la Catedra de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Los Andes. La Tintura de
Propdleo al 45% P/V (TP45%) fue adquirida en
la Tienda Apicola ubicada en el sector El Espejo
de la ciudad de Mérida - Venezuela.

Por su parte el gel de quitosano al 5% fue cedido
por el Centro de Investigaciones Odontoldgicas
de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Los Andes (ULA)?. Los monitores
biologicos se reactivaron, inoculando 20 pL de
cada cepa en tubos de caldo tripticasa soya
(HiMedia) y se incubaron a 35°C + 2°; se realizo
un subcultivo a agar tripticasa soya (HiMedia),
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se incubo a 35°C + 2° y se verifico la pureza de
las cepas. A partir de los cultivos solidos, se
prepararon suspensiones bacterianas, en tubos de
5 mL de solucioén fisiologica salina estéril, hasta
lograr una turbidez 0.5 de la escala McFarland.

Fase I: Prueba preliminar de susceptibilidad
a la tintura de propoleo al 45% y el gel de
quitosano

Se inocularon, por triplicado, 180 pL (2%) de la
suspension bacteriana 0,5 McFarland obtenida
en el paso anterior, en tubos de 12 mL de agar
Miieller-Hinton fundido y temperado a 45°C, se
homogenizod y se vertid sobre placas de Petri que
contenian cilindros de acero y se dejo solidificar
para proceder retirar los cilindros. Se
dispensaron 10 pL de los agentes
antimicrobianos en estudio (Figura 1).

I. Extracto etandlico de propoleo
II. Gel de quitosano

III. Etanol

IV. Agua destilada estéril

V. Gluconato de clorhexidina

Figura 1. Distribucion de los agentes antimicrobianos en evaluacion y
los controles en la placa de agar Miieller-Hinton con pozos.

Asi como los compuestos utilizados para la
preparacion de la tintura de propodleo y el gel de
quitosano en el pozo correspondiente (Figura 2);
se dejaron reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las placas obtenidas 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.
Finalmente se evidenciod el efecto antibacterial,
mediante la presencia de halos de inhibicion y se
realizaron las medidas por reverso de las placas
con ayuda de un vernier (Figura 3). En el caso
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del acido acético el experimento se realizo en
placas separadas por ser éste un compuesto
volatil podia comprometer los resultados. Los

e Sl
Figura 2. Incorporacion de TP45% al pozo

Fase II: Determinacion la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) del extracto
etandlico de propdleo

Se emple6 el método de macrodilucion en
caldo®™. A partir de una solucion madre de
tintura de propdleo (1280pg/mL) y tomando en
cuenta los resultados obtenidos en la prueba
preliminar, se prepararon diluciones en el rango
de diluciones de 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 y 128
pg/mL.

Por otra parte, a partir de cepas puras y frescas
de 24 horas de incubacién se prepararon
suspensiones concentradas en Solucion Salina
Fisiologica Estéril (SSFE), las cuales fueron
ajustadas al patron 0,5 McFarland y se realiz6
una dilucion 1:10 (9 mL de SSFE + 1 mL del
in6culo 0,5 McFarland).

Adicionalmente se prepararon tubos con
Gluconato de Clorhexidina como control

valores obtenidos se compararon con la escala de
Durafford®.

Figura 3. Medida de halos de inhibicion con
el vernier

positivo y agua destilada como control negativo.
Todos los tubos fueron inoculados, por
triplicado, con 1 mL de la dilucion 1:10 del
in6culo bacteriano, seguidamente se
homogenizaron y se incubaron a 37°C durante 24
horas. La CIM correspondi6 a la menor
concentracion donde no se observd turbidez en
cualquiera de los tubos.

Fase III: Prueba de susceptibilidad
microbiana de la membrana de quitosano —
propoéleo experimental

Se prepararon membranas, colocando en placas
plasticas 1 mL del gel acido de quitosano al 5%
y un volumen de tintura de propoleo necesario
para alcanzar las concentraciones establecidas
(Tabla 1) y se mezcld hasta homogeneizar.

Las placas plasticas fueron llevadas a una estufa
de calor seco a 55°C durante 16 horas hasta
obtener las membranas de quitosano — propdleo
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(MQP), las cuales fueron

removidas
manualmente, recortadas en tamanos de 2 mm x

Cedillo Medina Isbel Alejandra, Fernandez Becerra Yaneth

\ del Valle, Gonzilez Anajulia, Salas-Osorio Elaysa

ultravioleta.

2 mm y sometidas a esterilizacion con luz

Tabla 1. Susceptibilidad de S. aureus, E. faecalis y P. aeruginosa a la tintura de propoleo al 45%

Tiempo de

A 4

Cepa Incubacién Propoleo Clorhexidina
241 20+ 1,7 (19) 24,7+ 0,6 (25)
S aureus Sumamente sensible ~ Sumamente sensible
ATCC 25923 20+2,5(19,9) 24,7+ 1,9 (25,3)
48 h : .
Sumamente sensible Sumamente sensible
241 13+0,1 (13) 15,3+0,3 (15,2)
E. faecalis Sensibilidad limite Sensibilidad media
ATCC 29212 43 14+ 1,2 (13,5) 15,1 + 1,1 (15,6)
Sensibilidad media Sensibilidad media
2 h ) 10,5+ 0,6 (10,4)
ATCC 27853 S h 10,5+ 1,2 (10,8)

Sensibilidad limite

Se muestra la media + desviacion estandar y la mediana (entre paréntesis).

Resultados

Fase I: Prueba de susceptibilidad bacteriana

La Tabla 1, exhibe los resultados de actividad
antibacteriana preliminar de la tintura de
propdleo al 45% (TP45%) sobre las cepas en
estudio, ya que no se observd efecto inhibidor en
el resto de los agentes antimicrobianos
evaluados.

Por otra parte, en la figura 4, al comparar los
resultados obtenidos con la escala de Duraffourd,
se evidencia que S. aureus (la) fue la cepa
bacteriana mds susceptible con halos de
inhibicion de 20 + 1,7 mm (19) para TP45% y
24,7 £ 0,6 mm (25) para clorhexidina a las 24
horas; 20 + 2,5 mm (19,9) para TP45% y 24,7 +
1,9 mm (25,3) para clorhexidina a las 48 horas
mostrando una diferencia  estadisticamente

significativa. Para E. faecalis (lb), la
comparacion de las medidas de los halos
obtenidos en la tintura de propdleo y
clorhexidina establecen que no existe diferencia
significativa entre los valores; para la Tintura de
Propoleo las medidas se hallaron dentro de la
susceptibilidad limite 13 £ 0,1 mm (13) a las 24
horas y 14 + 1,2 mm (13,5) a las 48 horas,
mientras que para el control positivo se
mantuvieron en el rango de susceptibilidad
media 15,3 + 0,3 mm (15,2) a las 24 horas y 15,1
+ 1,1 mm (15,6) a las 48 horas; sin embargo,
entre los valores de los halos inhibitorios
tomados a las 24 horas se establece una
diferencia significativa donde p=0,0001; ya que
la tintura de propoleo demostré una
susceptibilidad limite y el control positivo
susceptibilidad media. Cabe destacar que los
halos de inhibicion exhibidos por S. aureus y E.
faecalis (luego de 48 horas) fueron comparables
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con los del control positivo (gluconato de susceptibilidad limite a las 24 horas que vari6 a

clorhexidina), cuyos halos mostraron una susceptibilidad media luego de 48 horas.
S. aureus E. faecalis P. aeruginosa
p=0,064 p=0,268 1
p0011 M peo00t
p=0,099 p=0,786 p=0,068
304 p=0,986 _— p=0,217
154
10
£ g0 E E
£ i i
° o 10 °
] T T
I I I
5
104
5.
0- 0- i
2%4h 48h A4h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Propéleo Clorhexidina Propéleo Clorhexidina Propéleo Clorhexidina
la 1b 1c

Las barras muestran la media + desviacion estandar (dispersion). Se indican los valores de p. La significancia
estadistica se evalud con la prueba T de Student. Se consideraron significativos los valores de p<0,05.

Figura 4. Susceptibilidad de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212y

P. aeruginosa ATCC 27853 a la tintura de propdleo al 45%

En el caso de P. aeruginosa (1c) no se observo
efecto antibacteriano frente a la tintura de
Propdleo, mientras  que  exhibid6  una
susceptibilidad limite en el control positivo. 10,5
+ 0,6 mm (10,4) a las 24 horas y 10,5 £ 1,2 mm
(10,8) a las 48 horas. No se observd efecto
inhibidor en las cepas, por parte del gel de

quitosano, ni el etanol al 99%, utilizados como
excipientes en este estudio. Es importante aclarar
que, con respecto a la escala de Duraffourd, los
resultados plasmados en la tabla 2 se cifien a la
bibliografia consultada que indica el uso del
término sensibilidad, sin embargo, el término
adecuado es susceptibilidad®.

Tabla 2. Preparacion de las membranas de quitosano/propoéleo.

Cepa Gel de Tintura de Concentracion de la
quitosano 5% propdleo 45% membrana Q/P
E. faecalis 1 mL 284 uL 128 pg/mL
ATCC 29212 I mL 568 uL 256 pg/mL
S. aureus 1 mL 35,5uL 16 ng/mL
ATCC 25923 1 mL 71,1 uL 32 pg/mL

Odous Cientifica. 2022; 23(1) Online ISSN: 2665-0193 - Print ISSN: 1315-2823
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Fase II: Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) del extracto etanoélico de propdleo

La Figura 5, muestra una CIM para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 de 8
pg/mL ratificando su mayor susceptibilidad a la
tintura de propoleo respecto a la CIM de 128

E. faecalis
Propoleo

S.aureus

E. faecalis
Clorhexidina

S.aureus

N

Cedillo Medina Isbel Alejandra, Ferniandez Becerra Yaneth
del Valle, Gonzalez Anajulia, Salas-Osorio Elaysa

32
Concentracién (pg/mL)

A 4

ug/mL obtenida para FEnterococcus faecalis
ATCC 29212.

Es importante resaltar que el gluconato de
clorhexidina mostr6 una gran actividad
inhibitoria a bajas concentraciones sobre las
bacterias estudiadas.

16 8 4 2 1

Figura 5. Concentracion Inhibitoria minima de la Tintura de propoleo al 45% para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Fase III: Susceptibilidad bacteriana frente a
la membrana de quitosano/propoleo

Una vez concluido el proceso de determinacion
de la actividad antibacteriana de una molécula
bioactiva, el siguiente paso es la busqueda de un

vehiculo  manejable, que permita una
administracion adecuada 'y garantice la
liberacion del compuesto y por ende su

actividad. Las membranas de quitosano/propoleo
se prepararon siguiendo la metodologia indicada
y cuidando todas las variables. Sin embargo, al
desarrollar la técnica de difusion en agar no pudo
evidenciarse la presencia de halos de inhibicion
en ninguna de las concentraciones de TP45%
ensayadas.

Discusion

Es ampliamente reconocido que el uso
indiscriminado de los antibidticos produce un
incremento en la resistencia bacteriana a los
mismos”’. 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 dificultan el
uso de tratamientos convencionales27, se
encuentra 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.”’

Mayta et al (2010)*® determinaron que el
extracto etanolico de propoleo presenta un
mayor efecto inhibidor sobre cepas de S. aureus,
resultados que coinciden con la presente
investigacion. Por otra parte, Barragan (2015)*
al estudiar el efecto antibacteriano in vitro de
una tintura de propoleo sobre E. faecalis,
observo una media de halos de 10,18 mm similar
a lo hallado por Infantes (2017)°, cuya
investigacion demostré una media de halos de
inhibicion de 13,72 mm, siendo éste el valor
cercano a los aqui presentados. En el caso de P.
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aeruginosa, investigaciones revelan la presencia
de inhibicion por el antimicrobiano en
estudio®'*?, a diferencia de la susceptibilidad
nula encontrada en este trabajo. Esto nos permite
inferir que la tintura de propoleo contiene
compuestos bioactivos capaces de afectar de una
manera eficaz a las estructuras y el metabolismo
de las bacterias Gram positivas respecto a las
Gram negativas'"'°>. De alli que es importante
ensayar dicho compuesto sobre otras bacterias
Gram negativas asociadas a procesos infecciosos
odontologicos, tomando como punto de partida
las diferencias estructurales, metabolicas,
biologicas, de virulencia, existentes entre ellas y
sin dejar a un lado el hecho de que es
ampliamente reconocido que la composicion del
propoleo puede variar dependiendo de diversos
factores tales como origen, clima, tipo de
abeja'>'* y frente a la variabilidad de los
resultados  presentados en las diferentes
investigaciones abordadas, queda demostrada la
necesidad de estudiar y caracterizar los
propoleos segun las zonas donde se producen y
continuar la busqueda de la molécula bioactiva
responsable del efecto inhibidor.

Con respecto a los resultados obtenidos con los
otros agentes antimicrobianos evaluados en este
estudio; en la primera fase, se observo que al
igual que Tapia (2018)*, que el gluconato de
clorhexidina al 0,12% posee mayor actividad
antibacteriana que el extracto etandlico de
propodleo. Es importante sefalar que para obtener
la tintura o extracto etandlico de propdleo, se
requiere etanol al 99% como diluyente;
conociendo sus propiedades antimicrobianas, se
evalu6 su inocuidad sobre las bacterias objeto de
prueba, verificando la ausencia de tal efecto, por
lo cual, la actividad antibacteriana obtenida fue
netamente atribuida al propoleo.

Por otra parte Luaces™ estudi6 la actividad del
gel de quitosano sobre E. faecalis, hallando una
media en el halo inhibitorio de 17,71 mm,
resultados que difieren de los obtenidos, puesto

que el gel de quitosano utilizado no mostro
actividad sobre ninguna de las cepas estudiadas.

Una vez reconocida la actividad antibacteriana
de una biomolécula, el paso siguiente es
determinar la concentracion capaz de inhibir el
crecimiento  bacteriano, tal concentracion
permite establecer una medida que puede ser
utilizada en el disefio de productos con fines
terapéuticos. Existen diferentes métodos para
establecerla, sin embargo, la técnica gold
standard es la propuesta por el CLSL.>

En la fase II de este trabajo, se obtuvo una CIM
para E. faecalis de 128 ng/mL y para S. aureus
16 pg/mL, datos que difieren de los hallados por
Nazeri et al. (2019)**cuya CIM del extracto
etandlico de propodleo para S. aureus fue de 150
ug/mL y para E. faecalis 300 pg/mL; por su
parte, Akca et al (2016)'° estudiaron el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de
propoleo proveniente de Turquia, sobre
diferentes  grupos de  microorganismos
incluyendo patogenos bucales, determinaron que
la CIM para S. aureus fue 128 pg/mL y para E.
faecalis de 64 ng/mL, de alli se infiere que el
propéleo sea cual sea su origen posee la
capacidad de inhibir bacterias patogenas en sus
diferentes concentraciones.

Con respecto a la Clorhexidina utilizada como
control positivo, se observo crecimiento en
concentraciones inferiores a 4 pg/mL para F.
faecalis mientras que S. aureus no se hallo en
ninguna de las diluciones realizadas (CIM <1
pg/mL), resultados que difieren de los
encontrados por Akca et al. (2016)'°, quienes
determinaron una CIM de 64 pg/mL para S.
aureus 'y de 16 ng/mL para E. faecalis.

Uno de los grandes retos de la industria
farmacéutica estd relacionado al disefio de
farmacos. La brecha entre los hallazgos y
pruebas in vitro tanto quimicas como
bioquimicas; y la incorporaciéon en un vehiculo
apropiado, inerte, amigable, rentable entre otras
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caracteristicas, plantea un proceso de pruebas de
ensayo y error que conducen a la estandarizacion
del proceso de produccion en masa.

Sobre la base de la afirmacion anterior, diversos
estudios establecen la utilidad del gel de
quitosano como vehiculo de biomoléculas®, en
este estudio, se elaboraron membranas de
quitosano con las concentraciones de propoleo
establecidas y se evaluaron in vitro a través de
pruebas microbioldgicas, los resultados arrojados
por estas pruebas mostraron que no hubo
actividad antimicrobiana por las membranas en
ninguna de sus concentraciones.

Datos contrarios a los obtenidos Luaces (2017)*,
quien fabric6 un gel de quitosano y extracto
etandlico de propoleo en una Unica
concentracion el cual probo
microbiologicamente 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 didmetro que variaba
entre 21 — 30 mm.

Tales resultados nos 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
de la molécula de la membrana al agar.

Por ultimo, es muy importante continuar con los
estudios de las membranas de
quitosano/propdleo como alternativa de uso en
odontologia ya que ha sido reconocida como un
biomaterial; quienes forman parte de la
cotidianidad, abarcando aspectos de la quimica,
biologia y medicina.*

Una de sus mas importantes aplicaciones es la
capacidad de brindar alivio a pacientes a partir
de la descarga prolongada de farmacos durante
cierto tiempo.>
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Conclusiones

La tintura de propoleo al 45% mostrd un efecto
inhibidor mayor sobre las bacterias Gram
positivas propuestas en esta investigacion,
siendo Staphylococcus aureus ATCC 25923 la
bacteria mas susceptible con una CIM de 8
ug/mL. El gel de quitosano resultd ser inocuo
para las tres bacterias estudiadas; y tampoco se
evidenci6 la  presencia de  actividad
antibacteriana de las membranas de Q/P en las
concentraciones ensayadas sobre las bacterias
objeto de estudio.

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 la fase [ y II de este estudio.
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