
  

                                                           
                                              

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD DE CUENCA 

FACULTAD DE ODONTOLOGÍA 

 

 

“ACITIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL CHITOSAN/PROPÓLEO EN 

GEL SOBRE EL ENTEROCOCCUS FAECALIS” 

 

 

TRABAJO DE GRADUACIÓN PREVIO A LA OBTENCIÓN DEL TÍTULO DE 

ESPECIALISTA EN ENDODONCIA 

 

 

AUTORA: Od. GRETTER LUACES ACOSTA 

CI: 1725233074 

 

 

DIRECTORA: Esp. KENIA KAREN KUN ASTUDILLO 

CI: 0704837475 

 

 

 CUENCA-ECUADOR 

2017 

  



UNIVERSIDAD DE CUENCA  
  

                                                           
                                              

1 
 
GRETER LUACES ACOSTA 
 

 

RESUMEN 

 

 

Objetivo: Comparar la eficacia antibacteriana del chitosan/propóleo en gel, con 

la del hidróxido de calcio (Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto de 

propóleo al 30% y el gel de chitosan sobre el Enterococcus faecalis. 

Materiales y métodos: Se realizó un estudio comparativo in vitro transversal, 

utilizando la difusión en agar con el método de Kirby – Bauer. La muestra fue de 

14 replicaciones por grupo y se calculó mediante el programa Fisterra. Los halos 

inhibitorios fueron medidos en milímetros después de 24 horas de incubación, a 

una temperatura de 37°C, los resultados obtenidos se procesaron por medio de 

las pruebas estadísticas de Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis y Kolmogorov-Smirnov. 

Resultados: La media del halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo fue de 

22,36 mm, la del Calcifar-P fue de 13,93 mm, en el caso de la clorhexidina en 

gel al 2% 15,86 mm, el gel de chitosan tuvo una media de halo inhibitorio de 

17,71 mm, el extracto de propóleo al 30 % tuvo la menor media con un valor de 

11,36 mm. Ninguno de los anteriores valores superó el control positivo cuya 

media fue de 34,86 mm. 

Conclusión: En este estudio se llegó a la conclusión que el chitosan/propóleo 

en gel tiene mejor eficacia antimicrobiana comparada con el hidróxido de calcio 

(Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto de propóleo al 30% y el gel 

de chitosan. 

PALABRAS CLAVES: ENTEROCOCCUS FAECALIS, DIFUSION EN AGAR 

CON EL METODO DE KIRBY – BAUER, CHITOSAN, PROPOLEO, EFICACIA 

ANTIBACTERIANA, HALO INHIBITORIO. 
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ABSTRACT 

 

 

Purpose: Comparing the antibacterial efficiency of chitosan / propolis gel, 

calcium hydroxide (Calcifar-P), chlorhexidine gel 2%, 30% propolis extract and 

chitosan gel on Enterococcus faecalis. 

 

Materials and methods: A cross - sectional in vitro study was carried out, using 

agar diffusion with Kirby - Bauer method. The samples were 14 replications per 

group and were calculated using Fisterra program. The inhibitory halos were 

measured in millimeters after 24 hours of incubation, at 37 ° C; the results 

obtained were processed by the statistical tests of Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis 

and Kolmogorov-Smirnov. 

 

Results: The average of the chitosan / propolis gel inhibitory halo was 22.36 mm, 

the one with Calcifar-P was 13.93 mm, in the case of chlorhexidine gel 2% 15.86 

mm, the chitosan gel had an average inhibitory halo of 17.71 mm, the 30% 

propolis extract had the lowest average with a value of 11.36 mm. None of the 

above values exceeded the positive control whose average was 34.86 mm. 

 

Conclusion: This study concluded that chitosan / propolis gel has better 

antimicrobial efficiency compared with calcium hydroxide (Calcifar-P), 2% gel 

chlorhexidine, 30% propolis extract and chitosan gel. 

 

Keywords: Enterococcus faecalis, agar diffusion with Kirby – Bauer method, 

chitosan, propolis, antibacterial efficacy, halo inhibitor
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

El Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo, microaerofílico y 

responsable del fracaso en endodoncia (1,2), motivo por el cual se impone la 

combinación de la preparación mecánica de los conductos radiculares con la 

irrigación y la medicación intraconducto, para lograr la reducción de la carga 

bacteriana existente (3). 

Varios compuestos químicos han sido propuestos para este fin, siendo los 

más usados el hidróxido de calcio y la clorhexidina. La literatura reciente plantea 

además el uso del propóleo y chitosan, en este caso, como vehículo de principios 

activos (4). 

El chitosan es un polisacárido natural producido por desacetilación de la 

quitina, presente en el exoesqueleto de los crustáceos, biocompatible, 

biodegradable y antibacteriano (5,6); mientras el propóleo es un producto 

natural, resinoso, rico en compuestos flavonoides, responsables de sus 

propiedades antibacterianas (7). 

Dentro de los métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de los 

desinfectantes endodónticos, la prueba de difusión en agar es la más aceptada 

a nivel mundial para determinar la sensibilidad bacteriana in vitro. Se trata de un 

método simple, estándar y reproducible, dentro de sus limitaciones están el pH 

del sustrato, período de incubación, sensibilidad y capacidad de difusión del 

fármaco (8). 

El objetivo del presente estudio in vitro es comparar la eficacia antibacteriana 

in vitro del chitosan/propóleo en gel, con la del hidróxido de calcio (Calcifar-P), 

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

sobre la cepa Enterococcus faecalis ATCC 292122, según halos de inhibición, 
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previa incubación a 37°C, por 24 horas. La muestra consiste en 14 replicaciones 

por grupo, para un total de 98 unidades de estudio. 

1.1. Planteamiento del problema y justificación 

La persistencia de microorganismos en el sistema de conductos radiculares 

incluso después de la terapia endodóntica, constituye un desafío para el clínico 

(9). La irrigación y medicación intraconducto juegan un rol fundamental en 

endodoncia como complemento de la preparación mecánica (3). Últimamente se 

ha planteado el uso de productos de origen natural como métodos de 

desinfección en esta práctica (10). 

En un estudio in vitro fue planteado el uso del chitosan en gel, como vehículo 

de sustancias antimicrobianas, obteniéndose halos inhibitorios al menos dos 

veces más grandes que los producidos por el resto de sustancias probadas (4). 

Este biopolímero es biocompatible y biodegradable lo cual favorece su aplicación 

como biomaterial (5,11). El propóleo es un compuesto natural, conocido por ser 

antibacteriano, antifúngico, antiviral y ha mostrado que puede ser menos 

citotóxico que el hidróxido de calcio (12). 

Por tanto, este  proyecto de investigación comparará la eficacia 

antibacteriana in vitro del chitosan/propóleo en gel con la del hidróxido de calcio 

(Calcifar-P), el extracto de propóleo al 30%, el gel de chitosan y la clorhexidina 

en gel al 2%, debido a la necesidad de investigar e implementar el uso de 

medicamentos intraconducto, de origen natural, que posiblemente tengan una 

actividad antimicrobiana superior a la acción de los compuestos químicos 

típicamente usados en esta práctica como el hidróxido de calcio y la clorhexidina, 

sobre la microbiota del sistema de conductos radiculares, con especial énfasis  

en el Enterococcus faecalis, patógeno responsable del fracaso en endodoncia 

(9,13). Esta investigación se plantea para beneficio directo de los pacientes y de 

quienes practicamos la terapia endodóntica. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Microbiología en endodoncia 

W.D. Miller, el padre de la microbiología oral, fue el primer investigador 

que vinculó la enfermedad pulpar con la presencia de bacterias en el año de 

1890 (14). Más tarde en 1965, el estudio realizado por Kakehashi y 

colaboradores confirmó que la microbiota era la etiología de la enfermedad 

pulpar y periapical (15). Actualmente se asevera que las bacterias son la principal 

causa de la periodontitis apical (13). 

Las infecciones endodónticas son mixtas, de etiología polimicrobiana y 

con predominio de bacterias anaerobias estrictas, evidenciándose múltiples 

factores de virulencia en los microorganismos presentes en las mismas, ya sean 

los productos segregados como enzimas, exotoxinas, proteínas de shock 

térmico o los productos estructurales como son los lipopolisacáridos, los 

péptidoglucanos, el ácido lipoteicoico, las fimbrias, flagelos, proteínas y 

vesículas de la membrana exterior, las lipoproteínas, el ADN y los 

exopolisacáridos (16). 

La microbiota oral (bacterias, virus, hongos, protozoarios y arqueas) 

constituye una comunidad de comensales que puede cambiar a patógenos 

oportunistas y causar la infección endodóntica. Esta comprende más de 1000 

taxones individuales, la mayoría de los cuales aún no han sido cultivados (17). 

Un número significativo de parámetros microecológicos dictarán el 

establecimiento del biofilm en la cavidad oral: pH local, presión parcial de 

oxígenos, potencial redox, disponibilidad de nutrientes selectivos, virulencia de 

la microbiota y el estado del sistema inmune del huésped, el cual afecta el 

resultado del tratamiento endodóntico. Para invadir el espacio del conducto 

radicular, los microorganismos presentes en la cavidad oral, tienen que irrumpir 

en los tejidos duros del diente (17). 

Luego de lo anterior, los microorganismos colonizan las superficies de la 

dentina y/o tejido necrótico, dando lugar a la formación del biofilms (18). Algunos 
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sistemas de regulación genética, como el quorum-sensing (QS), son 

responsables de facilitar la formación de biofilms (1). 

2.1.1Tipos de infección 

Las infecciones primarias intrarradiculares se caracterizan por un 

consorcio mixto compuesto de aproximadamente 10 a 30 especies bacterianas 

por conducto. Los grupos bacterianos más frecuentes y abundantes en las 

infecciones primarias incluyen especies anaerobias Gram-negativas (13). 

Las infecciones persistentes/secundarias intrarradiculares son la principal 

causa de periodontitis apical post-tratamiento. Dentro de su etiología se habla de 

la persistencia de microorganismos en el conducto al momento de la obturación. 

La mayoría de los estudios han revelado la presencia de bacterias Gram-

positivas, en este tipo de infecciones, donde el Enterococcus faecalis es la más 

frecuentemente detectada, con una prevalencia que alcanza hasta el 90% (13). 

Las infecciones extrarradiculares son independientes y pueden persistir 

incluso después del tratamiento de conducto. Existen reportes de mineralización 

del biofilm a este nivel (13). 

2.1.2 Enterococcus faecalis 

Microrganismo encontrado en la cavidad oral, en condiciones normales, 

es un coco Gram positivo, microaerofílico, anaeróbico, considerado un patógeno 

oportunista, forma biofilms en ambientes hostiles por sí solo, lo cual puede 

contribuir a su papel en las infecciones intrarradiculares persistentes. El E. 

faecalis posee la capacidad de coexistir con otros patógenos en el conducto 

radicular e inhibir su crecimiento (1,2). 

Dentro de los factores de virulencia del Enterococcus faecalis tenemos la 

bomba de protones, adhesinas, metaloproteinasas y el ácido lipoteicoico, el más 

inmunogénico y principal factor de virulencia de la bacteria (19,20). 
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La dificultad para su eliminación se debe a su capacidad de penetración 

en los túbulos dentinarios, evadiendo la acción de la preparación 

quimiomecánica durante el tratamiento del conducto radicular (21). 

2.1.2.3 Difusión en agar con el método de Kirby – Bauer 

También conocido como antibiograma. Realizado a las bacterias aisladas 

con diferentes tipos de antibióticos para conocer su resistencia o susceptibilidad 

hacia los mismos. La prueba de Kirby-Bauer se lleva a cabo bajo condiciones 

asépticas, distribuyendo el inóculo de una bacteria aislada en una placa Petri con 

agar Mueller Hinton, lo que permite el crecimiento de la mayoría de las bacterias 

patógenas. Los resultados se determinan midiendo las zonas de inhibición del 

crecimiento de la bacteria, por la efectividad del antibiótico (8). 

2.2   Medicación intraconducto 

No existe evidencia sólida en la literatura que demuestre la 

descontaminación del sistema de conductos radiculares con la instrumentación 

mecánica, lo cual es justificable, teniendo en cuenta la compleja anatomía 

existente. Es por esta razón que la terapia endodóntica debe complementarse 

con la preparación química del conducto, que incluye la irrigación y la colocación 

de medicamentos en el interior de éste entre citas, a fin de lograr una mayor 

descontaminación (3). 

Dentro de los medicamentos más usados en la medicación intraconducto 

tenemos el hidróxido de calcio y la clorhexidina en gel, también han sido 

planteados productos de origen natural como el propóleo entre otros descritos 

en este trabajo, mientras que el chitosan ha sido propuesto como un vehículo de 

principios activos para este fin (4). 
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2.2.1 Hidróxido de calcio 

La pasta de hidróxido de calcio sigue siendo la medicación de elección 

entre citas, para la reducción de las bacterias y sus productos del sistema de 

conductos radiculares (22). 

Su mecanismo de acción consiste en la liberación de iones hidroxilo en un 

entorno acuoso con los consecuentes efectos letales sobre la célula bacteriana 

como daño a la membrana citoplasmática por incremento del pH, 

denaturalización de las proteínas, alteraciones en el ADN e inactivación de 

endotoxinas bacterianas. Su acción biológica, que consiste en la inducción del 

proceso de mineralización, se alcanza a un pH de 8,6 a 10,3 (23). 

Diferentes vehículos se han utilizado para mezclar el polvo de hidróxido 

de calcio tales como agua, solución anestésica, solución salina, solución Ringer, 

clorhexidina y paramonoclorofenol alcanforado (CMCP), los cuales determinan 

su velocidad de disociación. Sin embargo, al ser usado como medicamento 

intraconducto su remoción previa la obturación es incompleta, constituyendo 

esto su principal desventaja (23,24). 

En esta investigación se usó el hidróxido de calcio en su presentación 

Calcifar-P (Eufar-Colombia), mismo que se presenta en forma de pasta blanca, 

con una textura cremosa contenido en una jeringa dispensadora de 2g. Dentro 

de sus componentes se encuentran el hidróxido de calcio, óxido de zinc y sulfato 

de bario (25). 

2.2.2 Clorhexidina en gel 
 

La clorhexidina es una biguanida catiónica, que alcanza su óptima 

actividad antimicrobiana con valores de pH que van de 5,5 a 7,0. La eficacia de 

la clorhexidina se debe a su sustantividad, a altas concentraciones del producto, 

la unión de sus moléculas cargadas positivamente a los grupos fosfato de la 

pared celular bacteriana, con carga negativa, hace que la clorhexidina penetre 

en el interior de la bacteria, alterando así el equilibrio osmótico celular, lo cual 
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provoca la precipitación y/o coagulación del citoplasma, resultando en la muerte 

del microrganismo. A bajas concentraciones produce efecto bacteriostático (23). 

El espectro de acción de la clorhexidina incluye una amplia gama de 

bacterias Gram negativas y Gram positivas, anaerobias, aerobias, facultativas 

además de levaduras y virus. Su composición consta de digluconato de 

clorhexidina al 2% en un gel que incluye 1% de natrosol e hidroxietilcelulosa (26). 

En forma de gel, la clorhexidina mantiene casi todos los túbulos 

dentinarios abiertos, logrando el contacto directo del principio activo con el biofilm 

por períodos más largos y de esa manera inhibe el crecimiento bacteriano. Su 

viscosidad mantiene los residuos en suspensión (acción reológica) (26). 

La clorhexidina en gel es más eficaz que el hidróxido de calcio en la 

eliminación de E. faecalis (24). Su uso se recomienda por cortos períodos de 

tiempo (3-5 días) y en casos de exudación, ya que es antimicrobiana en 

presencia de sangre y sustancias orgánicas. No se han publicado efectos 

adversos con respecto a su aplicación como medicación intraconducto (26). 

En el presente estudio se utilizó la clorhexidina en gel al 2% (Maquira, 

Brasil), la cual se presenta en una jeringa dispensadora de 3g, en su composición 

se incluyen digluconato de clorhexidina al 2%, metilparabeno, propilenglicol, 

hidroxietilcelulosa y agua purificada (27). 

2.2.3 Productos naturales 
 

2.2.3.1 Chitosan 

Polisacárido natural, más abundante en la naturaleza después de la 

celulosa, obtenido por desacetilación parcial de la quitina, presente en el 

exoesqueleto de los artrópodos. Comprende copolímeros de glucosamina y N-

acetilglucosamina. Se presenta en forma de polvo, pasta o gel, este último se 

forma en un medio ácido acuoso por hidratación del polímero (28,5). 
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  En medios ácidos los grupos amino del chitosan capturan iones 

hidrógeno, dando como resultado una carga global positiva, tratándose de un 

policatión, hecho que le confiere una capacidad bioadhesiva a las superficies 

negativamente cargadas como la membrana celular bacteriana (5). 

Este polímero básico, cuando es diluído en ácidos forma sales, por 

ionización de sus grupos amino con los iones hidronios disponibles en la 

solución. Al protonarse los grupos amino el chitosan se convierte en un 

polielectrólito catiónico soluble o sal de chitosan, con propiedades similares a los 

electrolitos (sales) y polímeros (compuestos de alto peso molecular) y en 

ocasiones se denominan polisales (29). Un ejemplo de ello son los apósitos para 

heridas de acetato de chitosan aprobados por la FDA (30). 

En su actividad antimicrobiana este biopolímero produce daños en la 

pared celular y membrana citoplasmática de bacterias y hongos, con la 

consecuente fuga de proteínas que aumenta la permeabilidad de la membrana 

celular. Al ocurrir la internalización de productos oligoméricos en el citoplasma 

de la bacteria, se producirá una síntesis incompleta del ARN y finalmente la 

aglutinación de los componentes citoplasmáticos, unido a la modificación de los 

valores de pH, producirá la muerte del microrganismo (31). 

Las partículas de chitosan han mostrado ser efectivas en la neutralización 

de los lipopolisacáridos bacterianos, lo cual provocará reducción de la expresión 

de las citoquinas proinflamatorias liberadas por los macrófagos (32), así como lo 

hace el hidróxido de calcio (23). 

El chitosan es considerado no tóxico, biocompatible, biodegradable 

además de presentar inmunogenicidad, actividad fungicida y antiviral (29). 

Si bien es cierto que la FDA aprueba el chitosan en apósitos para heridas, 

ciertas modificaciones implementadas en el chitosan podrían hacerlo más o 

menos tóxico por causa de los residuos de los reactantes que deben ser retirados 

cuidadosamente (29). 
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Estudios más recientes referentes a la citótoxicidad del chitosan apuntan 

más hacia su actividad antitumoral, habiéndose observado su actividad citotóxica 

sobre las células del carcinoma de vejiga (apoptosis) dependiente del grado de 

acetilación, pH y peso molecular (33). En un estudio donde se ensayaron 

apósitos de clorhexidina con partículas de chitosan y apósitos sólo de 

clorhexidina, se comprobó que los primeros atenuaron el efecto citotóxico del 

antiséptico sobre los fibroblastos humanos, además de un efecto de liberación 

prolongada y localizada del mismo y por ende actividad antimicrobiana en el 

tiempo (34). 

Su consistencia física más el hecho de permitir la liberación sostenida de 

principios activos hacen que pueda ser usado como vehículo de sustancias 

antimicrobianas colocadas en el sistema de conductos radiculares (5, 4,6). 

2.2.3.2 Propóleo 

El propóleo es una sustancia resinosa que las abejas obtienen de las 

plantas y usan en las colmenas para cubrir sus paredes, llenar grietas o huecos 

y embalsamar invasores muertos (7). 

La composición química del propóleo incluye elementos orgánicos como 

compuestos fenólicos, ésteres, flavonoides, a lo cuales se atribuye su acción 

antibacteriana. Todo lo anterior variará dependiendo de la flora local del sitio de 

recolección (7). 

Este compuesto natural además de antibacteriano es antifúngico, antiviral, 

antinflamatorio, hepatoprotector, antioxidante, antitumoral, inmunomodulador, 

anestésico y agente anticaries. Es usado como medio de almacenamiento para 

el diente avulsionado, como agente de recubrimiento pulpar y como sellante en 

la hipersensibilidad dentinaria, también se ha planteado su uso como medicación 

intraconducto (12, 7,35). 
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2.2.3.3 Otros productos naturales 

La Morinda citrifolia (Rubiaceae) (MCJ), conocida comercialmente como 

noni, es endémica de los países tropicales, su jugo tiene una amplia gama de 

efectos terapéuticos como por ejemplo antibacteriano, antimicótico, antiviral, 

antitumoral, antihelmíntico, analgésico, hipotensor, antiinflamatorio y 

fortalecedor del sistema inmune (36). Su actividad antibacteriana contra el E. 

faecalis es del 69% (10). 

También el Pinus elliottii, planta originaria del sureste de los Estados Unidos, 

cuyo compuesto principal es el ácido deshidroabiético, mostró actividad 

antibacteriana frente a bacterias anaerobias presentes en la infección 

endodóntica primaria (37). 

3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo general: 

 Comparar la eficacia antibacteriana in vitro del chitosan/propóleo en gel, con 

la del hidróxido de calcio (Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto 

de propóleo al 30% y el gel de chitosan sobre las cepas Enterococcus 

faecalis ATCC  292122. 

3.2 Objetivos específicos: 

 Evaluar y medir la eficacia del chitosan/propóleo en gel según el halo             

inhibitorio provocado sobre la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 292122. 

 Evaluar y medir la eficacia del hidróxido de calcio en su presentación de 

Calcifar-P, según el halo inhibitorio provocado sobre la cepa Enterococcus 

faecalis ATCC 292122. 

 Evaluar y medir la eficacia de la clorhexidina en gel al 2% según el halo 

inhibitorio provocado sobre la cepa Enterococcus faecalis ATCC 292122. 

 Evaluar y medir la eficacia del extracto de propóleo al 30% según el halo 

inhibitorio provocado sobre la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 292122. 
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 Evaluar y medir la eficacia del gel de chitosan según el halo inhibitorio 

provocado sobre la cepa Enterococcus faecalis ATCC 292122. 

4. HIPÓTESIS 

El chitosan/propóleo en gel tiene mejor eficacia antimicrobiana comparada 

con el hidróxido de calcio (Calcifar-P), clorhexidina en gel al 2%, el extracto 

de propóleo al 30% y el gel de chitosan. 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

     5.1Tipo de estudio 

Estudio comparativo in vitro transversal. 

     5.1.2 Universo y muestra 

El cálculo muestral se realizó con el programa Fisterra, bajo los siguientes 

parámetros: 

 Nivel de seguridad del 95% 

 Potencia del 80% 

Se usó la fórmula de comparación de medias obteniendo un valor de 14 

replicaciones por cada grupo de estudio: 

𝒏 =
2 (𝒁𝜶 +  𝒁𝜷)

2 
∗  𝑺2

𝒅2
 

n = Sujetos necesarios en cada una de las muestras. 

Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado. 

Zb = Valor Z correspondiente al riesgo deseado. 

S2 = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control o de 

referencia. 
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d = Valor mínimo de la diferencia que se desea detectar (datos cuantitativos). 

5.2 VARIABLES 

5.2.1 Operacionalización de variables 

VARIABLE DEFINICIÓN                 

TEÓRICA 

DEFINICIÓN  

OPERATIVA 

INDICADOR TIPO 

ESTADÍSTICO 

ESCALA 

Halo 

inhibitorio 

Zona alrededor 

de un disco de 

sensibilidad en 

un antibiograma 

en el que no se 

produce 

crecimiento 

bacteriano en 

una placa de agar 

inoculada con el 

gérmen. Es una 

medida de la 

potencia del 

antibiótico frente 

al gérmen (8). 

Diámetro de 

la zona de 

inhibición 

que se 

forma 

alrededor 

de cada 

disco (38). 

 

mm Cuantitativa Razón 

 

5.3 PROCEDIMIENTOS Y TÉCNICAS 

5.3.1 Clasificación de los grupos de estudio 

Los grupos de estudio que componen este proyecto de investigación son 

los siguientes: chitosan/propóleo en gel, hidróxido de calcio en su presentación 

Calcifar- P (Eufar-Colombia), clorhexidina en gel al 2% (Maquira, Brasil), extracto 

de propóleo al 30%, gel de chitosan, disco de sensibilidad de Ampicilina como 

control positivo y agua destilada como control negativo.  

5.3.1.1 Preparación del extracto de propóleo 

El propóleo bruto fue recolectado en la comuna de Cacha perteneciente 

al cantón Riobamba de la provincia de Chimborazo a través del MAGAP 

(Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca) de Cuenca. Las 
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colmenas estaban ubicadas en un espacio de 60 hectáreas de extensión, donde 

se encuentran bosques de eucalipto, plantas frutales, maíz, hortalizas y 

chaparros.  

El experto a cargo fue el doctor en Bioquímica y Farmacia Juan Calderón 

en el departamento de estudios ambientales de la Universidad del Azuay. En un 

primer paso se colocó el propóleo recolectado (300 gr), en fundas transparentes 

para conservación de alimentos, herméticamente cerradas, se realizó la 

eliminación de las impurezas y reducción a partículas de menor tamaño para 

optimizar el proceso de extracción (Anexo B Fig. 1) (39). 

Posteriormente, 30 gramos de propóleo depurado fueron depositados en 

un rollo preformado de papel filtro, marca Wathman Nº 40, en el interior del 

Soxleth, a una temperatura que no superara los 60º, por 10 horas, para 

garantizar la extracción del propóleo soluble mediante una solución etanólica al 

70 % (Anexo B Fig. 2) (40,41). Obteniendo de esta manera la recirculación del 

disolvente dado por evaporación, enfriamiento y condensación, dando lugar a 

una forma líquida mediante el arrastre del propóleo soluble al disolvente. Es 

importante mencionar que este proceso se acompañó de agitación magnética 

constante (41). 

Es así que se obtuvo un volumen extraído de 2000 ml, el cual se filtró tres 

veces consecutivas, con el propósito de eliminar el mayor contenido de ceras 

posible (23,6 g) y garantizar la pureza del producto final, viéndose que los 

contenidos filtrados van de restos de colmena, insectos e impurezas 

extremadamente insolubles hasta ceras también no solubles, pero de un aspecto 

más homogéneo (Anexo B Fig. 3) (40). 

El extracto se obtuvo por evaporación del alcohol. Posteriormente se 

realizó el cálculo analítico de determinación del rendimiento de sustancias 

sólidas solubles totales obteniéndose 30 g/ml, lo cual significa un extracto de 

propóleo al 30%. (40).  
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Con la finalidad de realizar una caracterización química del producto final 

a este se le realizó una espectrofotometría en la Facultad de Ciencias Químicas 

de la Universidad de Cuenca, para lo cual se usó un espectrofotómetro Infrarrojo 

Thermo Scientific modelo Nicolet iS5 (Anexo B Fig. 4), identificando grupos 

funcionales como hidroxilos (-OH), metilos (-CH3), así como enlaces carbono-

carbono de anillos aromáticos. Todos los grupos antes mencionados forman 

parte de compuestos químicos como los flavonoides, antraquinonas y terpenos, 

responsables de la actividad antimicrobiana del propóleo y además son 

indicativos de la presencia de ceras (42,43). 

5.3.1.2 Preparación de los geles de chitosan. 

El chitosan se importó a través del proveedor de productos bioquímicos 

Glentham Life Science (Reino Unido), para ser procesado en la Facultad de 

Ciencias Químicas de la Universidad de Cuenca, por la PhD Mayra Vera 

Cabezas. El ácido acético requerido para la elaboración de estos geles se 

adquirió por intermedio de la experta en la mencionada facultad. 

El gel de chitosan se obtuvo al mezclar 4ml de ácido acético al 1% con el 

chitosan en polvo; en tanto el gel chitosan/propóleo se obtuvo igual al anterior 

más 1ml de extracto de propóleo al 30%. La mezcla resultante se llevó al agitador 

de cabeza y hélice, al cual se le adaptó una espátula de cemento y se realizó la 

agitación a 500 rpm durante 10 minutos, hasta obtener un gel de consistencia 

homogénea, en ambos casos. Cabe mencionar que dicha preparación se realizó 

en condiciones asépticas (Anexo B Fig. 5) (4). 

5.3.1.3 Cultivo y siembra de la cepa de Enterococcus faecalis 

La cepa de Enterococcus faecalis usada en este proyecto de investigación 

procedía de la empresa importadora de insumos y productos de laboratorio 

Medibag (Quito). Todo el proceso microbiológico se llevó a cabo dentro de una 

cámara de bioseguridad Euro Aire II, para garantizar la no contaminación de la 

cepa o el ambiente de trabajo. 
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La siembra y observación de la eficacia antibacteriana de las sustancias 

correspondientes a los siete grupos de estudio sobre la cepa Enterococcus 

faecalis ATCC 29212 se realizó en el Laboratorio Clínico Neolab de la ciudad de 

Cuenca, bajo la tutoría del Dr. Juan Gallegos Merchán, microbiólogo encargado. 

En primera instancia, se procedió a liofilizar la cepa de Enterococcus 

faecalis, para lo cual se la mantuvo a temperatura ambiente el día anterior, luego 

de ello se dejó salir un poco del líquido hidratante de la ampolla que contiene la 

cepa y acto seguido se mezcló de manera equitativa el resto con el 

microrganismo ubicado en la parte inferior de la ampolla y se esperó de 5 a 10 

minutos (44,45). 

En un segundo tiempo se realizó la siembra del microrganismo en agar 

sangre dispuesto en la caja Petri, para esto se usó un asa de inoculación estéril 

(Anexo B Fig. 6). La razón de usar este tipo de agar es por ser un medio de 

cultivo sólido, ya que el Enterococcus faecalis no presenta motilidad, además de 

permitir el crecimiento de colonias bacterianas sin restricción (44,45). 

La siembra se hizo en forma de “zig–zag”, del extremo superior hacia 

abajo de la caja, sin dejar espacios libres. La caja Petri se rotuló para ser 

incubada a 37°C por 24 horas, a fin de obtener las colonias bacterianas. La 

colocación de la caja fue de forma invertida, para garantizar la reproducción y 

crecimiento de la cepa (8,44). 

5.3.2 Preparación del inóculo 

Transcurridas las 24 horas de incubación se comprobó el crecimiento 

bacteriano de la cepa para poder obtener el inóculo (Anexo B Fig. 7), esto se 

hizo depositando las colonias bacterianas en un tubo de ensayo estéril lleno de 

agua destilada y agitando en el Vortex hasta 20 segundos y finalmente se 

comprobó la turbidez del inóculo que debe ser 0,08 más menos 2 según la escala 

de MacFarland (Anexo B Figura 8) (8). 
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 5.3.2.1 Inoculación de las placas 

Quince minutos después de haber preparado el inóculo, se introdujo un 

hisopo dentro de la suspensión y al retirarlo se rotó varias veces contra la pared 

del tubo por encima del nivel del líquido con la finalidad de eliminar el exceso de 

inóculo (Anexo B Fig. 9), que luego fue llevado al agar Müeller-Hinton (8). 

La siembra o inoculación se realizó pasando dicho aplicador tres veces 

seguidas en la superficie del agar, y luego por la periferia de este para conseguir 

una siembra uniforme, girando la caja Petri a 60 grados (Anexo B Fig. 10) (8). 

Este medio de cultivo se considera el adecuado por no contener 

sustancias inhibidoras, de manera que los compuestos a testear difundan en el 

mismo y además porque permite el crecimiento de la mayoría de bacterias 

patógenas (8,45). 

5.3.2.2 Colocación de los reactivos 

Posterior al secado del agar (3-5 minutos) se colocaron en él los discos 

previamente embebidos en hidróxido de calcio y clorhexidina, puesto que en la 

prueba piloto se comprobó una difusión satisfactoria de este gel en agar, (Anexo 

B Fig. 11-12) así mismo se empleó un disco con agua destilada como control 

negativo y uno de ampicilina como control positivo (8). 

Al colocar los discos en el agar se hizo ligera presión para garantizar un 

contacto adecuado del disco con el mismo. Estos se situaron a 15 mm o más del 

borde de la caja Petri a fin de que no se produjera ninguna interferencia entre los 

halos de inhibición, colocando solo tres reactivos por caja (8). 

En este estudio se hizo una modificación del método de Kirby-Bauer 

debido a que los geles de chitosan se colocaron directamente en el agar por 

medio de la realización de pocillos de 6 mm de diámetro, para lograr un contacto 

directo de dichos geles con el agar y garantizar así su difusión en el mismo 

(Anexo B Fig. 13) (4). 
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5.3.2.3 Incubación 

Finalmente se llevaron a la estufa las cajas Petri con los reactivos de los 

diferentes grupos de estudio y los controles positivo y negativo para ser 

incubados a 37°C por 24 horas. La incubación de las cajas Petri se hizo de forma 

invertida (agar en la parte superior), para garantizar la reproducción y crecimiento 

de la cepa y en grupos no superiores a 5 cajas, por razones de distribución 

uniforme del calor durante el proceso de incubación (8,44). 

5.3.3 Medición de los halos y recolección de los datos  

Posterior a la incubación se procedió a la medición de los halos de 

inhibición con regla milimetrada, al reverso de la caja Petri y se recolectaron los 

valores para su análisis estadístico e interpretación (Anexo B Fig. 14) (8). 

5.3.1 Plan de análisis 

Para analizar la información se creó una base de datos en excel con los 

valores en milímetros de los halos inhibitorios correspondientes a los siete 

grupos de estudio, en sus catorce replicaciones, misma que fue exportada al 

paquete estadístico SPSS 22.0 (Armont. NY, USA).  

Luego de calcular las medidas de tendencia central de cada grupo se realizó 

el análisis de normalidad con la prueba estadística de Kolmogorov-Smirnov, 

debido a que las unidades de estudio son mayores a 50, resultando una 

distribución no paramétrica. 

Seguidamente se realizó la comparación de medias con la prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis, por tratarse de muestras independientes. Se 

consideran resultados significativos niveles iguales o menores al 5% (p≤0,05).  

6. RESULTADOS 

Para realizar el análisis comparativo, lograr los objetivos del estudio y 

comprobar la hipótesis planteada, se llevó a cabo una incubación por 24 horas 
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a 37°C del Enterococcus faecalis y luego fueron testeados los siete grupos de 

estudio. Después de tomar los datos se realizaron las pruebas estadísticas de 

Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad de los datos (Anexo A tabla 

N o 1) y Kruskal-Wallis para la comparación entre grupos (tabla N o 10-15). 

El halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo (Anexo B Fig. 15) presentó la 

mayor media sobre el Enterococcus faecalis, en segundo lugar, estuvo el 

provocado por el gel de chitosan (Anexo B Fig. 16), seguido por el halo 

inhibitorio de la clorhexidina en gel al 2% (Maquira-Brasil) (Anexo B Fig. 17), 

con halos inhibitorios menores siguen: el Calcifar-P (Eufar-Colombia) (Anexo B 

Fig. 18) y el extracto de propóleo al 30% (Anexo B Fig. 19). No hubo una 

diferencia estadísticamente significativa entre el gel de chitosan/propóleo y el 

resto de grupos de estudio. El control positivo (disco de sensibilidad de 

Ampicilina) (Anexo B Fig. 20) produjo los mayores halos inhibitorios en el agar 

Mueller Hinton. (Tabla 3-9; Gráfico 1) 

7. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

Tabla 1 Distribución muestral de los grupos de estudio 

 

 

Fuente: Base de datos/ Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

Grupos de estudio Frecuencia Porcentaje 

Ampicilina 14 14,28% 

Calcifar-P 14 14,28% 

Clorhexidina en gel 

al 2% 

14 14,28% 

Extracto de 

propóleo al 30% 

14 14,28% 

Agua destilada 14 14,28% 

Gel de chitosan 14 14,28% 

Gel de 

chitosan/propóleo 

14 14,28% 

Total 98 100,0% 
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  En la presente tabla, se observa, que por cada grupo de estudio se 

realizaron 14 replicaciones, obteniéndose en total 98 unidades de estudio. 

 

Tabla 2 Distribución según tamaño de los halos inhibitorios 

Grupos de estudio Halo inhibitorio en mm Frecuencia Porcentaje 

Ampicilina 31 – 40 mm 14 100,0% 

       Calcifar-P 11 – 20 mm 14 100,0% 

Clorhexidina en gel 

al 2% 

11 – 20 mm 14 100,0% 

Extracto de 

propóleo al 30% 

           1 – 10 mm  1 7,1% 

11 – 20 mm 13 92,9% 

Agua destilada   1 – 10 mm  14 100,0% 

Gel de chitosan 11 – 20 mm 14 100,0% 

Gel de 

chitosan/propóleo 

21 – 30 mm 14 100,0% 

Total  98 100,0% 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La ampicilina presentó halos inhibitorios de 31 – 40 mm en todos los 

casos. El Calcifar-P presentó halos de 11 – 20 mm en todas las muestras. La 

clorhexidina en gel al 2% produjo halos de 11 – 20 mm en todas las muestras. 

El extracto de propóleo al 30% presentó, en el 92,9% de casos, halos de 11 – 20 

mm y en un 7,1%, halos de 1 – 10 mm. El agua destilada produjo halos de 1 – 

10 mm en todas las muestras. El gel de chitosan produjo en el 100% de casos, 

halos de 11 – 20 mm.  El gel de chitosan-propóleo produjo halos de 21 – 30 mm 

en todas las cajas Petri. 
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Tabla 3 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del gel de 
chitosan/propóleo 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 22,36 / 0,289 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

21,73 

22,98 

Media recortada al 5% 22,45 

Mediana 23 

Varianza 1,17 

Desviación estándar 1,082 

Mínimo 20 

Máximo 23 

Rango 3 

Amplitud intercuartil 2 

Asimetría -1,272 / 0,597 

Curtosis -0,021 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo fue de 22,36 con 

una desviación estándar de +/- 1,082. 
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Tabla 4 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del gel de chitosan 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 17,71 / 0,125 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

17,44 

17,98 

Media recortada al 5% 17,74 

Mediana 18 

Varianza 0,22 

Desviación estándar 0,469 

Mínimo 17 

Máximo 18 

Rango 1 

Amplitud intercuartil 1 

Asimetría -1,067 / 0,597 

Curtosis -1,034 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio del gel de chitosan fue de 17,71 con una 

desviación estándar de +/- 0,469. 
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Tabla 5 Estadística descriptiva del halo inhibitorio de la clorhexidina en 
gel al 2% 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 15,86 / 0,143 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

15,55 

16,17 

Media recortada al 5% 15,84 

Mediana 16 

Varianza 0,286 

Desviación estándar 0,535 

Mínimo 15 

Máximo 17 

Rango 2 

Amplitud intercuartil 0 

Asimetría -0,216 / 0,597 

Curtosis 1,15 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio de la clorhexidina en gel al 2% fue de 15,86 

con una desviación estándar de +/- 0,535. 
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Tabla 6 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del Calcifar- P 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 13,93 / 0,165 

Intervalos de confianza (95%). 

Límite inferior 

Límite superior 

 

13,57 

14,28 

Media recortada al 5% 13,92 

Mediana 14 

Varianza 0,379 

Desviación estándar 0,616 

Mínimo 13 

Máximo 15 

Rango 2 

Amplitud intercuartil 0 

Asimetría 0,024 / 0,597 

Curtosis 0,302 / 1,154 

Fuente: Formulario de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio del Calcifar-P fue de 13,93 con una 

desviación estándar de +/- 0,616. 

 

 

 

 

 

 

 



UNIVERSIDAD DE CUENCA 
  

                                                                                                                        

 
GRETER LUACES ACOSTA 

33 
 

Tabla 7 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del extracto de 
propóleo al 30% 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 11,36 / 0,248 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

10,82 

11,89 

Media recortada al 5% 11,34 

Mediana 11 

Varianza 0,863 

Desviación estándar 0,929 

Mínimo 10 

Máximo 13 

Rango 3 

Amplitud intercuartil 1 

Asimetría 1,159 / 0,597 

Curtosis 0,338 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio del extracto de propóleo al 30% fue de 11,36 

con una desviación estándar de +/- 0,929. 
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Tabla 8 Estadística descriptiva del halo inhibitorio de Ampicilina (control 
positivo) 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 34,86 / 0,143 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

34,55 

35,17 

Media recortada al 5% 34,84 

Mediana 35 

Varianza 0,286 

Desviación estándar 0,535 

Mínimo 34 

Máximo 36 

Rango 2 

Amplitud intercuartil 0 

Asimetría -0,216/ 0,597 

Curtosis 1,15 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio de la ampicilina fue de 34,86 con una 

desviación estándar de +/- 0,535. 
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Tabla 9 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del agua destilada 
(control negativo) 

Descriptivo Estadístico/error típico 

Media 7,36 / 0,133 

Intervalos de confianza (95%).  

Límite inferior 

Límite superior 

 

7,07 

7,64 

Media recortada al 5% 7,34 

Mediana 7 

Varianza 0,247 

Desviación estándar 0,497 

Mínimo 7 

Máximo 8 

Rango 1 

Amplitud intercuartil 1 

Asimetría 0,67 / 0,597 

Curtosis -1,838 / 1,154 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

La media del halo inhibitorio del agua destilada fue de 7,36 con una 

desviación estándar de +/- 0,497. 
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Gráfico 1 Estadística descriptiva del halo inhibitorio del agua destilada 
(control negativo) 

 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

El gel de chitosan/propóleo produjo el halo inhibitorio de crecimiento 

bacteriano más amplio (22,36 mm), seguido del gel de chitosan (17,71mm) y la 

clorhexidina en gel al 2% (15,86). Ninguno superó al control positivo (Ampicilina) 

con un halo inhibitorio de 34,86 mm. 
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Tabla 10 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y 
ampicilina 

Antibiótico Media p 

Gel de chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Ampicilina 34,86 0,448 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo y el de la ampicilina (p >0,05). 

 

Tabla 11 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y el 
Calcifar-P 

Antibiótico Media p 

Chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Calcifar-P 13,93 0,448 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo y el del Calcifar-P (p >0,05). 
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Tabla 12 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y 
clorhexidina en gel al 2% 

Antibiótico Media p 

Gel de chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Clorhexidina en gel al 2% 15,86 0,448 

Fuente: Formulario de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo y el de clorhexidina en gel al 2% 

(p >0,05). 

 

Tabla 13 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y el 
extracto de propóleo al 30% 

Antibiótico Media p 

Gel de chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Extracto de propóleo al 30% 11,36 0,448 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo y el del extracto de propóleo al 

30% (p >0,05). 
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Tabla 14 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y el 
gel de chitosan 

Antibiótico Media p 

Gel de chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Gel de chitosan 17,71 0,448 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio bacteriano de chitosan-propóleo y el de chitosan solo (p >0,05). 

 

Tabla 15 Prueba de Kruskal-Wallis entre el gel de chitosan/propóleo y el 
gel de chitosan 

Antibiótico Media p 

Gel de chitosan/propóleo 22,36 0,448 

Agua destilada 7,36 0,448 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

Con la prueba de comparación de muestras independientes (Kruskal-

Wallis) se demostró que no hay diferencias estadísticamente significativas entre 

el halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo y el de agua destilada (p >0,05) 
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8. DISCUSIÓN 

 

 

Este trabajo es un estudio pionero en el Ecuador que tuvo como objetivo 

comparar la eficacia antibacteriana in vitro del chitosan/propóleo en gel, con la 

del hidróxido de calcio (Calcifar-P), la clorhexidina en gel al 2%, el extracto de 

propóleo al 30% y el gel de chitosan sobre la cepa de Enterococcus faecalis 

ATCC  292122. Según los resultados obtenidos en la presente investigación se 

pudo comprobar que la media de halo inhibitorio del gel de chitosan/propóleo fue 

la más alta (22,36 mm), seguido del gel de chitosan (17,71 mm), la clorhexidina 

(15,86mm) y el hidróxido de calcio (13.93 mm). La menor media estuvo 

representada por el extracto de propóleo al 30% (11,36 mm). Cabe resaltar que 

ninguno de los grupos de estudio superó el valor de la media del halo inhibitorio 

del grupo control positivo (34,86 mm) y que no hubo una diferencia 

estadísticamente significativa entre el gel de chitosan/propóleo y los diferentes 

grupos de estudio. 

Dichos resultados se obtuvieron a partir de la medición de los halos 

inhibitorios de crecimiento bacteriano en el agar Mueller Hinton, inoculado con el 

Enterococcus faecalis, luego de 24 horas de incubación. 

En este estudio se decidió obtener el extracto de propóleo a fin de garantizar 

la calidad del producto. Se decidió realizar una extracción etanólica en lugar de 

acuosa por el hecho de que esta vía incrementa el rendimiento de sólidos 

solubles totales extraídos y por ende los propóleos disueltos en solventes 

orgánicos (Etanol) presentan mayor actividad antibacteriana (40). 

Lo anterior se debe a que las soluciones preparadas a partir de los sólidos 

extraídos en el proceso de lixiviación, como es el caso del propóleo obtenido en 

esta tesis, presentarán mayor cantidad de flavonoides, metabolitos a los cuales 
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se atribuye la capacidad antibacteriana del propóleo y estos últimos son muy 

solubles en etanol (40). 

Por tanto, la actividad bactericida de los extractos dependerá del tipo de 

solvente utilizado durante su extracción, de la procedencia del propóleo y del tipo 

de bacteria sobre la cual se aplican los extractos (40). 

Durante el proceso de extracción del propóleo, el volumen obtenido se filtró 

por tres veces consecutivas, a fin de eliminar el mayor contenido de ceras posible 

(23,6 g) (40); aun así, la espectrofotometría denota su presencia en el producto 

final, no pudiendo cuantificarse, debido al carácter cualitativo de la misma (43). 

 Uno de los pasos durante la elaboración del extracto de propóleo es su 

concentración, es decir, la eliminación del disolvente, en este caso la solución 

etanólica al 70%, lo cual ocurre mediante la evaporación de la misma (41). Si 

bien la espectrofotometría arroja grupos hidroxilos y metilos en la caracterización 

química del extracto obtenido estos no son indicativos de la presencia de etanol 

propiamente dicho, sino de alcoholes de elevado peso molecular que forman 

parte de la composición química de las ceras presentes en el propóleo (46). Por 

otro lado, en un estudio donde se usó el etanol para la elaboración del extracto 

de propóleo se pudo comprobar que este alcohol no influyó en la actividad 

antimicrobiana del extracto de propóleo al usar el etanol como grupo control (47). 

Por tal razón puede descartarse una sinergia entre el propóleo y el etanol usado 

para su extracción en cuanto a la actividad antibacteriana del extracto resultante. 

El ácido fórmico es la mejor alternativa para solubilizar el chitosan; pero 

generalmente se usa el ácido acético, razón por la cual este fue el que se utilizó, 

conforme al estudio de base. También el chitosan puede solubilizarse en ácido 

clorhídrico, ácido nítrico y ácido cítrico, siendo insoluble en ácido sulfúrico y 

fosfórico (29). 

Los resultados obtenidos en esta investigación son similares a los obtenidos 

por Ballal y colaboradores en el 2007 (48), donde la media del halo inhibitorio de 
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la clorhexidina en gel al 2% (12 mm) fue superior a la del hidróxido de calcio (9 

mm) sobre el Enterococcus faecalis a las 24 horas de incubación usando el 

método de difusión en agar. El hecho de que se hayan obtenido medias 

ligeramente mayores en el presente estudio puede deberse a las diferencias en 

la metodología utilizada, en el caso de esta investigación se usó el agar Mueller 

Hinton como medio de cultivo debido a que el Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) recomienda su uso en forma rutinaria para la realización del 

antibiograma en medio sólido o difusión en agar por presentar buena 

reproducibilidad de los resultados y no contener sustancias inhibidoras, de 

manera que los compuestos a testear difunden de mejor manera en el mismo 

(8,45). 

 Otro estudio realizado por Gomes y colaboradores en el 2006 (49) 

donde se comparó la actividad antimicrobiana del hidróxido de calcio combinado 

con clorhexidina en gel al 2% contra algunos patógenos endodónticos, entre ellos 

el Enterococcus faecalis, utilizó así mismo el método de difusión en agar y la 

prueba de contacto directo por medio de la creación de pocillos en el agar, 

obteniendo también como media superior la del halo inhibitorio de la CHX en gel 

al 2% con un valor máximo de 21,67 mm, lo cual es coincidente con los 

resultados de esta investigación (20 mm). 

Resultados semejantes a este estudio fueron reportados por Álvarez y 

colaboradores en el 2016 (4) donde igualmente se usó el método de Kirby Bauer 

modificado, en el caso de los geles de chitosan y chitosan/propóleo para 

comparar la eficacia antimicrobiana de los grupos de estudio sobre el 

Enterococcus faecalis posterior a las 24 horas de incubación. En este caso la 

media de los halos de inhibición de crecimiento bacteriano del extracto de 

propóleo al 30% estuvo por debajo de los 10 mm, ligeramente inferior a la 

obtenida en el presente trabajo (11,36 mm), lo cual es fácilmente explicable por 

el hecho de que el poder antibacteriano de los propóleos varía según la flora 

presente en el sitio de recolección y en ambos estudios la media de ambos fue 

la menor, sin tomar en cuenta el agua destilada como control negativo. De la 
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misma manera en la mencionada investigación el gel de chitosan/propóleo 

alcanzó la media más alta con valores similares, pero ligeramente inferiores a 

los del presente estudio (22,36 mm), lo cual se justifica por la adición de un 

propóleo menos antibacteriano al obtenido en esta investigación y ambos geles 

no pudieron superar la capacidad antibacteriana del control positivo (disco de 

Ampicilina).  

Sin embargo, en otros estudios se muestran resultados contradictorios en 

cuanto a la capacidad antimicrobiana de los extractos de propóleo sobre el 

Enterococcus faecalis. Es el caso del estudio de Kayaoglu y colaboradores en el 

2011(7) donde se obtuvieron resultados superiores con los extractos de propóleo 

sobre el Enterococcus faecalis en comparación con el hidróxido de calcio, pero 

sin superar a la clorhexidina en su actividad antimicrobiana, punto en común con 

los resultados aquí encontrados. La diferencia entre los resultados se debe sin 

duda a la metodología empleada, como fue un mayor período de incubación, 

medios de cultivo diferentes sin dejar de mencionar la procedencia de los 

extractos de propóleo. 

Cabe mencionar que no existen en la literatura consultada, hasta la fecha, 

estudios con la metodología empleada en este trabajo a cabalidad, más que el 

de Álvarez y colaboradores en el 2016 (4), ya citado en párrafos anteriores, el 

cual es el estudio base de esta investigación. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 

 

 Según las medias de halo inhibitorio obtenidas, las sustancias testeadas 

en este estudio presentan diferente actividad antimicrobiana in vitro sobre 

el Enterococcus faecalis. 

 El gel de chitosan/propóleo mostró tener mayor eficacia antimicrobiana in 

vitro sobre el E. faecalis que el resto de sustancias testeadas con una 

media de halo inhibitorio de 22,36 mm. 

 El gel de chitosan ocupó el segundo lugar en eficacia antibacteriana con 

una media de halo inhibitorio de 17,71 mm. 

 La media de halo inhibitorio de la clorhexidina en gel al 2% (15,86 mm) fue 

superior comparada con el hidróxido del calcio (Calcifar-P) (13,93 mm). 

 El extracto de propóleo al 30 % tuvo la menor media de halo inhibitorio con 

un valor de 11,36 mm. 

 Ninguna de las sustancias testeadas pudo superar la media de halo 

inhibitorio del grupo control positivo. 

 Los geles de chitosan/propóleo y chitosan junto con la clorhexidina en gel 

al 2% obtuvieron las medias de halo inhibitorio más altas, lo cual denota 

una potente actividad antimicrobiana in vitro sobre el Enterococcus 

faecalis, sugiriendo que podrían ser una buena alternativa para ser 

empleados como medicación intraconducto. 
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10. RECOMENDACIONES 

 

 

 Se recomienda replicar esta investigación con una muestra de estudio de 

mayor tamaño. 

 Se podría reducir la cantidad de grupos de estudio a los geles de 

chitosan/propóleo y chitosan, extracto de propóleo al 30% e hidróxido de 

calcio. 

 Evaluar la citotoxicidad del chitosan en estudios posteriores, así como su 

eficacia antibacteriana frente a otras especies. 
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12. ANEXOS 

 

     ANEXO A 

Tabla A. Prueba de Normalidad. 

Antibiótico Kolmogorov-Smirnov Grados de libertad P 

Ampicilina 0,391 14 0,000 

Hidróxido de calcio 0,332 14 0,000 

Clorhexidina 0,391 14 0,000 

Propóleo 0,435 14 0,000 

Agua destilada 0,407 14 0,000 

Chitosan 0,443 14 0,000 

Chitosan-propóleo 0,438 14 0,000 

 

Fuente: Base de datos / Elaborado por: Gretter Luaces, 2017. 

 

     Con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov se rechaza la hipótesis 

nula (todos los grupos de estudio presentan igual halo inhibitorio): (p es < 0,005) 

y se obtiene una distribución no paramétrica.  
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ANEXO B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Propóleo bruto 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

Fig. 2 Extracción del propóleo mediante el Soxleth 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 3 De derecha a izquierda filtración de las impurezas y ceras insolubles 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

Fig. 4 Espectrofotómetro Infrarrojo Thermo Scientific Modelo Nicolet iS5  

                          Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 6 Siembra de la cepa de Enterococcus faecalis 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

Fig. 5 Obtención de los geles de chitosan 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 8 Comprobación de la turbidez del inóculo 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

Fig. 7 Comprobación del crecimiento bacteriano de la cepa 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 10 Siembra del inóculo en el agar Mueller Hinton 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

 

Fig. 9 Retirada del hisopo de la suspensión rotándolo varias veces contra la 

pared del tubo para eliminar el exceso de inóculo 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 12 Colocación del hidróxido de calcio en los discos 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

 

Fig. 11 Colocación de la clorhexidina en gel al 2% en los discos 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 13 Elaboración de los pocillos en el agar para la colocación de los geles 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

Fig. 14 Medición de los halos de inhibición con regla milimetrada 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 
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Fig. 15 Halo inhibitorio del gel chitosan/propóleo 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

 

Fig. 16 Halo inhibitorio del gel de chitosan 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

. 
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Fig. 17 Halo inhibitorio de la clorhexidina en gel al 2% 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

. 

 

Fig. 18 Halo inhibitorio del hidróxido de calcio (Calcifar-P) 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

. 
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Fig. 19 Halo de inhibición del propóleo 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

. 

. 

 

Fig. 20 Halo inhibitorio de la Ampicilina 

Elaborado por: Gretter Luaces Acosta, 2017 

. 

. 
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ANEXO C 

FICHA DE MEDICIÓN  

 

UNIVERSIDAD DE CUENCA  

FACULTAD DE ODONTOLOGÍA  

Tesis Previa a la Obtención del Título de especialista en endodoncia  

TEMA:” ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL 

CHITOSAN/PROPÓLEO EN GEL SOBRE EL ENTEROCOCCUS FAECALIS” 

Investigadora: Gretter Luaces Acosta Período de incubación: 24 horas                  

Halo inhibitorio en milímetros Temperatura de incubación: 3 


