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Resumen

Introduccién: Actualmente uno de los problemas mas graves de salud publica es la
resistencia antibiotica, por lo cual es necesaria la creacion de nuevos agentes
antimicrobianos. La sutura de seda es un elemento altamente utilizado en cirugia oral, sin
embargo, presenta desventajas como que promueve la proliferacién de biopelicula dental
en su superficie, haciendo de esta manera, mas vulnerable al paciente a contraer una
infeccion. En el presente trabajo se propone el uso del quitosano como recubrimiento de
suturas de seda, ya que este biopolimero tiene efectos bactericidas frente algunas

bacterias y levaduras.

Objetivo: Analizar las propiedades morfolégicas y antimicrobianas de fibras de sutura de

seda recubiertas con quitosano para su posible aplicacion en cirugia oral.

Metodologia: Se prepararon 279 muestras de 1 cm de suturas de seda calibre 4-0 marca
Ethicon, previamente desgomadas con solucion de NaOH al 10 % y lavadas bajo accion
de ultrasénido durante 5 minutos. Se realiz6 mezcla de 0.2 g de quitosano disuelto en 10
ml de agua bidestilada con &cido acético a una concentracion de 0.5 %. Un primer grupo
experimental de suturas se colocaron en un vaso de precipitados con agitacion magnética
durante 24 horas a temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C, mientras que un
segundo grupo se mantuvo en agitacion magnética durante 24 horas a una temperatura
de 60 °C. Una vez finalizado este proceso, realiz6 caracterizacion morfolégica mediante
Estereoscopia y Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), asi como evaluacion de
actividad antimicrobiana frente a las cepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Streptococcus mutans, mediante método de difusidon en agar, ensayo de microdilucién,
cuantificacién de viabilidad bacteriana mediante reduccion metabdlica del MTT vy
finalizando con ensayo de viabilidad bacteriana en agar Mueller-Hinton. El andlisis

estadistico realizado fue Levene, ANOVA y prueba Tukey.

Resultados: En las imagenes de la espectrofotometria no se noté una diferencia en la
estructura de las suturas de ambos grupos, diferente a lo encontrado en la caracterizacion
morfolégica SEM, donde se observo en el primer grupo experimental, lo que podrian ser
particulas de quitosano que no se disolvieron por completo, contrastante con las suturas
del grupo 2, en las cuales se puede apreciar mayor uniformidad en toda su superficie. En

la evaluacion de actividad antimicrobiana se encontré6 mediante el ensayo de difusién de
7



agar que el efecto del grupo 1 fue menos efectivo que el del grupo 2 en generacion de
zona de inhibicion (E. coli 0.24/0.32 mm) (S. aureus 0.75/1.42 mm) (S. mutans 1.04/0.99
mm), en el ensayo de microdilucion se obtuvo en porcentaje de inhibicion (E. coli
17.39/43.26 %), (S. aureus 29.62/36.82 %), (S. mutans 32.64/36.93 %), para el ensayo de
MTT se obtuvo en porcentajes de inhibicion (E. coli 5/6 %), (S. aureus 9.4/14 %), (S.
mutans 23.63/28.61 %). En el analisis estadistico ANOVA, se observo que si existe una
diferencia significativa, determinando con la prueba Tukey, que dicha diferencia
significativa se encontraba entre los grupos experimentales con el control (antibiético) y no
entre los grupos experimentales (P<0.05). En el ensayo de viabilidad bacteriana en agar
Mueller-Hinton se encontré en E. coli que hubo crecimiento bacteriano del 100 % en
ambos grupos experimentales, mientras que en S. aureus se encontré crecimiento del
100 % con el grupo 1y del 33 % con el grupo 2 y en S. mutans hubo un crecimiento del
100 % del grupo 1.

Conclusién: El uso de quitosano demostro efectividad como agente antibacteriano en la
inhibicion de las cepas E. coli, S. aureus y S. mutans. No existe una diferencia

estadisticamente significativa en la inhibicion bacteriana entre los grupos experimentales.

Palabras clave

Quitosano, biopolimero, biopelicula dental, microorganismo oral, sutura de seda.



Abstract

Introduction: Currently one of the most serious public health problems worldwide is
antibiotic resistance, due to this the creation of new antimicrobial agents is necessary. Silk
suture is an element widely used in oral surgery in closing and confronting of tissues after
a surgical intervention. One of the disadvantages of using this suture is that its
multifilament and braided structure promotes the proliferation of dental biofilm on its
surface; thus, making the patient more vulnerable to infection. Chitosan is a biopolymer of
animal origin, highly abundant and easily obtained, which within its properties, has a

bactericidal effect against some bacteria and yeasts.

Objective: To analyze the morphological and antimicrobial properties of silk suture fibers

coated with chitosan for its possible application in oral surgery.

Methodology: 279 1-cm samples of silk sutures (4-0) of the brand Ethicon, were prepared
previously with a 10 % NaOH solution and washed in an ultrasonic tub for 5 min. It was
made a mixture of 0.2 g of chitosan dissolved in 10 ml of bidistilled water with acetic acid
at a concentration of 0.5 %. This mixture was elaborated twice in order to have two
experimental groups. The first experimental group was under magnetic stirring for 24
hours at room temperature (25° C approx.), while the second group was kept under
magnetic stirring for 24 hours at a temperature of 60 °C. Once the suture coating process
was completed, morphological characterization was carried out by using Stereoscopy and
by Scanning Electron Microscopy (SEM), as well as evaluation of antimicrobial activity
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans by agar
diffusion method, microdilution test, confocal microscopy complementary to the test of
microdilution, quantification of bacterial viability through MTT metabolic reduction and
bacterial viability test in Mueller-Hinton agar. The statistical analysis performed was
Levene, ANOVA and Tukey test.

Results: In the morphological characterization, in the images obtained from the
spectrophotometry, no significant difference was observed in the structure of the sutures
belonging to group 1 compared to those of group 2, different from that found in the SEM
morphological characterization, where it was observed that the group 1 presented on its

surface what could be chitosan particles that did not completely dissolve, contrasting with
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the sutures of group 2, in which greater uniformity could be seen in all its surface. In the
evaluation of antimicrobial activity was found by the diffusion test agar that the effect of
group 1 was less effective than group 2 in generating inhibition zone (strain
groupl/group2) = (E. coli 0.24/0.32 mm) (S. aureus 0.75/1.42 mm) (S. mutans 1.04 /0.99
mm). In the microdilution test, the results were obtained in percentage of inhibition (E. coli
17.39/43.26 %), (S. aureus 29.62/36.82 %), (S. mutans 32.64/36.93 %). While, for the
guantification test of bacterial viability by metabolic reduction of the MTT the percentages
of inhibition were (E. coli 5/6 %), (S. aureus 9.4/14 %), (S. mutans 23.63/28.61 %). In the
statistic analysis ANOVA, it could be observed a significant difference in the three trials
carried out, determining with the Tukey test, that this significant difference was among the
experimental groups with the control (antibiotic). No statistically significant difference was
found between the two experimental groups. In the test of bacterial viability in agar
Mueller-Hinton it was found in E. coli that there was bacterial growth in both experimental
groups in the three trials conducted. While, in S. aureus it was found growth in the three
trials of group 1 and only one of the group 2 and S. mutans only had growth in the three

trials of group 1.

Conclusion: The use of chitosan proved to be efective as an antibacterial agent in the
inhibition of E. coli, S. aureus and S. mutans strains. No statistically significant difference

in bacterial inhibition was found between the experimental groups.

Key words

Chitosan, biopolymer, dental biofilm, oral microorganism, silk suture.
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Introduccidén

Una necesidad actual en el area de la salud es el desarrollo y creacién de nuevos agentes
antimicrobianos, debido al aumento en la resistencia a los antibiéticos, lo cual representa
un grave problema para la salud publica (1-2). Asociaciones como la UPUA (del inglés
Alliance for the Prudent Use of Antibiotics) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
han reportado la importancia de evitar el uso indiscriminado de los antibiéticos, asi como
han propuesto estrategias para disminuir este problema de caracter mundial, entre las
cuales se encuentran acciones que la poblacién podria realizar facilmente, tales como el
lavado de manos constante y evitar la automedicaciéon (1-3); sin embargo, aunque estas
medidas deberian de ser aplicadas y la prevencion de las enfermedades debe de ser la
primera linea de accion ante esta problematica, es de vital importancia realizar acciones
para la modificacion de los agentes antimicrobianos ya existentes y el desarrollo de

nuevos.

El estudio de nuevos agentes antimicrobianos ha tomado fuerza en el area biomédica,
dando como resultado la creacién de materiales, tales como los biopolimeros (4), los
cuales son altamente utilizados dado que son un recurso abundante, sustentable,

renovable y amigable con el ambiente (5).

Uno de estos polimeros es el quitosano (poly-8-(1,4)-2-amino-2-deoxy-glucopyranose),
material obtenido de la desacetilacion de la quitina, la cual se obtiene del exoesqueleto de

crustaceos como los cangrejos, gambas, langostas y algunos insectos.

Este material representa el segundo biopolimero mas abundante en la tierra, después de
la celulosa y tiene propiedades adsorbentes, cataliticas, hemostaticas, bacteriostaticas,

bactericidas y antifingicas (6-7).

Presenta ventajas en comparacidon con otros materiales antimicrobianos, como su
biocompatibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad, facil adquisicion, permeabilidad acuosa

y buenas propiedades mecanicas de fuerza (5-8).

Una de sus posibles aplicaciones es como recubrimiento para las suturas, las cuales
forman una parte fundamental dentro del area de cirugia, ya que aunque éstas permiten
unir superficies, estabilizar margenes de heridas y promover una adecuada cicatrizacion

(9), por lo general se colocan en tejidos de alta vascularizacién, siendo este un factor de
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riesgo para la infeccion de la zona quirtrgica (9-10), debido a que el medio bucal presenta
las condiciones 6ptimas para la adherencia y desarrollo de microorganismos, ya que el
ambiente humedo, la temperatura y las superficies que lo componen, favorecen su

proliferacion.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo es la evaluacién antimicrobiana
de suturas de seda recubiertas con quitosano mediante diferentes ensayos de
susceptibilidad antimicrobiana, con las cepas E. coli, S. aureus y S. mutans, para en un

futuro poder ser utilizadas en cirugia oral.

12
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1. Suturay clasificacion

Las suturas son el medio temporal de aproximacién de los bordes de un defecto que

promueve la cicatrizacion de las heridas. Existen diferentes hilos de sutura, los cuales

tienen caracteristicas especificas dependiendo del tamafio y profundidad de la lesién que

se vaya a suturar, la zona anatomica y los antecedentes del paciente (11).

Los tipos de sutura se clasifican segun sus propiedades fisicas y origen (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de suturas quirdrgicas. Fuente: (12).

Caracteristicas

Origen

Permanencia

Clasificacion de suturas quirdrgicas

Naturales

Animal

Catgut

Seda

Crin de Florencia
Vegetal

Lino

Algodon
Origen mineral

Acero

Plata

Reabsorbibles

Catgut
Acido poliglicélico
Poliglactin 910

Polidioxanona

Sintéticas

Poliamidas
Poliésteres
Polidioxanona
Acido poliglicélico
Poliglactin 910
Polipropileno

Polietileno

No reabsorbibles
Poliamidas
Poliésteres

Algodon
Lino
Seda
Acero y plata

14



Monofiliares Multiflamentosos

Torcidos
Catgut
Lino
Polipropileno Trenzados
Acabado industrial Poliamidas Acero
Metélicas Seda
Polidioxanona Poliésteres

Recubiertos
Poliglactin 910
Acido poliglicélico
Traumaticas Atrauméticas
Estructura Con agujero en la aguja Sin agujero en la aguja

Medida en ceros

Calibre 6a0

Origen:

Segun su composicién se clasifican en naturales y sintéticas, siendo de origen natural la
seda y el catgut cromico los mas utilizados; estos inducen mayor reaccion inflamatoria
gue los sintéticos y distribuyen menos la fuerza, mientras que los de origen sintético como
la poliamida o el polipropileno producen menos inflamacién y presentan una mejor

distribucién de fuerzas (13).

Permanencia:

Un hilo de sutura se considera absorbible si pierde la mayoria de su fuerza tensil en 60
dias después de haber sido colocado bajo una superficie cutdnea, aunque no implique
gue se haya reabsorbido completamente. Pueden ser de origen natural (catgut) o sintético
(poliglactina, acido poliglicélico, polidioxanona, etc.), variando asi los tiempos de

absorcion en funciéon del material de fabricacion. Las suturas de origen natural son

15
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metabolizadas por enzimas del organismo, que las destruyen y participan en su
absorcién, mientras que las suturas sintéticas son hidrolizadas, es decir, el agua penetra
en su estructura, disolviéndolas. El hidrolizado de las suturas sintéticas es menos
agresivo para el organismo que la puesta en marcha del sistema enzimético que ademas
de atacar la sutura, causa una serie de lesiones en los tejidos circundantes. Estas suturas
pueden estar recubiertas o impregnadas con agentes que mejoran sus propiedades de

manejo y tefiidas con colorantes para aumentar su visibilidad en los tejidos (11).

Son aquellas de caracter permanente aquellas suturas que no se absorben, preparadas a
partir de fibra orgénica, animal, vegetal, o filamentos sintéticos. Como caracteristicas
importantes, son de alta resistencia y también son sometidas a un proceso de
recubrimiento para disminuir su capilaridad. Son utiles en pacientes que han demostrado
hipersensibilidad a las suturas absorbibles o tendencia a formar cicatrices queloides (10-
12).

Acabado industrial:

Se dividen en monofiliares y
multifilamentosas (figura 1); las
monofiliares tienen una superficie mas
suave, por lo que producen menos friccion
y menos inflamacién, pero requieren una
mayor cantidad de nudos, ya que tienden a
desanudarse. Las multiflamentosas
consisten en una mezcla de filamentos, del
mismo o distintos materiales, que son
trenzados o unidos de alguna manera para
formar un s6lo hilo. Proporcionan mayor
fuerza tensil y flexibilidad, pero a su vez

presentan un mayor riesgo para la

infeccién del sitio quirdrgico (12-13).

Figura 1. Micrografias SEM de estructura de suturas:
(a) multifilamentosa trenzada, (b) monofilamentosa.
Fuente:(10).
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Estructura:

Las agujas de sutura tienen tres partes: la punta, el cuerpo y el ojo o extremo, que es
donde se une el hilo. Segun la punta, existen agujas con seccion triangular o cortante, que
se utilizan para suturar tejidos resistentes como la piel, y agujas con seccién coénica o
circular, que son menos traumaticas, pero menos penetrantes y se utilizan para tejidos
mas delicados como visceras, vasos 0 peritoneo. También existen otras que combinan la
seccion triangular, punta roma y punta espatulada. Para la sutura de la piel se utilizan
hilos con aguja triangular, ya que sus bordes son cortantes y permiten atravesar los
tejidos con elevada resistencia como la piel y las fascias. (14)

En funcion de la curvatura se pueden clasificar en curvas o rectas. Las curvas pueden ser
de 3/8 0 1/2 segun la curvatura de una circunferencia; las de 3/8 se utilizan para la piel en
cirugia menor y las de 1/2 para zonas mas profundas, como aponeurosis, tejido celular

subcutaneo o cavidades de dificil acceso (13).

Calibre:

Hace referencia al grosor de la sutura, donde a mas ceros, menor calibre. En cirugia oral,
por ejemplo, se utilizan habitualmente suturas de entre 3-0 y 4-0, en zonas de mayor
tensidon como el tronco o las extremidades inferiores se usan suturas entre 2-0 — 3-0, y en

la cara de 4-0 — 6-0. A menor grosor, menor sera el traumatismo tisular (13).

1.1 Nudo quirargico y Norma Oficial Mexicana

El nudo representa un factor importante para la determinar el nivel de inflamacién que
producird una sutura (15) y aungque los nudos quirirgicos son ampliamente aceptados en

la tradicién quirlrgica, tienen algunas desventajas mecénicas tales como:

o Tension:
Aunque a primera vista la presién parece ser similar a lo largo de toda la linea de la
sutura, aumenta en el nudo y en la sutura que estd mas cerca de ella. Esta tension

gradiente podria interferir con la cicatrizacibn homogénea en los bordes de la herida (16).
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. Deslizamiento:
El punto mas débil de cualquier linea de sutura quirargica es el nudo. El segundo punto
mas débil es la parte de la sutura inmediatamente al lado del nudo, con reducciones del
35 % a 95 %, dependiendo del estado del material. Desde un punto de vista biomecanico,
estos datos podrian explicar los efectos del deslizamiento del material de sutura a través

del nudo, y el inevitable alargamiento sufrido en el punto del nudo.

° Error humano:
Para contrarrestar el efecto deslizante de las suturas, a veces estan atados con mas
fuerza de la necesaria, lo que puede causar necrosis o fallas en la cicatriz de la herida, ya

gue se pierde la vascularidad de la zona (17).

o Cuerpo extrano:
El nudo en si mismo representa una fuente de reacciones de cuerpo extrafio en cualquier
sutura. De hecho, la reaccion inflamatoria alrededor del nudo se ha encontrado ser
proporcional al tamafio del mismo, ya que favorece a la proliferacion de bacterias (18),

como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Micrografias SEM de paciente con 8 dias postoperatorio, mostrando colonizacién

bacteriana. Fuente: (15)

Por otro lado, actualmente las suturas en el territorio mexicano estan regidas bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-067-SSA1-1993, que establece las especificaciones
sanitarias de las suturas quirdrgicas, donde se determinan aspectos, tales como:
resistencia a la traccién, rigidez de flexién, color, etc., segun cada tipo de sutura a

emplear.
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La sutura debe presentar caracteristicas, tales como; estar libre de nédulos, roturas,
material extrafio, piezas desensambladas, colores diferentes, porciones planas y
deshilachamiento y debe tener color homogéneo (19).

1.2 Sutura de seda

La seda es una fibra proteica producida por una vasta cantidad de insectos y arafias, sin
embargo, sélo unas cuantas son utilizadas con fines comerciales. La mas importante y
comun de estas es la seda proveniente del gusano Bombyx mori, el cual se encuentra
principalmente en la India y China (20).

La sutura de seda es un tipo de sutura no reabsorbible de origen natural, multiflamentosa
con estructura trenzada (figura 3). La seda es la sutura natural mas comdn y es
ampliamente utilizada en la cirugia oral ya que es de facil manejo, presenta alta
resistencia a la traccion y es menos cortante que aquellas que son monofilamentosas, sin
embargo  produce una reaccion tisular importante y tiende a acumular placa

dentobacteriana mas que otro tipo de suturas (9).

Figura 3. Composicién morfoldgica de sutura de seda. (a) Representacion macroscoépica,
b. Micrografia SEM. Fuente: (21)
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1.3 Biopelicula

El medio bucal presenta las condiciones Optimas para la adherencia y desarrollo de
microorganismos, ya que el ambiente himedo, la temperatura y las superficies que lo
componen, favorecen su proliferacion (22). La microbiota oral es sumamente compleja, se
sabe que mas de 500 especies diferentes de bacterias pueden llegar a colonizar la boca
del adulto y que un individuo puede albergar 150 o méas especies diferentes (22-23).

Las biopeliculas son poblaciones microbianas sésiles que se componen de células
encerradas dentro de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), como
polisacaridos, proteinas y &cidos nucleicos. Las poblaciones microbianas en las
superficies de los dientes (placa dental) son excelentes ejemplos de comunidades de
biopelicula. La placa dental fue probablemente la primer biopelicula en haber sido
estudiado en términos de su composicion microbiana o a su sensibilidad a los agentes
antimicrobianos, gracias a la accesibilidad que se tiene para realizar toma de muestras

para analizar en el laboratorio (24).

1.3.1 Composicion de la biopelicula dental
La composicién de la biopelicula de la placa dental tiene muchas caracteristicas en
comun con otras. Tienen una estructura heterogénea, con clara evidencia de canales

abiertos llenos de liquido a través de la masa de la placa (23).

La composicion de la placa es variable, dependiendo de la posicion del diente en la
arcada, su localizacién en la superficie dental, y el tiempo que lleve en formacién y esta
formada por una matriz intracelular que consta de materiales organicos e inorganicos

derivados de la saliva, el fluido crevicular gingival y productos bacterianos (25).

Los componentes organicos de la matriz incluyen polisacéaridos, proteinas, glicoproteinas,
material lipido y DNA, mientras que los componentes inorganicos, cuya fuente principal es
la saliva, son predominantemente calcio y fésforo, con vestigios de otros minerales como

sodio, potasio y flaor.

Un gramo de placa dental (peso himedo) contiene casi 10! bacterias y entre los
microorganismos no bacterianos que pueden ser encontrados en la placa se incluyen las

arqueas, levaduras, protozoos y virus (26). En la placa madura, una pequefia muestra
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puede contener de 12 a 17 especies distintas, pero la composicién bacteriana puede
variar dependiendo del sitio anatémico de donde haya sido tomada (24). Las bacterias se
encuentran no solo en los tejidos blandos y la superficie de los dientes, también tienen la
capacidad de adherirse y penetrar en los tubulos dentinarios (23), como se puede apreciar

en la figura 4.
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Figura 4. Micrografia SEM de bacterias en los tubulos dentinarios. Fuente: (23).

1.3.2 Colonizacién bacteriana
El realizar el cepillado dental y de mucosas no garantiza la eliminacién de bacterias, ya
gue se ha comprobado que la recolonizacién comienza inmediatamente y pueden
detectarse bacterias antes de 3 minutos de la introduccion de esmalte estéril en la boca
(22).

Los pasos en la colonizacion bacteriana se muestran en la figura 5, y se resumen de la

siguiente manera:
1. Deposicion.

Fase en que los microorganismos incapaces de unirse quimicamente o fisicamente a la
pelicula, se depositan en fosas y fisuras (defectos estructurales del esmalte) y estos
defectos los retienen. Esta fase es reversible porque no se unen, solo se depositan, es

21



reversible porque hay factores extrinsecos (cepillado) o intrinsecos (saliva) que impiden

Su union y son los siguientes:

Transporte a la superficie.

Consiste en la movilizacion de las bacterias hacia la superficie en la que va a
permanecer adherida, esta puede ser mediante movimientos brownianos
(desplazamiento promedio de 40 um/hora), el flujo de liquido o a través del
movimiento bacteriano activo (23).

Adhesiodn inicial.

Es la adhesion reversible de la bacteria e inicia cuando las células bacterianas
entran en estrecha proximidad con la superficie (distancia de separacion

aproximada de 50 nm) (27).

Fijacion fuerte.

Se establece un anclaje firme entre la bacteria y la superficie mediante las
adhesinas (proteinas) y receptores complementarios (glicoproteinas o
polisacéridos) (23). Una vez que se presenta este anclaje entre microorganismos y
diente, se considera una unién irreversible para los factores intrinsecos, sin

embargo reversible para factores extrinsecos como el cepillado (27-28).

2. Coagregacion

Se refiere a los microorganismos que forman la segunda capa sobre aquellos que estan

previamente adheridos a la pelicula, la cual puede ser homotipica, la cual se da cuando

se unen 2 microorganismos de la misma especie, o heterotipica, que es cuando se unen 2

especies distintas (23).

3. Crecimiento y maduracién:

Con la coagregaciéon se siguen formando mas capas, y conforme aumentan se dan una

serie de cambios.
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. Cambios cuantitativos:

Se reproducen y aumentan en poblacion los microorganismos previamente adheridos
0 por coagregacion de la misma o nuevas especies.

. Cambios cualitativos:

Conforme se van agregando las capas, la placa se vuelve mas gruesa, por lo tanto, el
ambiente o ecosistema de las capas mas profundas cambia radicalmente, es decir pasara
de un ambiente aerobio a uno anaerobio, esto entonces producira un cambio de la

especie predominante en dichas areas de la placa (29).
4. Desprendimiento activo

Las bacterias pueden responder a las sefiales ambientales y separarse de las superficies,
permitiendo que las células colonicen en otros lugares. Por ejemplo, las bacterias que
inicialmente se encontraban en superficie dental, pueden colonizar carrillos, lengua, encia,

etc. (30).

Figura 5. Etapas en la formacion de biopelicula bacteriana. Fuente: (31).

Un claro ejemplo de la formacién de biopelicula es el de Candida albicans, el cual, a pesar
de tratarse de una levadura, tiene las mismas etapas de formacion que las bacterias. En
la siguiente imagen se pueden apreciar las etapas de crecimiento de dicha biopelicula

observado con SEM.
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Figura 6. Micrografias SEM de biopeliculas por Candida albicans en discos de catéter de PVC a
(a) 1 hora, (b) 3 horas, (c) 6 horas, (d) 18 horas, (e) 24 horas y (f) 48 horas. Fuente: (32).

1.4 Biopolimeros

Los biopolimeros son polimeros producidos por organismos vivos y pueden derivarse de
sistemas microbianos, extraidos de plantas, o quimicamente sintetizadas a partir de
sistemas biolégicos basicos. Presentan algunas ventajas en comparaciéon con los

polimeros sintéticos, como que tienen una estructura y degradabilidad bien definidas (33).

Los biopolimeros se han desarrollado para su uso como materiales médicos, envases,
cosméticos y alimentos, aditivos, tejidos para prendas de vestir, productos quimicos para
el tratamiento del agua, plasticos industriales, absorbentes, biomarcadores e incluso para

almacenamiento de datos.
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Tabla 2. Clasificacion de biopolimeros. Fuente: (33).

Clasificacion de biopolimeros

Clasificacion Origen Biopolimero

Almidon (amilosa / amilopectina), celulosa,
agar, alginato, carragenano, pectina, konjac.

Plantas/algas
Polisacéaridos Animal Quitosano/quitina, acido hialurénico

Xanthan, Dextran, Gellan, Levan,
polygalactosamina, celulosa (bacteriana)

Bacterial
Fungico Pullulan, Elsinan, glucanos de levadura.
Lipidico/surfactantes Acetoglicéridos, ceras, surfactantes.

Seda, colageno/gelatina, elastina, resilina,
adhesivos, poliaminoacidos, soya, zeina, gluten

Proteinas de trigo, caseina, albimina sérica.

Poliésteres Polihidroxialcanoatos, acido polilactico

Polimeros Acido poli-gamma-glutamico, caucho natural,
polimeros sintéticos de grasas y aceites

especiales . o
P naturales, nylon de aceite de ricino.

1.4.1 Quitosano
Los polisacaridos son los polimeros naturales mas versatiles debido al amplio espectro de
propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en los organismos vivos, tales
como brindar estructura, almacenar energia y otras funciones mucho mas especializadas,
tales como reconocimiento y adhesion en células eucariontes, sefializacion y activacion
de procesos de resistencia en plantas, formacion de biopeliculas en microorganismos,

entre otras.
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El quitosano es un polisacérido catidnico producido por la desacetilacion de la quitina, se
encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos y se obtiene mediante un proceso de

alcalinizacion a altas temperaturas (34).

Es el segundo polimero natural mas abundante en el mundo después de la celulosa; se
considera como un material altamente prometedor para aplicaciones futuras debido a su
excelente biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad antimicrobiana, no toxicidad y

sus ventajas econdmicas (5).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble que
puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas en
condiciones y medio acido suaves. A lo largo de la pasada década se ha dedicado un
gran esfuerzo al estudio de las modificaciones quimicas del quitosano para, de este

modo, explorar su maximo potencial de aplicacion (7).

Este biopolimero ha sido ampliamente utilizado en diferentes formas (geles, peliculas,
particulas, membranas o andamios) (35). Debido a sus propiedades funcionales y
fisicoguimicas, se ha podido identificar una enorme cantidad de aplicaciones que abarcan
areas tan variadas como: alimentacion (36), medicina, agricultura, farmacia, entre otras
(37-38).

CHs
¢=o
I\llH CH,OH NH, CH,OH
Roveas o ves
OH Desacetilacion OH
o © g ©
CH,0OH NH CH,0OH NH
Quitina (!‘,:o Quitosano
Eh,

Figura 7. Desacetilacion de quitina para la obtencion de quitosano. Fuente: (6).
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1.4.2 Mecanismo de accién del quitosano como agente antimicrobiano

El quitosano ha demostrado tener actividad contra un amplio espectro de patdgenos, el
cual puede ser manifestado de dos formas: por inhibicion del crecimiento de patégenos y
por la induccion de resistencia sistémica a infeccién de patégenos (39).

El quitosano muestra una actividad antimicrobiana mas fuerte para bacterias Gram-

positivas que Gram-negativas (40).

El mecanismo exacto de la accién antimicrobiana de la quitina, el quitosano y sus
derivados es aun desconocido, aunque diferentes mecanismos han sido propuestos, uno
de ellos sugiere que la interaccion entre la carga positiva de la molécula de quitosano y la
carga negativa de las células de la membrana microbiana conduce a la salida de

proteinas y otros constituyentes intracelulares (41).

La union del quitosano con el ADN y la inhibicién de la sintesis de ARNm ocurren a través
de la penetracion del quitosano hacia el nucleo de los microorganismos y la interferencia
con la sintesis de ARNm y sintesis de proteinas, evitando de esta manera la replicacién

del microorganismo (39)(42).

Uno de los principales factores que influyen en el grado de inhibicion del quitosano es el
peso molecular, el cual esta reportado que se requiere de un peso mayor al de 10,000 Da
(43). Ademas, la actividad antimicrobiana esta influenciada por el grado de desacetilacion,

su concentracion en solucién y el pH del medio (44).

El quitosano muestra su actividad antibacteriana solamente en medio acido debido a su
pobre solubilidad por encima de pH 6.5 (45). En general, el 4cido acético, el acido lactico
y el &cido féormico son mas efectivos para inhibir el crecimiento bacteriano que los acidos

propidnico y ascorbico (44-46).

1.5 Caracterizacion

La caracterizacion de materiales permite estudiar, clasificar y analizar las propiedades
fisicas, mecanicas, 6pticas, quimicas, térmicas y magnéticas de algiun material, es decir,
sirve para la obtencidon de distintos parametros que determinan las caracteristicas
especificas de un material (47).
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Uno los métodos utilizados para realizar caracterizacion es mediante la microscopia
electronica, en la cual se emplean electrones en lugar de fotones o luz visible para la
formacion de imégenes. Los microscopios electronicos permiten alcanzar amplificaciones
mayores antes que los mejores microscopios Opticos, debido a que la longitud de onda de
los electrones es bastante menor que la de los fotones "visibles" (48).

En muchos sentidos, el microscopio electronico ofrece una solucion ideal a los problemas
gue presentan los microscopios opticos (A ~ 0.5 um) que no pueden obtener resolucion

atomica, ya que la longitud de onda de la radiacion incidente es demasiado grande (49).

El microscopio electronico se basa en la utilizacién de un haz de electrones con voltajes
de aceleracion que oscilan, por término medio, entre los 20 y 1000 kV; es un dispositivo
gue utiliza un haz de electrones dirigidos hacia una muestra a analizar, produciendo una
imagen en una pantalla sensible a los electrones. Este tipo de microscopio permite
realizar aumentos de hasta 2.000.000 X frente a los microscopios 6pticos que producen
aumentos de 2.000 X, gracias a que la longitud de onda de los electrones (0,5 Angstroms)

es mucho menor que la de la luz visible (4000 Angstroms) (50).

1.5.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
La Microscopia Electronica de Barrido (SEM del inglés, Scanning Electron Microscopy) es
una técnica de microscopia electrénica capaz de producir imagenes de alta resolucién de
la superficie de una muestra utilizando las interacciones electron-materia. Utiliza un haz

de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen (51).

Las imagenes en SEM poseen una gran profundidad de campo, que permiten enfocar a la
vez gran parte de la muestra. También producen imagenes de alta resolucion, de forma
gue las caracteristicas mas infimas de la muestra pueden ser examinadas con gran
amplificaciébn. La preparacion de las muestras es relativamente facil, la muestra
generalmente se recubre con una capa de carbono o una capa delgada de un metal,
como el oro, para darle caracter conductor (52). El haz de electrones se puede concentrar
en una zona diminuta (~20 A) que puede barrer la superficie del espécimen al ser
deflectado por bobinas adecuadas. Los electrones secundarios se detectan por encima
del espécimen y la imagen muestra la intensidad de los electrones secundarios emitidos

por las diferentes partes de la muestra (49).
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1.5.2 Microscopia Bifocal

El microscopio bifocal es un microscopio que emplea una técnica optica de imagen para
incrementar el contraste y/o reconstruir imagenes tridimensionales utilizando un "pinhole"
espacial (colimador de orificio delimitante) para eliminar la luz desenfocada o destellos de
la lente en especimenes que son mas gruesos que el plano focal. Esta técnica se aplica
tipicamente en las ciencias biologicas (53).

1.6 Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

Son diversos los métodos para la evaluacion de actividad antimicrobiana de diferentes

agentes, sin embargo, dos de los mas utilizados, son los siguientes dos métodos:
e Difusion en agar.

El método de difusion en agar o en placa, es un método que utiliza un medio de cultivo
sélido en el cual un microorganismo es probado con una sustancia de la cual se desea

conocer su actividad biolégica.
e Dilucion en caldo.

Este método puede ser probado en placas de 96 pozos o en tubos. El método de dilucion
en caldo considera la relacién entre el crecimiento de un microorganismo en un medio

liguido y la concentracion de una sustancia control, midiendo la turbidez generada (54).

1.6.1 Ensayos de difusion en agar
La técnica o ensayo de difusion en agar, también conocido como ensayo de Kirby-Bauer o
difusién en disco, se utiliza de manera rutinaria en los laboratorios clinicos para la
determinacion de la sensibilidad a agentes antimicrobianos de bacterias y hongos

comunes (a través de sensidiscos o difusion en pozo) (55).

Dicha prueba es realizada con agar Mueller Hinton, el cual es un medio de cultivo
disefiado especialmente para hacer ensayos de sensibilidad antimicrobiana y antifingica,
recomendado por el Comité de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre
estandarizacién de pruebas de susceptibilidad. Este medio de cultivo fue propuesto en

1970 para determinar la susceptibilidad de los microorganismos frente a los agentes
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antimicrobianos, por no tener incorporados inhibidores como, por ejemplo, el PABA (&acido
p-amino benzoico) que anula la actividad de sulfamidas y antibidticos, asi como su
reproducibilidad y facilidad de realizacién (56-57). A pesar de su facilidad de uso, una de
las desventajas de esta técnica es que brinda solo informacion cualitativa (57).

1.6.2 Ensayo de microdilucion
El método de macrodilucién en caldo y su versién miniaturizada de microdilucién, ambos
aceptados por la organizacion internacional de estandarizacion “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI-M27-A3-2008)", son procedimientos habitualmente empleados
para realizar pruebas antimicrobianas con agentes convencionales como los antibiéticos.
Estos métodos permiten obtener datos cuantitativos de susceptibilidad y determinacién de
la concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés), que se define como la
concentracion minima en la que el agente es capaz de inhibir el crecimiento del

organismo problema (55).

1.6.3 Cuantificacion de viabilidad bacteriana con ensayo de MTT
El ensayo de viabilidad celular (actividad metabdlica) por reduccién del compuesto MTT
se realiza con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, el cual es un
compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, soluble en agua y con color
amatrillo. EI MTT se utiliza cominmente para medir el nimero de células metabdlicamente
activas en ensayos in vitro y es muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion

celular.

Originalmente es de color amarillo y al reducirse se convierte en un compuesto de la
familia formazanos, de color violeta e insoluble en agua. La cantidad de formazan
generado es proporcional al nimero de células metabélicamente activas y es medido a

través de un espectofotdmetro UV-Vis (58).

1.6.4 Ensayo de viabilidad bacteriana en agar Mueller-Hinton
El ensayo de viabilidad bacteriana se realiza como un método de reforzamiento de los
resultados obtenidos en un ensayo previo de MTT. Consiste en la colocacion de gotas de
los medios utilizados en el ensayo de MTT en placas de agar, con el fin de evaluar si
existe crecimiento bacteriano o no posterior a su incubacion. Es un método cualitativo en
el que se puede apreciar si el efecto del agente antimicrobiano que esta siendo probado

tiene un efecto bactericida o bacteriostatico.
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Antecedentes

Los materiales de sutura datan del afio 3000 a.C. aproximadamente, cuando se
clasificaban segun el origen de donde se obtenian: animales/insectos (pelo, tendones,
intestinos, lana, seda), plantas o metales. El catgut era el material de sutura mas parecido
a los actuales y se obtenia de intestino bovino y ovino (11). La sutura de seda fue
empleada formalmente por primera vez en Estados Unidos por el padre de la cirugia
William Halsted.

Se han elaborado hilos de sutura con actividad antibacteriana mediante la modificacién de
la superficie con sustancias antimicrobianas, tales como; péptidos antimicrobianos, iones
metdlicos, polimeros, nanomateriales, antisépticos, farmacos, entre otros (59). Uno de los
principales objetivos de estos estudios es que al modificar las suturas con agentes
antibacterianos estas mantengan o maximicen sus caracteristicas fisicas (resistencia a la
traccion, resistencia a la tensién del nudo, rigidez de flexién) y de manipulacion (friccion
superficial y arrastre del tejido) en comparacion con aquellas que no fueron modificadas
(60).

En un estudio realizado en el 2014 se realizé una sintesis general de compuestos hibridos
de silica-quitosano a través del método sol-gel para recubrimientos de suturas quirargicas.
El desarrollo del experimento consistié en impregnar dos tipos de suturas (seda y acido
poliglicolico PGA) con los compuestos de silica-quitosano y someter las suturas a pruebas
de tensidén para compararlos con aquellas suturas que no habian sido modificadas,
obteniendo como resultado que hubo un aumento en los valores de elongacion de las
suturas de seda, por lo que se mostré que mejora la ductilidad de la sutura. Asimismo, se
demostrd que los recubrimientos de silica-quitosano en los dos tipos de suturas no alteran
las propiedades mecanicas. Se concluyé que el hibrido silica-quitosano puede ser Uutil
cuando se afiade en la superficie de la sutura o como parte de ella para favorecer el
proceso de cicatrizacion (21). En otro trabajo de continuacién al antes mencionado, se
evalu6 el mismo hibrido de silica-quitosano en pruebas de citotoxicidad con células C6 de
glioblastoma de rata, mostrando muerte celular en todas las pruebas realizadas.
Seguidamente, se realizd6 la misma prueba con células expuestas Unicamente al
guitosano, donde se obtuvo proliferacién celular, por lo que se determiné que el quitosano
si es biocompatible; sin embargo, el proceso de sintesis del silica-quitosano no lo es, por
lo que se concluyd que se deben realizar modificaciones en el proceso de sintesis de

silica-quitosano (61).
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Finalmente, en un estudio realizado en la Escuela Nacional de Estudios Superiores se
analizaron las propiedades mecénicas y antimicrobianas de la sutura de seda
funcionalizada con poli (cloruro de dialildimetilamonio) (PDADMAC) y nanoparticulas
metdlicas [Oro (Au), y diéxido de titanio (TiO)], obteniendo como resultado que el
polimero catiénico ligante (PDADMAC) brinda una mejora en la morfologia de la sutura de
seda y un mejor recubrimiento con las nanoparticulas TiO;[c]/PDADMAC con un
porcentaje en peso de Ti de 88 % a diferencia de las otras nanoparticulas, sin embargo, el
recubrimiento de las suturas con estas nanoparticulas no generé inhibicion bacteriana, ya
gue al ser evaluadas en método de difusion de agar, las suturas fueron recubiertas por las

cepas E. coliy S. aureus (62).
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2.1 Planteamiento de problema

En la cavidad oral existen mas de 500 especies de bacterias, de las cuales
aproximadamente 109 pueden sembrarse en el torrente sanguineo aumentando el riesgo
de una bacteremia (63). Las bacteremias son causadas en un 90 % de los casos por
estafilococos, estreptococos y enterococos. Los streptococcus orales pertenecen al grupo
viridans (Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis), al ser parte de la placa dental,
pueden ingresar al torrente sanguineo y causar bacteriemia a través de habitos diarios

como masticar o cepillarse los dientes (64).

En procedimientos quirtrgicos orales como la extraccion de piezas dentales o colocacion
de implantes es comun el uso de suturas. Estos materiales de sutura representan un
potencial factor de riesgo para generar una infeccién, ya que las bacterias presentes en
boca poseen la habilidad de adherirse al material de sutura. Tales infecciones son
causadas por bacterias anaerobias en su mayoria (71 %), seguido de las microaerofilicas
(27 %), y en una cantidad menor aerobias verdaderas (2 %)(65). Entre las aerobias y
microaerofilicas presentes, se encuentran especies de Lactobacillus, Streptococcus y
Staphylococcus, mientras que de la familia de las anaerobias se encuentran especies de

Eubacterium, Peptostreptococcus y Propionibacterium (66).

Un estudio realizado en Espafa, se revel6 que la colocacién de suturas genera en un
10 % (£5-16 %) la posibilidad de infeccién por bacteremia después de una manipulacion
guirdrgica (64), y otros estudios revelan que las suturas que mas promueven a la
inflamacién gingival y acumulacién de placa dentobacteriana, son aquellas con estructura
multifilamentosa y trenzada (10), ya que al producir una mayor reacciéon inflamatoria en
los tejidos provoca una cicatrizacion retrasada o mas lenta en comparacion con las otras
suturas (incluyendo el nylon, polyglactin 910, acido poliglicélico, etc.)(67). Por lo anterior,
se consideran factores de riesgo intrinseco para infecciones postoperatorias y
complicaciones asociadas, como la infeccion del hueso, bacteriemia, formacion de

abscesos, endocarditis o incluso sepsis (15).

El mecanismo por el cual el material de sutura puede comprometer el sitio quirargico
empieza con la respuesta inflamatoria, que se desencadena al estar en contacto un

cuerpo extrafio con los tejidos, o que genera disminucion en la resistencia contra los
34



microorganismos patdgenos. También puede servir la sutura como una via de
acumulacion de bacterias, siendo que éstas tienen la capacidad de adherirse incluso en
sitios de menor accesibilidad, como en los tubulos dentinarios, por ejemplo (23).

El nudo que se realice también es determinante para la acumulacion de bacterias, ya que
es mas facil para los microorganismos adherirse a esta superficie. Estudios han
demostrado que entre mas voluminoso sea el nudo que se realiza, una mayor cantidad de
bacterias se adherirdn a esta y por ende se presentard una reaccion inflamatoria mas
exacerbada en los tejidos concomitantes (18).

A su vez, el tiempo de retiro de suturas juega un papel importante, ya que se tiene
reportado que entre mayor sea el tiempo que se tarde en retirar la sutura, mayor sera la

probabilidad de generar una infeccion.

Estas infecciones postoperatorias son complicaciones relativamente frecuentes en
cirugias orales, ocurren en aproximadamente el 2-12 % de los casos. Estas representan
una condicidén seria, ya que no solo retarda la cicatrizacién del sitio afectado, también
puede llegar a poner en riesgo la vida del paciente (10), presentando mayor riesgo de
complicaciones graves en aquellos que padezcan enfermedades crbnicas, como la
diabetes y enfermedades cardiacas (66), y si no son tratadas adecuadamente o en un
estadio temprano, vienen acompafiadas de altos costos para su tratamiento y de
inconvenientes para los pacientes, ya que a menudo requieren alguna cirugia adicional,

hospitalizacién prolongada y uso de altas dosis de antibiéticos (59).
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2.2 Justificacion

Es necesaria la elaboracion de nuevos agentes antibiéticos, ya que la resistencia
bacteriana a estos va en aumento, lo cual provoca una reduccién en la gama de seleccién
de farmacos que sean eficaces combatiendo diferentes enfermedades, dificultando o
imposibilitando el tratamiento. La resistencia a los antibiéticos ademas de prolongar la
duracion de las enfermedades y aumentar el riesgo de muerte (en ocasiones se duplica),
aumenta el costo de atencion sanitaria, pues alarga las estancias en el hospital y requiere
cuidados intensivos (1).

Por lo anterior, se ha desarrollado un interés en generar agentes antimicrobianos y en el

desarrollo de nuevos enfoques para la prevencion de infecciones.

En los ultimos afios la modificaciéon de las fibras de seda con agentes antimicrobianos se
ha realizado, sin embargo, la experimentacion con quitosano es un campo que no ha sido
explorado a profundidad y que presenta una alternativa que pudiera ser evaluada para
determinar sus caracteristicas antimicrobianas.

La realizacion de este proyecto de investigacidn permitira mediante la creacion de una
sutura de seda que inhiba el crecimiento bacteriano, que disminuya la terapéutica
antibidtica.

La creaciéon de una sutura de seda que inhiba el crecimiento bacteriano, permitira, por
ende, disminuir la terapéutica antibidtica que se receta comunmente después de un
procedimiento quirdrgico, ya que disminuye el riesgo de que se genere una infeccion tras
la colonizacién bacteriana en la misma.

Al disminuir la cantidad de antibiético recetado tras una intervencién quirargica, disminuye
el riesgo de generar una resistencia al farmaco, evitando que un futuro el paciente se
guede sin alternativas de tratamiento para alguna infeccién.

El fin dltimo de realizar experimentacién con quitosano es su posterior aplicacién en
situaciones de la vida cotidiana, como en el caso de las suturas, por eso es de vital
importancia realizar estudios previos a la experimentacion humana para verificar que el
elemento funcionalizado con quitosano no tenga repercusiones en el estado de salud del
paciente y que, por lo tanto, es seguro utilizar este tipo de materiales en humanos (tejidos

bucales, en el caso de este trabajo).
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2.3 Objetivo general

Analizar las propiedades morfologicas (color, uniformidad de la sutura) y
antimicrobianas de fibras de sutura de seda recubiertas con quitosano para su
posible aplicacién en cirugia oral.

2.3.1 Objetivos especificos

Determinar la morfologia de las suturas recubiertas con quitosano por SEM
(Microscopia Electrénica de Barrido) y estereoscopia.

Determinar la actividad antimicrobiana de las suturas funcionalizadas con
guitosano ante las cepas, E. coli, S. aureus y S. mutans mediante ensayos in vitro
de difusion en agar, microdilucion, cuantificacion de viabilidad bacteriana mediante

reduccion metabdlica del MTT y de viabilidad bacteriana en Agar Mueller-Hinton.

2.4 Pregunta de investigacion

¢Las suturas de seda recubiertas con quitosano presentan inhibicion contra las
bacterias E. coli, S. aureus y S. mutans en ensayos in vitro?

2.5 Hipotesis

El recubrimiento de suturas de seda disuelto a una temperatura de 60 °C
presentan mayor inhibicion en la colonizacién bacteriana de E. coli, S. aureus y

S. mutans en ensayos in vitro, que aquellas disueltas a temperatura ambiente.
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Metodologia

3.1 Disefno del estudio

Estudio experimental puro, prospectivo y comparativo con un universo de 279 muestras

de 1 cm de suturas de seda de 4-0, (Ethicon) y quitosano (Sigma Aldrich).

3.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 3. Variables dependientes

Variables

Definicién conceptual

dependientes

Definicion operacional

Naturaleza

Unidad de

medida

Escala

Valor en el que un

o antimicrobiano inhibe
Actividad

antimicrobiana

el crecimiento de un
microorganismo
después de su

incubacion (68).

Ensayo de difusién en agar:
Medicién de la zona de
inhibicién generada en una
caja de Petri inoculada con
bacteria en contacto con un
agente antimicrobiano. Se
toman imagenes y se analizan
con software “ImageJ”
Ensayo de microdilucion y
MTT:

Valores obtenidos mediante la
espectrofotometria UV-Vis y
analizados posteriormente con
programa SPSS
Viabilidad bacteriana:
Cuantificacion de colonias
generadas en cajas de Petri
posterior al procedimiento de
MTT

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

mm
(Milimetro)

%

(Porcentaje)
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Tabla 4. Variables independientes

Variables Definicion L _ Unidad de
Definicion operacional Naturaleza Escala

independientes conceptual medida

Temperaturaala  Temperatura de la disolucion
Temperatura ) o o .
_ » gque se encuentra al dejar en agitacion Cuantitativa 25-60°C Razon
de la disolucion _ y . )
una disolucion magneética por 24 h Continua

3.3 Universo del trabajo

Suturas de seda marca Ethicon 4-0

3.4 Tamafo de muestra
e 81 muestras de sutura de 1 cm de largo para método de difusion de agar

e 198 muestras de sutura de 1 cm de largo para método de microdilucion y MTT

3.5 Criterios de seleccion

3.5.1 Criterios de inclusion

e Suturas desgomadas.

e Suturas de seda 4-0 recubiertas con quitosano que conserven la integridad del
trenzado que las conforma.

¢ Quitosano de bajo peso molecular (50,000-190,000 Da).

3.5.2 Criterios de exclusién
e Suturas reabsorbibles o de seda de otro calibre diferente a 4-0.
e Suturas de seda que no sean de la marca comercial Ethicon.

¢ Quitosano de medio y alto peso molecular.

3.5.3 Criterios de eliminacion
e Suturas recubiertas con quitosano que presenten una morfologia irregular y dafo
en su estructura trenzada.

e Pruebas de actividad antimicrobianas que presenten contaminacion en sus cepas.
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3.6 Materiales y reactivos

Tabla 5. Material, reactivos.

Reactivo Marca Caracteristicas

No absorbible
Color: Negro
Seda Ethicon® Calibre: 4-0
Multifilamento (trenzada)

Pureza: 97 % PM: 40 g/mol
Hidréxido de sodio Forma: Escamas

JT. Baker®
(NaOH) Color: Blanco

Pureza: 99.9 %
. . _ Forma: Liquido
Acido acético glacial -

Color: Transparente

Formula: CH;COOH

Quitosano No. de producto: 448869
" Forma: Polvo
HO OH ° Sigma-Aldrich® Viscosidad: 20-300 cP, 1 wt. % in 1 % a. a.
OH 0§ NH, Formula:
HO NH, Mw promedio: 50,000-190,000 Da

n

Microorganismo

E. coli - Aislado de paciente
S. aureus - Aislado de paciente
S. mutans American Type Culture Collection® ATCC 35668
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3.7 Desarrollo del proyecto

Previo a la realizacién del proyecto se llevé a cabo una prueba piloto con el fin de
determinar las condiciones éptimas para la realizacion de las pruebas antimicrobianas. En
dicha prueba piloto se establecio a que concentracion y bajo qué condiciones el quitosano
resultd tener mejor resultado inhibiendo las bacterias. Dicha prueba se encuentra en el
anexo 1 junto con las especificaciones y resultados que fueron obtenidos en ella.

Los pasos del proceso de preparacion de las suturas, recubrimiento, caracterizacion y

evaluacion antimicrobiana, se encuentran expuestos de manera resumida en la figura 8.

Preparacion de

% Caracterizacion
solucionde

morfologica

quitosano

*  Microdilucidn
¢« MTT

¢ Viabilidad
bacteriana

Agitacion
magnética
durante 24 h.

10 ml 4cido
acético (0.5%) +
0.2 g quitosano

* Estereoscopio
* SEM

NaOH al 10%

Desgomado de Recubrimiento Evaluacion

Difusién en Agar

suturas de suturas antimicrobiana

Figura 8. Resumen de metodologia. Fuente: directa.

3.7.1 Desgomado de suturas
Para iniciar el proceso reproducido en todas las fibras, se preparé la eliminacién de la
sericina de la sutura de seda (4-0) marca Ethicon con el propésito de acrecentar la
adhesion de los materiales antimicrobianos, fue desgomada en una solucion de NaOH al
10 % (10 g de NaOH, 90 ml de H.O) a temperatura ambiente con ayuda de un agitador
magnético por un periodo de 10 minutos, posteriormente se lavaron las suturas con H,O

destilada dentro de una tina ultrasénica (Branson 2510) durante 5 min.

3.7.2 Preparacion de quitosano
Para la preparacion de la solucién de quitosano se emple6 0.2 g de quitosano de bajo
peso molecular (Sigma Aldrich), el cual fue pesado en una balanza analitica. Al ser un
material solvente en acidos se procedio a disolver en 10 ml de agua bidestilada con &cido
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acético a una concentracion de 0.5 %. Dicha concentracion de &cido acético fue
elaborada en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria de la ENES. Dicha
concentracion de &cido acético fue elaborada en el Laboratorio de Investigacion
Interdisciplinaria de la ENES. Se eligié esa concentracion de &cido acético ya que se
gueria tener la certeza de que los resultados en la evaluacion antimicrobiana se pudieran
atribuir al efecto de quitosano y no a la concentraciébn de acido acético, el cual es
conocido también por su efecto antimicrobiano (69).

3.7.3 Recubrimiento de suturas con quitosano
Una vez realizada la solucion de la forma antes mencionada se realizaron dos grupos de
guitosano, los cuales fueron colocados en dos vasos de precipitados con capacidad para
50 ml cada uno. A ambos se le colocaron con pinzas de curacion la sutura de seda
previamente desgomada y se dejaron selladas con parafilm en agitaciébn magnética con
una velocidad constante durante 24 horas. Al segundo grupo de quitosano se le agregé
con ayuda de la parrilla una temperatura de 60°C con la finalidad de observar mejoras en

los resultados de la evaluacion antimicrobiana.

3.7.4 Caracterizacion morfolégica
Ambos grupos de quitosano fueron evaluados en un estereoscopio marca Leica MC 170
HD del Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria de la ENES Unidad Leén de la
UNAM con diferentes amplificaciones, para valorar el cambio en su morfologia,
recaudando informacion visual tridimensional de cada una de las superficies de las
suturas. Del total de fibras observadas se eliminaron del proyecto aquellas que

presentaron dafio de la estructura trenzada en los hilos.

Asimismo, con el fin de conocer los cambios en la morfologia de las suturas se realiz6 la
toma de micrografias con microscopio electrénico de barrido (SEM) marca Hitachi TM
1000, utilizando un voltaje de aceleracion de 15 kV en el Centro de Geociencias de la
UNAM. Dichas micrografias fueron tomadas a diversas escalas de aquellas suturas que

mejor morfologia presentaron en las imagenes observadas en el estereoscopio.

3.7.5 Actividad antimicrobiana
La actividad antimicrobiana fue evaluada por los siguientes ensayos in vitro; método de

difusibn en agar, ensayo de microdilucion, microscopia confocal complementaria al
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ensayo de microdilucion, cuantificacion de viabilidad bacteriana mediante reduccion

metabdlica del MTT y ensayo de viabilidad bacteriana en agar Mueller-Hinton.

3.7.5.1 Ensayo de difusion en agar

Se analizé la actividad antimicrobiana de las suturas de seda funcionalizadas con
guitosano contra las cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptococcus
mutans como bacterias modelo de Gram-positivas, Gram-negativas y caracteristica de la
placa dentobacteriana, respectivamente. El procedimiento fue hecho con base en lo
descrito en el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en
inglés).(56) La prueba se realiz6 determinando la zona de inhibicion producida por el

guitosano mediante prueba de difusién de agar.

A partir de un cultivo fresco de méaximo 24 h de crecimiento a 37 °C en medio sélido, agar
Mueller-Hinton; con ayuda de un asa estéril, se tomaron aproximadamente 5 colonias de
la bacteria de 1 mm de diametro, y fueron suspendidas en 10 ml de solucion salina
isotonica (0.85 % de NaCl) estéril (SSI) depositada dentro de un tubo de ensayo, los
cuales fueron agitados en vortex por 15 segundos. Con ayuda de un densimetro (Grant
Bio), se ajustd la disoluciébn a una densidad celular de 0.5 en la escala estandar de
McFarland, la cual contenia una cantidad aproximada de 1 a 5x10® UFC/ml. Una vez
preparada la suspension microbiana de trabajo, se procedié a preparar el inéculo que

seria agregado a las placas, colocando 1 ml de la disolucién en 20 ml de solucién salina.

Dentro de los 15 minutos posteriores a la preparacion del in6culo, se colocaron 200 pl en
cada caja de Petri con el agar preparado previamente y con un hisopo estéril fue
distribuido de manera uniforme en toda la caja. El hisopo se rot6 4 veces para distribuir el
in6culo uniformemente en cuatro direcciones, esto se logra rotando la placa de agar 90°
para homogeneizar el sembrado, y obtener de esta manera un patrén como el que

aparece en lafigura 9.
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Tabla 6. Grupos y control positivo para ensayo de difusion en agar.

Numeracién en caja Grupos Descripcion

1 Control + Sutura sin modificacién

2 Grupo 1 Sutura desgomada con 0.2 g Ch +10 ml acido acético al 0.5 %+ 25 °C
3 Grupo 2 Sutura desgomada con 0.2 g Ch +10 ml &cido acético al 0.5 % + 60 °C
4 DP1 Disco de papel con Ch utilizado en el Grupo 1

5 DP2 Disco de papel con Ch utilizado en el Grupo 2
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Figura 9. Representacion de caja de Petri con estria masiva y colocacién de suturas y discos.
Fuente: directa

Adicional a esta prueba, se realizé por separado pruebas de control positivo y negativo de

referencia de la siguiente manera:

Tabla 7. Grupos de control positivo y negativo a realizar en ensayos aislados de método de
difusién de agar.

A)Control + Sensidiscos antibiéticos

B) Control - Discos de papel con acido acético

Los platos o cajas de Petri inoculados sellados con parafilm en una incubadora a 37 °C
durante 24 horas. La prueba se realiz6 tres veces por cada cepa, para mayor fiabilidad de

resultados.
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A) Sensidiscos antibiéticos como control positivo

Para referir la actividad antimicrobiana de algin agente, se requiere de controles de
calidad. Uno de ellos es el uso de sensidiscos, los cuales contienen un antibidtico
conocido en combinacion con las respectivas cepas microbianas; a fin de establecer
puntos de referencia de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana.

Los sensidiscos miden 6 mm y se preparan impregnando papel absorbente de alta calidad
con cantidades exactas de antibiéticos o de otros agentes quimioterapéuticos. Los discos
estan marcados claramente en ambos lados con letras y nUmeros que indican el agente y
el contenido del farmaco. Los cartuchos que contienen discos de antibiéticos
manufacturados comercialmente vienen empacados para asegurar condiciones
anhidridas, esto es, para que los discos no absorban humedad. En estas pruebas, se
selecciond el antibiético para cada microorganismo con base a lo descrito en el CLSI,

guedando los grupos como se muestra en la figura 10.

4 N\
E. coli Ciprofloxacino
q J
% N
SNCTLTEN W Eritromicina
\ J
% N
S. mutans ‘ Penicilina
\ y

Figura 10. Cepas y sus antibiéticos correspondientes para prueba con sensidiscos.

Fuente: directa.

B) Discos de papel como control negativo

Ademas de los discos de antibidtico, se pueden colocar otros discos control, esto con el
propésito de comprobar si las zonas de inhibicion formadas por dicho agente se deben a
su accion antibacteriana per se, y no debido al medio en el que estan dispersas o bien a

algun otro componente del ensayo antimicrobiano.
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En este caso, se utilizé acido acético al 0.5 %, y ya es bien conocido que el acido acético
en ciertas concentraciones tiene un efecto bactericida. Los discos control son importantes
porque representan una referencia y una base para reportar adecuadamente los

resultados obtenidos.

3.7.5.2 Ensayo de microdilucion

Para obtener datos cuantitativos de susceptibilidad y determinacion de la concentracion
minima inhibitoria de los diferentes grupos de quitosano, se realizé la prueba de
microdilucion en una placa de 96 pocillos (figura 11), por triplicado en cada una de las tres
cepas a evaluar.

Se coloc6 una muestra de sutura de seda recubierta con quitosano de 0.5 cm de largo en
los pocillos AF1-AF3 y AC7-AC9 para el grupo 1y AF4-AF6 y AC10-AC12 para el grupo
2, seguido de 100 pl de medio de cultivo agar Mueller-Hinton Broth (Sigma Aldrich), y 100
Ml de medio con bacteria ajustada a 0.5 en la escala McFarland. La bacteria fue preparada
de un cultivo joven, dejandose en agitaciéon e incubacion por una noche. Los pocillos G y
H fueron reservados para el control positivo y negativo; al control positivo se le coloco
Unicamente 100 pl de medio de cultivo y 100 ul de medio con bacteria, mientras que al
control negativo se le colocaron 100 ul de medio con bacteria y 100 pl de bacteria con
antibiotico. Para las cepas E. coli se utilizé ciprofloxacino, mientras que para la cepa para
S. aureus se empled eritromicina y para S. mutans se utilizé penicilina G. La placa fue

divida de la siguiente manera:

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

T m B8 O o

© 000 O/0/0)k
PO

CONTROL PosITivO G

CONTROL NEGATIVO H @@@

Figura 11. Divisién de placa de 96 para prueba de microdilucion por triplicado. Fuente: directa
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Una vez colocadas las suturas, el medio, las bacterias y los controles positivos y
negativos, se dejaron en incubacion a una temperatura constante de 37 °C durante 24
horas para su posterior evaluacion de turbidez con ayuda de un espectrofotometro
(Thermo Scientific). Segun lo establecido en el CLSI, se determiné la densidad Optica en
E. colia 625 nm, en S. aureus a 570 nm y en S. mutans a 600 nm y posteriormente, con
los valores obtenidos, se analizaron y acomodaron en el programa Excel, para poder
obtener porcentajes de inhibicion y también para ser evaluados con el programa SPSS

para el analisis estadistico.

3.7.5.3 Microscopia Confocal complementaria al ensayo de microdilucion

Antes de realizar la prueba de MTT y de viabilidad bacteriana, se observd en un
microscopio bifocal Leica DM500 del laboratorio de investigacion interdisciplinaria de la
ENES Ledn, con el objetivo 40x0.50 para poder observar la sutura al estar en contacto
con el medio, asi como para distinguir la viabilidad bacteriana al detectar movimiento en

los pocillos.

3.7.5.4 Cuantificacion de viabilidad bacteriana con ensayo de MTT

Previo a la realizacion del ensayo, se aspir6 el contenido de los pocillos, dejando
Unicamente el sedimento para posteriormente colocar 100 pl de MTT (0.0002 g/ml) en
cada pocillo y dejar en incubacion durante 72 horas. Después de pasar por el periodo de
incubacién, se aspir6 nuevamente el MTT y se agreg6 100 pl de Dimetilsulfoxido a cada
pocillo para después proceder a tomar las lecturas de densidad éptica con los mismos
valores de longitud de onda que fueron usadas en el ensayo de microdilucién para cada
cepa. Se llevo a cabo con los datos obtenidos, analisis estadistico. Para analizar los
resultados se aplic6 ANOVA de una via, (P<0.05) y posteriormente, como evaluacion Post

Hoc, se realiz6 la prueba Tukey con el mismo valor de significancia.

3.7.5.5 Ensayo de viabilidad bacteriana en agar Mueller Hinton

Como prueba adicional a la de MTT y microdilucion se realizé una prueba para corroborar
los datos obtenidos en las lecturas del espectrofotdmetro. Se tomaron 6 pl de los pocillos
del ensayo de MTT, seleccionados aleatoriamente tanto del grupo 1 y 2, asi como del
control positivo y negativo. De los 6 pl se colocaron tres gotas de cada uno de los grupos
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antes mencionados, en una caja de Petri con agar Mueller-Hinton, quedando la caja de la

siguiente manera:

Grupo 1 Grupo 2

@ @
® ©
Control negativo © & ® ® Control positivo
O @

Figura 12. Ensayo de viabilidad bacteriana a partir de la solucion de la placa de 96 del ensayo de
MTT. Fuente: Directa

Posterior a la realizacidbn del experimento, se dej6 en incubacién durante 72 h en

incubadora de bacterias a una temperatura constante de 37 °C.

Implicaciones éticas.

En el presente trabajo no se realizé evaluacion ante el comité de bioética, ya que no se
realizdé ningln experimento en pacientes y todo el trabajo fue un estudio experimental in
vitro desarrollado dentro de las instalaciones del laboratorio de investigacion

multidisciplinaria de la ENES Unidad Leon.
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4. Resultados

4.1 Descripcion morfologica de suturas por estereoscopia

Para analizar cambios de color, morfologicos y evaluar si hubo adhesion de quitosano a la
superficie de las suturas de seda, se observO un grupo de 5 muestras de sutura
recubiertas con quitosano y secadas a temperatura ambiente durante 24 horas. La
caracterizacion fue realizada con estereoscopio marca Leica MC 170 HD del Laboratorio
de Investigacion Interdisciplinaria de la ENES Unidad Ledn. Las suturas fueron analizadas
a diferentes amplificaciones (2.0, 2.5, 4.0, 6.3 y 8 X) siendo la amplificacion 6.3X la que
dio mejores resultados para su evaluacion, ya que se podia observar de manera mas

cercana la estructura la sutura.

2.0x

2.5 x

Figura 13. Suturas de seda vista con estereoscopio a diferentes amplificaciones. Fuente: directa

Se realiz6 una toma de imagen de cada hilo de sutura con el fin de verificar si se encontrd
diferencia en la adhesién del quitosano entre los diferentes grupos. Para hacer la
comparacion entre los grupos muestras y la sutura sin modificar, se tomdé un blanco para
usarlo como guia de color y estructura del trenzado. Las fibras que presentaron dafio en
los hilos fueron descartadas del grupo de muestras y se tomé imagen de la parte de la

sutura de seda mas representativa.
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El color de la sutura es uno de los indicativos de que se encuentra en buen estado, este
debe presentar un color negro uniforme y homogéneo en toda su extension. Segun lo que
dicta la NOM-067-SSA1-1993, las suturas de seda natural trenzada, debe estar
pigmentada con colorante negro de acuerdo al fabricante. Se puede apreciar en algunas
imagenes que hay en el trenzado un cambio de color a dorado, sin embargo, se le
atribuye al tipo de iluminacion y contraste que fueron utilizados y a que la sutura tienda a

destefiirse al momento de realizar el lavado.

No se not6 una diferencia en la estructura de las suturas pertenecientes al grupo 1 (figura
14) en comparacién con las del grupo 2 (figura 15), lo cual nos indica que ambos grupos

lograron recubrir en su totalidad y de igual manera a las suturas.

Figura 14. Suturas de seda recubiertas con el grupo 1, vistas en estereoscopio con amplificacion

6.3x. Fuente: directa



Figura 15. Suturas de seda recubiertas con el grupo 2, vistas en estereoscopio con amplificacion
6.3x. Fuente: directa

4.2 Morfologia de suturas por SEM

Para la caracterizacibn morfoldégica de las suturas recubiertas con quitosano, se
seleccionaron 3 muestras del grupo 1 y 2 como se muestra en la tabla 8. Dichas muestras
fueron analizadas en el Microscopio de Barrido Electrénico (SEM) de marca Hitachi TM
1000, en el Centro de Geociencias de la UNAM, utilizando un voltaje de 15 kV de

aceleracion a diversas magnificaciones.

Tabla 8. Grupos de sutura recubiertos de quitosano para el andlisis en SEM/EDS.

Grupo 1 Grupo 2
0.2 g Ch + 10 ml &cido acético al 0.5 % + 25 °C 0.2 g Ch + 10 ml &cido acético al 0.5 % + 60 °C

1B 2B

1C 2C
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A10001 2018/10M12 L D38 x50 2mm A10002 20181012 L D38 x100

CGEO, UNAM CGEO, UNAM

—_—

A10003 2018M10/12 L D38 x500 200um A10004 2018/10112 L D38 x1.0k 100um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

A10005 201810112 L D38 x20k 30um A10006 2018/10/12 L D38 x3.0k
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 16. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 1A) a diferentes

amplificaciones: a (2 mm), b (1 mm), ¢ (200 pm), d (100 pum), e (30 um), f (30 um). Fuente: Directa.
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B10014 20181012 L D41 x100 1mm B10015 x500 200 um

CGEO, UNAM CGEO, UNAM

20181012 L D41

B10016 2018/10/12 L D40 x10k 100um B10017 2018/10M12 L D41 x20k 30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

B10018 20181012 L D40 x30k 30um B10019 20181012 L D40 x30k 30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 17. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 1B) a diferentes
amplificaciones: a (1 mm), b (200 pm), ¢ (100 um), d (30 um), e (30 um), f (30 um). Fuente: Directa.
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2018/10/12 L D40 x100 1mm C1002 20181012 . L D4.0

C10026 x500 200um

CGEO, UNAM CGEO, UNAM

C10028 201811012 L D40 x1.0k 100um C10028 201811012 L D40 x2.0k
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

C10030 20181012 L D39 x3.0k 30um C10032 201871012 L D40 x30k 30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 18. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 1C) a diferentes
amplificaciones: a (1 mm), b (200 pm), ¢ (100 um), d (30 um), e (30 um), f (30 um). Fuente: Directa.
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A20008 2018/10/12 L D41 x100 1mm A20008 2018M0/M12 L D41 x500 200um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

A20010 2018/10/12 L D41 x1.0k 100um A20011
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

k‘

A20012 2018/10M12 L D42 x30k 30um A20013 2018/10/12
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 19. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 2A) a diferentes
amplificaciones: a (1 mm), b (200 pm), ¢ (100 um), d (30 um), e (30 um), f (30 um). Fuente: Directa.
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B20020 201810/12 L D40 x100 1mm B20022 20181012 L D40 x1.0k 100um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

B20021 201810/12 L D40 x500 200um B20025
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

2018/10/12 L D40 x3.0k 30um

B20023 201810/12 L D40 x20k 30um B20024 2018/10/12 L D40 x3.0k 30um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 20. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 2B) a diferentes
amplificaciones: a (1 mm), b (100 pm), ¢ (200 um), d (30 um), e (30 um), f (30 um). Fuente: Directa
58



C20034 201811012 L D40 x100 1mm C2003 20181012 L D40 x500 200um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

C20036 2018/10/12 L D42 x1.0k 100um C20037
CGEO, UNAM CGEOQ, UNAM

2018/10/12 L D42 x20k 30um

C20038 2018M10/12 L D42 x30k 30um C20038
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

x7

L D41

2018/10/12 Ok  10um

Figura 21. Micrografias SEM de suturas de seda con quitosano (Grupo 2C) a diferentes
amplificaciones: a (1 mm), b (200 pm), ¢ (100 pm), d (30 um), e (30 um), f (10 um). Fuente: Directa.
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Se puede apreciar con estas micrografias que las pertenecientes al grupo 1 (0.2 g Ch +
10 ml &cido acético al 0.5 %+ 25 °C) presentan en su superficie lo que podria ser
particulas de quitosano que no se disolvieron por completo al momento de haberlas
dejado en agitacion magnética durante 24 horas, lo cual es contrastante con las suturas
del grupo 2 (0.2 g Ch + 10 ml 4cido acético al 0.5 % + 60 °C) en las cuales se puede
apreciar mayor uniformidad en toda su superficie, indicativo de que la solucién realizada
en este grupo, si presenta mas homogeneidad. Esto se le atribuye a la temperatura

utilizada.

4.3 Actividad antimicrobiana

4.3.1 Método de difusién en agar
Se analiz6 el efecto antimicrobiano mediante el ensayo de difusion en agar de las suturas
de seda que fueron recubiertas con quitosano en contacto con las cepas S. aureus, S.

mutans y E. coli a las 24 horas de haber sido inoculadas.

Tabla 9. Grupos evaluados en ensayo de difusiéon de agar.

Numeracion Grupos Descripcion

1

ga A W DN

Control + Sutura sin modificacion
Grupo 1 Sutura desgomada con 0.2 g Ch +10 ml acido acético al 0.5 %+ 25 °C
Grupo 2 Sutura desgomada con 0.2 g Ch +10 ml acido acético al 0.5 % + 60 °C
DP1 Disco de papel con Ch utilizado en el Grupo 1
DP2 Disco de papel con Ch utilizado en el Grupo 2
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Figura 22. Representacion de colocacion de grupos experimentales y control. Fuente: directa.
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Figura 23. Ensayos de actividad antimicrobiana con el método de difusién de agar en contacto con
la cepa E. coli. Fuente: directa.

Tabla 10. Promedios de diametro de zonas de inhibicion generadas en ensayo de difusion de agar
en la cepa E. coli.

Media (mm) Desviacion estandar (mm)

Grupo 1 0.24692 +0.455
Grupo 2 0.3203 +0.135
DP1 1.16544 +0.879
DP2 1.34269 + 0.465
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Figura 24. Ensayos de actividad antimicrobiana con el método de difusién de agar en contacto con
la cepa S. aureus. Fuente: directa.

Tabla 11. Promedios de diametro de zonas de inhibicion generadas en ensayo de difusion de agar
enla cepa S. aureus.

Media (mm) Desviacion estandar (mm)

Grupo 1 0.75744 +1.031
Grupo 2 1.42122 +0.727
DP1 1.73333 *+ 0.652
DP2 2.49333 +1.384
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Figura 25. Ensayos de actividad antimicrobiana con el método de difusion de agar en contacto con
la cepa S. mutans. Fuente: directa.

Tabla 12. Promedios de diametro de zonas de inhibicién generadas en ensayo de difusion de agar
en la cepa S. mutans.

Media (mm) Desviaci6n estandar (mm)

Grupo 1 1.04294 +0.920
Grupo 2 0.99558 +1.094
DP1 1.43167 +0.544
DP2 1.63408 + 0.685
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En todos los grupos de suturas, se mostro colonizacion bacteriana en la sutura de control,
es decir, la colocada a las 12:00 horas segun las manecillas del reloj, indicando que las
suturas no poseen efecto bactericida per se, sino al contrario, se muestra una mayor
cantidad de colonias concentradas en la muestra de sutura, lo que comprueba lo antes ya
mencionado, referente a que la sutura de seda tiende a ser un elemento acumulador de
bacterias, tanto entre sus intersticios trenzados, como en su superficie.

Asimismo, se puede notar que la zona de inhibicibn corresponde a la cantidad de
quitosano que fue colocado de manera directa mientras se realizaba la prueba
antimicrobiana, lo cual podria ser indicativo de que lo que inhibe el crecimiento bacteriano
es el quitosano que se encuentra en la superficie de la sutura y no la que esté dentro de
las mismas.

En el segundo lugar, colocado a las 14:00 h segun las manecillas del reloj, donde se
encontraban las suturas de seda recubiertas de quitosano del grupo 1 (0.2 g Ch + 10 ml
acido aceético al 0.5 % + 25 °C), se pudo observar una inhibicion de 0.24 mm alrededor de
la sutura para la cepa E. coli, mientras que en las cepas S. aureus y S. mutans se
mostraron resultados de hasta 0.75 y 1.04 mm, respectivamente.

En el tercer lugar, colocados a las 16:00 h segun las manecillas del reloj, donde fueron
colocadas las suturas de seda recubiertas de quitosano del grupo 2 (0.2 g Ch + 10 ml
acido acético al 0.5 % + 60 °C), se pudo apreciar un mayor efecto antibacteriano en
comparacion con las suturas del grupo 1, con excepcién de S. mutans, donde se vio un
ligero decremento en el area de inhibicion. Con la cepa E. coli se present6 una zona de
inhibicion de 0.32 mm, para S. aureus de 1.42 mm y para S. mutans de 0.99 mm.

En el cuarto lugar, colocado a las 20 h segun las manecillas del reloj, correspondiente al
disco de papel con el quitosano del primer grupo (0.2 g Ch + 10 ml acido acético al 0.5 %
+ 25 °C), se registraron zonas de inhibicibn mayor en todos los grupos en comparacion
con los colocados en la sutura. E. coli presenté una zona de inhibiciéon de 1.16 mm, S.
aureus de 1.73 mmy S. mutans de 1.43 mm.

En la quinta posicién, ubicado a las 22:00 h segun las manecillas del reloj, donde se
colocé el disco de papel con el quitosano del segundo grupo (0.2 g Ch + 10 ml &cido
acético al 0.5 % + 60 °C), se observaron zonas de inhibicibn mas grandes generados en
los ensayos. Con la cepa E. coli se present6é una zona de inhibicién de 1.34 mm, para S.

aureus de 2.4 mm y para S. mutans de 1.63 mm.

64



Con base en estos resultados de las zonas de inhibicion de cada grupo, podemos decir
gue ambos grupos de quitosano utilizados muestran resultados favorables en la inhibicion
de agentes bacterianos, en este caso, S. aureus, S. mutans y que la cepa
correspondiente a E. coli mostré mayor resistencia. La diferencia de tamafio de la zona de
inhibicién entre las diferentes cajas de Petri, se le atribuye, a la limitante como ya habia
sido mencionado con anterioridad: al momento de realizar el ensayo antimicrobiano, no se

puede saber con certeza la cantidad de quitosano depositado en la sutura.

4.3.2 Sensidiscos antibiéticos como control positivo
Se realizaron las pruebas de control positivo en las cepas S. aureus, S. mutans y E. coli y
con sensidiscos antibiéticos correspondientes, obteniendo los resultados esperados en las

cepas evaluadas, ya que respondieron de manera positiva al efecto bactericida de dichos

antibioticos (figura 26).

Figura 26. Prueba de difusién de agar con sensidiscos antibiéticos en las cepas a. E. coli
(ciprofloxacino), b. S. aureus (eritromicina) y c. S. mutans (penicilina). Fuente: directa.

Tabla 13. Promedios de diametro de zonas de inhibicién con sensidiscos antibiéticos en las cepas
E. coli, S. aureus y S. mutans, en comparacioén con lo establecido en el CLSI.

Media (mm) Medidas de inhibicién establecidas por el CLSI (mm)(70)

E. coli 12 S=21 | 20-16 R <15
S. aureus 17 S=23 | 22-14 R <13
S. mutans 5 S=224 - --

S= Susceptible, I= Intermedio, R= Resistente.
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La zona de inhibicion generado por la eritromicina contra S. aureus fue visiblemente
mayor que en otros dos casos, con una zona de inhibiciébn de 17 mm, sin embargo, los
otros dos antibiéticos empleados mostraron de igual manera su efectividad, aunque en
menor cantidad, obteniendo 12 mm en contacto con E. coli y 5 mm contra S. mutans. Se
decidi6 realizar esta prueba en un ensayo diferente al del método de difusién en agar,
para evitar la interferencia de los halos de inhibicion con los resultados de nuestros
grupos experimentales de haber sido colocados todos en una sola caja de Petri.

4.3.3 Discos de papel como control negativo
En las pruebas de control negativo con las cepas E. coli, S. aureus y S. mutans se
obtuvieron los resultados esperados en las cepas evaluadas, ya que respondieron de
manera negativa al efecto bactericida del acido acético al 0.5 %, lo cual es indicativo de
gue el efecto inhibitorio de crecimiento bacteriano se le atribuye en su totalidad al

quitosano y no al &cido acético per se (figura 27).

Figura 27. Prueba de difusion de agar con discos de papel impregnados con acido acético al 0.5 %
en las cepas a. E. coli, b. S. aureus y c. S. mutans. Fuente: directa.
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4.4 Ensayo de microdilucion

Posterior al periodo de incubacion de 24 h de las placas de 96 pocillos, se procedié a
evaluar la turbidez del ensayo con ayuda de un espectrofotdmetro marca Thermo

Scientific. Los grupos fueron divididos de la siguiente manera:

Tabla 14. Grupos en ensayo de microdilucién con bacterias (E. coli, S. aureus, S. mutans).

Grupos Descripcion

Grupo 1 100 pl de bacteria + 100 pl de medio + sutura con 0.2 g Ch + 10 ml &cido
acético al 0.5 % + 25 °C

Grupo 2 100 pl de bacteria + 100 pl de medio + sutura con 0.2 g Ch + 10 mi
acido acético al 0.5 % + 60 °C.

Control 100 ul de antibiético + 100 pl de medio

Segun lo establecido en el CLSI, se determin6 una densidad 6ptica en E. coli de 625 nm,

en S. aureus de 570 nm y en S. mutans de 600 nm, obteniendo los siguientes resultados:

Inhibicidn E. coli

100.00% 88.01%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

17.39%

Porcentaje de inhibicion

B Control ™ Grupo1l M Grupo 2

Gréfica 1. Porcentaje de inhibicidn de los grupos experimentales y control (ciprofloxacino) ante la
cepa E. coli en el ensayo de microdilucién. Fuente: directa.
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Inhibicion S. aureus

80.00% 73.62%
70.00%
60.00%

50.00%
40.00% 36.82%

29.62%
30.00%
20.00%
10.00%
0.00%

Microdilucion

Porcejtaiede inhibicién

M Control ™ Grupol M Grupo?2

Gréfica 2. Porcentaje de inhibicidn de los grupos experimentales y control (eritromicina) ante la
cepa S. aureus en el ensayo de microdilucion. Fuente: directa.

Inhibicidon S. mutans

38.00% 36.97%

36.00%
34.00% 32.64%
32.00%
30.00%
28.00%

B Control ™ Grupol ™ Grupo 2

36.39%

Porcentaje deinhibicion

Gréfica 3. Porcentaje de inhibicidn de los grupos experimentales y control (penicilina) ante la cepa
S. mutans en el ensayo de microdilucion. Fuente: directa.
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Con la cepa E. coli el grupo 1 present6 una inhibicion del 17.39 %, mientras que el grupo
2 presentd un porcentaje del 43.26 % y el control positivo, en el cual se utilizd
ciprofloxacino, generd una inhibicién del 88.01 %.

En las gréficas correspondientes a la cepa S. aureus se obtuvieron porcentajes de
inhibicion del 29.62 % para el grupo 1 y 36.82 % para el grupo 2, mientras que el grupo
del control positivo, en el que fue empleado eritromicina, duplico el porcentaje del grupo 2,
obteniendo un 73.62 %.

Los grupos que mejores resultados dieron fueron los de los ensayos con la cepa S.
mutans, donde se puede observar una inhibicion del 32.64 % para el grupo 1, del 36.93 %

para el grupo 2 y 36.97 % para el control negativo, en el cual fue utilizado penicilina.

En los tres ensayos realizados, los resultados de porcentaje de inhibicion del primer grupo
fueron menores en comparacion con los del grupo segundo, siendo esta diferencia mas

evidente en los grupos en contacto con E. coli.

4.5 Microscopia Bifocal complementario al ensayo de microdilucién

Previo a la realizacion de la prueba de MTT se observé el contenido de las placas de 96
pocillos con un microscopio bifocal Leica DM500 del laboratorio de investigacion
interdisciplinaria de la ENES Leo6n, con el objetivo 40x0.50. Dichos pocillos fueron
seleccionados aleatoriamente, eligiendo un pocillo de cada una de las pruebas realizadas,

de manera que se seleccion6 de la siguiente manera:
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CONTROL POSITIVO
CONTROL NEGATIVO

Figura 28. Seleccion aleato
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Fuente: directa

coli para observacion en microscopio.
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S. aureus
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Figura 29. Seleccion aleatoria de pocillos con S. aureus para observacion en microscopio.

Fuente: directa
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S. mutans

=

Grupo Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
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Figura 30. Seleccién aleatoria de pocillos con S. mutans para observacion en microscopio.

Fuente: directa

Figura 31. Sutura suspendida en medio con bacteria. Fuente: directa
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Figura 32. Sutura de seda suspendida en medio. Fuente: directa
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Figura 33. Sutura de seda suspendida en medio con E. coli. Fuente: directa
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Figura 35. Sutura de seda suspendida en medio con S. mutans. Fuente: directa

En las imégenes obtenidas no se puede apreciar una diferencia entre las suturas del

grupo 1y las del grupo 2, ya que en todas se observa presencia de las bacterias.
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4.6 Cuantificacion de viabilidad bacteriana mediante reduccion
metabolica del MTT

Posterior a la caracterizacion en el microscopio, se realizé el ensayo de MTT a las 72
horas para corroborar la existencia de bacterias metabdlicamente activas después del

experimento. Los grupos fueron divididos de la siguiente manera:

Tabla 15. Division de grupos para ensayo de MTT

Grupos Descripcion

Grupo 1 100 pl de bacteria + 100 pl de medio + sutura con 0.2 g Ch + 10 ml &cido
acético al 0.5 % + 25 °C

Grupo 2 100 pl de bacteria + 100 pl de medio + sutura con 0.2 g Ch + 10 mi
acido acético al 0.5 % + 60 °C.

Control 100 ul de antibiético + 100 pl de medio

Al igual que en la microdilucién, las lecturas se realizaron con base a lo establecido por
los estadndares internacionales, con una densidad Optica de E. coli de 625 nm, en S.

aureus de 570 nm y en S. mutans de 600 nm, obteniendo los siguientes porcentajes:

Inhibicion E. coli

0,
c 80.00% 59.00%
S
(O]
S 60.00%
S
£
' 40.00%
2,
£ 20.00% 500%  6.00%
[}
O I e
S 0.00%

B Control Grupo1l M Grupo?2

Gréfica 4. Porcentaje de inhibicidn de los grupos experimentales y control (ciprofloxacino) ante la
cepa E. coli en el ensayo de MTT. Fuente: directa.
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Inhibicion S. aureus
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20.00%
10.00%

Porcentaje deinhibicion

0.00%

Gréfica 5. Porcentaje de inhibicién de los grupos experimentales y control (eritromicina) ante la
cepa S. aureus en el ensayo de MTT. Fuente: directa.

Inhibicion S. mutans

70.00%

£0.00% 49.91%
. (o]

50.00%

40.00% 23.63% 28.61%

30.00%

20.00%

10.00%

Porcentaje de inhibicion

0.00%

B Control ™ Grupol N Grupo 2

Gréfica 6. Porcentaje de inhibicidn de los grupos experimentales y control (penicilina) ante la cepa
S. mutans en el ensayo de MTT. Fuente: directa
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En la grafica 4 se puede observar un efecto antibacteriano escaso con la cepa E. coli
tanto del grupo 1 como del grupo 2, con una inhibicion del 5y 6 % respectivamente, en
comparacion con el control negativo, donde se generd una inhibicion del 59 % con el
antibiético empleado (ciprofloxacino).

Con la cepa S. aureus (gréfica 5), el grupo 1 present6 un porcentaje de inhibicién del 9.4
%, siendo evidente su diferencia con el grupo 2, del cual se obtuvo un 14 %, sin embargo,
ninguno de los dos dio resultados tan favorables como el generado por el control negativo

(eritromicina), el cual dio un porcentaje de 57 % de inhibicion.

Los resultados que mas se acercaron a los del control negativo fueron los pertenecientes
a los probados con la cepa S. mutans (grafica 6), donde se obtuvo un porcentaje de
inhibiciéon del 23.63 % y 28.61 % del grupo 1 y 2 respectivamente, en contraste con el
generado por el control negativo (penicilina), el cual dio un resultado de 49.91 % de

inhibicién de la cepa bacteriana.

Los resultados arrojados en estas tablas indican que el quitosano empleado en las
condiciones en las que fueron divididos nuestros grupos si tienen un efecto
bacteriostéatico, sin embargo, su efecto todavia es escaso en comparacién con antibioticos
gue son utilizados ya de forma comercial. En comparacién con el grupo control, la cepa S.
mutans fue la que mejor resultados arrojo, ya que es la que se encuentra mas cercana a

los datos generados por el antibiético.

4.7 Analisis estadistico Levene, ANOVA y prueba Tukey

Se llevo a cabo el andlisis estadistico mediante el software IBM SPSS Statistics version
25 para la medicion de datos obtenidos en el espectrofotometro en el ensayo de MTT.
Para analizar los resultados se aplicé la prueba Levene (P<0.05) (tablas 16, 17 y 18), en
donde se observé una igualdad en las varianzas, posteriormente, se llevé a cabo el andlisis
ANOVA de una via, (P<0.05) y finalmente, como evaluacion Post Hoc, se realiz6 la
prueba Tukey con el mismo valor de significancia, tal y como se muestra en las tablas 19,
20y 21.
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Tabla 16. Andlisis estadistico Levene en ensayo MTT con E. coli. Fuente: directa.

Prueba de homogeneidad de varianzas E. coli *Significancia (P<0.05)

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Datos  Se basa en la media 2.463 3 60 0.071
Se basa en la mediana 1.472 3 60 0.231
Se basa en la mediana y con 1.472 3 44.596 0.235
gl ajustado
Se basa en la media 2.204 3 60 0.097
recortada
Tabla 17. Andlisis estadistico Levene en ensayo MTT con S.aureus. Fuente: directa.

Prueba de homogeneidad de varianzas S. aureus  *Significancia (P<0.05)

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Datos  Se basa en la media 2.157 3 65 0.102
Se basa en la mediana 1.772 3 65 0.161
Se basa en la mediana y con 1.772 3 38.846 0.169
gl ajustado
Se basa en la media 2.150 3 65 0.102
recortada
Tabla 18. Andlisis estadistico Levene en ensayo MTT con S. mutans. Fuente: directa.

Prueba de homogeneidad de varianzas S. mutans *Significancia (P<0.05)

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Datos  Se basa en la media 1.124 3 61 0.346
Se basa en la mediana 1.110 3 61 0.352
Se basa en la mediana y con 1.110 3 45.297 0.355
gl ajustado
Se basa en la media 1.138 3 61 0.341
recortada

Tabla 19. Andlisis estadistico ANOVA y HSD Tukey en ensayo MTT con E. coli. Fuente: directa.



ANOVA *Significancia (P<0.05)
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 3.950 3 1.317 126.766 0.001
Dentro de grupos 0.623 60 0.010
Total 4.573 63
Pruebas post hoc HSD Tukey  *Significancia (P<0.05)
(I) Grupos (J) Grupos Desv. Error Sig.
Control negativo Grupol .03916 0.993
Grupo2 .03916 0.671
Control positivo .04364 0.001
Grupol Control negativo .03916 0.993
Grupo2 .03145 0.709
Control positivo .03688 0.000
Grupo2 Control negativo .03916 0.671
Grupol .03145 0.709
Control positivo .03688 0.001
Control positivo Control negativo .04364 0.001
Grupol .03688 0.001
Grupo2 .03688 0.001

Tabla 20. Andlisis estadistico ANOVA y HSD Tukey en ensayo MTT con S. aureus. Fuente: directa.
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ANOVA *Significancia (P<0.05)

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0.389 3 0.130 13.238 0.001
Dentro de grupos 0.657 67 0.010
Total 1.046 70

Pruebas post hoc HSD Tukey *Significancia (P<0.05)

(I) Grupos (J) Grupos Desv. Error Sig.
Control negativo Grupol 0.03849 0.702
Grupo2 0.03829 0.133
Control positivo 0.04451 0.001
Grupol Control negativo 0.03849 0.702
Grupo2 0.02774 0.419
Control positivo 0.03583 0.001
Grupo2 Control negativo 0.03829 0.133
Grupol 0.02774 0.419
Control positivo 0.03561 0.001
Control positivo Control negativo 0.04451 0.001
Grupol 0.03583 0.001
Grupo2 0.03561 0.001

Tabla 21. Andlisis estadistico ANOVA y HSD Tukey en ensayo MTT con S. mutans. Fuente: directa.
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ANOVA *Significancia (P<0.05)
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0.222 3 0.074 10.037 0.001
Dentro de grupos 0.486 66 0.007
Total 0.707 69
Pruebas post hoc HSD Tukey *Significancia (P<0.05)
(I) Grupos (J) Grupos Desv. Error Sig.
Control negativo Grupol 0.03352 0.066
Grupo2 0.03334 0.016
Control positivo 0.03782 0.001
Grupol Control negativo 0.03352 0.066
Grupo2 0.02451 0.886
Control positivo 0.03032 0.001
Grupo2 Control negativo 0.03334 0.016
Grupol 0.02451 0.886
Control positivo 0.03012 0.008
Control positivo Control negativo 0.03782 0.001
Grupol 0.03032 0.001
Grupo2 0.03012 0.008
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En los resultados se pudo observar con la prueba ANOVA que si existe una diferencia
significativa en los tres ensayos realizados, y de forma complementaria, en la prueba
Tukey, se pudo identificar entre qué grupos se encuentran estas diferencias significativas.

Del primer ensayo, realizado con E. coli, la Unica diferencia significativa se encontrd con el
control positivo, que es el correspondiente a la cepa con el antibi6tico. De igual manera,
en el ensayo con S. aureus, se encontraron los mismos resultados que con E. coli, ya que
Unicamente se encontr6 diferencia significativa con el control positivo. Con el tercer
ensayo, realizado con S. mutans, se encontrd diferencia significativa entre el grupo 2 y el
control negativo, asi como entre el control positivo y los grupos 1, 2 y control negativo.

4.8 Ensayo de viabilidad bacteriana en agar Mueller-Hinton

Figura 36. Ensayo de viabilidad bacteriana post MTT con la cepa E. coli. Fuente: directa.

Tabla 22. Resultados de ensayo de viabilidad bacteriana post MTT con la cepa E. coli

v v v x

Cajal
Caja 2 4 v v x
Caja 3 v 4 v x
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Figura 37. Ensayo de viabilidad bacteriana post MTT con la cepa S. aureus. Fuente: directa.

Tabla 23. Resultados de ensayo de viabilidad bacteriana post MTT con la cepa S. aureus.

Cajal
Caja 2 v v v x
Caja 3 4 x v x

Figura 38. Ensayo de viabilidad bacteriana post MTT S. mutans. Fuente: directa.

Tabla 24. Resultados de ensayo de viabilidad bacteriana post MTT con la cepa S. mutans.

Cajal
Caja 2 v x v x
Caja 3 v x v x
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Con base en los resultados anteriores, se puede observar en la tabla 22 y figura 36, que hubo un
crecimiento bacteriano tanto del grupo 1, como del 2, asi como del control positivo, lo cual nos
indica que el efecto del quitosano en ambos grupos es bacteriostatico y no bactericida para la cepa
E. coli.

Asimismo, se encontré que los grupos experimentales en contacto con la cepa S. aureus,
mostraron un efecto positivo en el grupo 2, obteniendo inhibicién en dos de los tres experimentos
realizados, mientras que para el grupo 1, hubo colonizacion bacteriana en los tres ensayos, tal
como se puede apreciar en la tabla 23 y la figura 37.

En los resultados correspondientes a la tabla 24 y figura 38, de la cepa S. mutans se puede
concluir que el efecto bactericida esta presente en todos los ensayos correspondientes al grupo 2,

mientras que aquellos que pertenecen al grupo 1, mostraron colonizacion en los tres grupos.

En todas las cepas evaluadas, se encontrd crecimiento bacteriano en el control positivo y una zona
libre de colonias en lo que corresponde al sitio del control negativo, los cuales son los resultados
gue se esperaban encontrar y que nos ayudan a confirmar que no existe contaminacion en los

ensayos realizados.
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e Discusién
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5.1 Discusion:

El material utilizado en la sinéresis después de un procedimiento quirtrgico influye
directamente en el proceso de cicatrizacién, tal y como lo menciona Fawed Javed et al.
(67), el recuento de bacterias en suturas de seda y PGA son similares; mientras que otros
estudios han reportan que las suturas de seda son mas susceptibles a la invasion
bacteriana y que producen mas reacciones inflamatorias del tejido en comparacién con
otros tipos de sutura, como lo describe Lépez Garcia en su manual de suturas (71).
También, en su estudio in vitro, Katz et al. (72), investigaron la capacidad de las bacterias
para adherirse a varios tipos de suturas para causar reacciones en los tejidos; los
resultados mostraron que la adherencia bacteriana a las suturas de seda trenzada fue de
cinco a ocho veces mayor en comparacion con el nylon al que se adhirié el menor nimero
de bacterias. En otro estudio realizado por Banche et al. (73), se investigé la colonizacion
en diversos materiales de sutura intraoral de pacientes sometidos a cirugia dentoalveolar,
y los resultados mostraron un mayor nimero de bacterias en la seda en comparacién con
otro tipo de suturas. Asimismo, en un estudio histologico realizado por Abi Rached et al.
(74), se compard las reacciones del tejido oral con diversos materiales de sutura, teniendo
como resultado la presencia de un gran numero de leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos en los tejidos circundantes a donde se utilizé la seda, en comparacion con
tejidos en los que no. Otro hallazgo fue que los fibroblastos y los nuevos capilares propios
del proceso de cicatrizacion se formaron a un ritmo mas lento en los tejidos orales
cercanos a las suturas de seda, lo cual podria ser una justificacién para la cicatrizacién
tardia y las reacciones tisulares asociadas con las suturas de seda.

Referente a la preparacion del quitosano con dos grupos (uno a temperatura ambiente y
otro con 60 °C), se realiz6 de esta manera para medir la diferencia de la eficacia entre
ambos métodos. En un estudio realizado por Blanquicet et al. (75), se fabricaron filmes a
base de quitosano y lactosuero en los que se prepararon soluciones de quitosano al 1 %,
1.5 % y 2 % en una solucion de acido acético al 1 % y en todos los casos la muestra se
disolvié a 60 °C con agitacién constante, esto con la finalidad de incrementar el nivel de
homogeneidad de la solucién. En contraste con esto, Martinez et al. (76), estudiaron la
influencia de algunos parametros en la elaboracion de soluciones de quitosano, como la
temperatura, el tipo de acido y la adicién de sal, y encontraron que la viscosidad vy el
estrés normal disminuyeron al aumentar la temperatura y disminuir la concentracion de

quitosano, informacién corroborada por El-Hefian et al. (77), quienes llegaron a la
85



conclusién de que a menor temperatura, incrementa la viscosidad, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en nuestros experimentos. Con relacibn a la actividad
antibacteriana del quitosano, Lin Lin et al. (78), demostraron que los efectos bactericidas
del quitosano frente a E. coliy S. aureus aumentaban segun su peso molecular (a mayor
peso molecular, mayor efecto), sin embargo, Liu et al. (43), reportaron lo contrario, al igual
gue Rejane et al. (44), mientras que Wu et al. (79), demostraron que no existe diferencia
significativa del efecto bacteriostatico del quitosano con diferentes grados de
desacetilacion y mismo peso molecular frente a E. coli, S. aureus, B. subtilis y
Pseudomonas. Asimismo, existe controversia relacionada a la eficacia antibacteriana
segun la naturaleza de la cepa, algunos autores han declarado que el quitosano
generalmente mostr6 efectos mas fuertes para las bacterias grampositivas (Listeria
monocytogenes, Bacillus megaterium, B. cereus, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, L. brevis, L. bulgaris, etc.) que para las bacterias gramnegativas (E. coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhymurium, Vibrio parahaemolyticus, etc.)(79-
80).
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5.2 Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se puede concluir
gue el uso de quitosano como agente antibacteriano si es efectivo, ya que mostro efectos
positivos en la inhibicion de las cepas E. coli, S. aureus y S. mutans., sin embargo en
comparacion de los controles utilizados en cada prueba, aun hace falta investigacion para
potencializar la actividad antibacteriana, ya que se mostré una diferencia significativa
entre el uso de antibidticos y los grupos de quitosano utilizados, siendo los primeros
notoriamente mas favorables en la inhibicién de bacterias.

Con referencia a los grupos experimentales, se puede concluir que, aunque se encontrd
un efecto mas favorable en la accion inhibitoria en el grupo correspondiente al quitosano
preparado con 60 °C en comparacion con el grupo al que no se le agreg6 temperatura, no
se encontrd una diferencia estadisticamente significativa con base en los resultados en la

prueba Tukey.

Se requiere de mas experimentacion complementaria para desarrollar el quitosano como
recubierta de suturas, sin embargo, se ha demostrado que es un agente prometedor para

inhibir el crecimiento bacteriano.
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Anexos

La primera parte del trabajo de investigacion consistié en la realizacién de pruebas piloto

con cuatro grupos:

Tabla 21. Grupos experimentales para pruebas piloto.
Condiciones de preparacion

Grupos Quitosano (g)/10 ml &cido acético al Temperatura de solucion
0.5 %, 24 h de agitacion (°C)

Grupo 1 0.1g Temp. Ambiente

Grupo 2 0.2g Temp. Ambiente

Grupo 3 0.1g 60 °C

Grupo 4 0.2g 60 °C

GRUPOS
PRUEBAS

PILOTO

Sol. 4
0.2gCh + 10

Sol. 3
0.1gCh + 10

Sol. 1 Soal. 2

0.1gCh +10 0.2gCh +10

ml &cido ml &cido

ml &cido ml &cido acético al 0.5 %

+60°C

acético al 0.5 %

acético al 0.5 % +60°C

acético al 0.5 %

Suturas Suturas sin Suturas Suturas sin Suturas Suturas sin Suturas Suturas sin
desgomadas desgomar desgomadas desgomar desgomadas desgomar desgomadas desgomar
1= n=2 =2 n=2 =2 n=2 I n=2

Figura 39. Esquematizacién de grupos de prueba piloto. Fuente: directa.
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Por cada grupo se recubrieron dos muestras de seda, el primero con sutura sin desgomar
y el segundo con suturas desgomadas (para la eliminacion de sericina que las recubre)
con el propésito de evaluar si este proceso aumenta la adhesion del quitosano en la
superficie de la sutura.

Asi mismo, se almacend una muestra de cada grupo en diferentes medios. El primero se
almacend en tubos Eppendorf con solucién de quitosano, mientras que el segundo se

almacend en una caja Petri sin ningin medio de dispersion.

El proceso de desgomado se llevé a cabo utilizando una solucién de Hidréxido de Sodio
(NaOH) al 10 % (10 g de NaOH, 90 ml de HO) a temperatura ambiente con ayuda de un
agitador magnético por un periodo de 10 min, posteriormente se lavaron las suturas con

H.O destilada dentro de una tina ultrasénica (Branson 2510) durante 5 min. (62)

Se colocaron dos muestras de seda por cada grupo (desgomado y sin desgomar) en una
caja de agar con capacidad de 20 ml, inoculada con E. coli, empezando por las dos
muestras del grupo 1 y siguiendo su respectivo orden los siguientes grupos segun las
manecillas del reloj, de tal manera que quedaron acomodados de como se muestra en la

figura 40.

Figura 40. Caja de Petri con S. aureus y suturas de seda recubiertas con quitosano.

Fuente: directa
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Condiciones Medio de Sutura sin Zona de Sutura Zona de

almacenamiento desgomadar inhibicibn  desgomada inhibicion

1 0.1 g Ch + 10 ml &cido Eppendorf a x b v
acéticoal 0.5 % Caja de Petri c x d x

2 0.2 g Ch + 10 ml &cido Eppendorf e x f v
aceético al 0.5 % Caja de Petri g x h x

3 0.1 g Ch + 10 ml &cido Eppendorf [ x j v
acéticoal 0.5 % +60°C  Caja de Petri k x | x

4 0.2 g Ch + 10 ml &cido Eppendorf m x n v
acéticoal 0.5 % + 60 °C Caja de Petri fi x o) x

Con base en lo anterior, se decidi6 realizar las pruebas Unicamente con suturas
desgomadas, con 0.2 g. de quitosano y almacenar las suturas en la disolucién de
guitosano correspondiente, ya que fue lo que dio mejores resultados ante la generacion

de una posible zona de inhibicién.
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