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1. RESUMEN

Introduccion: Cuando el Enterococcus faecalis estd presente en pequefas
cantidades, su eliminacion puede ser facil, mas sin embargo, en grandes
cantidades su erradicacion puede tornarse complicada. E. faecalis puede
encontrarse en diversas formas lo cual lo convierte en un sobreviviente
excepcional en el conducto radicular.

Por estas razones es trascendente conocer la sensibilidad o resistencia de
Enterococcus faecalis frente a los diversos agentes antimicrobianos utilizados
durante la terapia endodontica.

La morfologia del sistema de conductos genera dificultades al profesional para
lograr el total debridamiento del contenido del conducto, ya que con la sola
instrumentacion manual no se tiene acceso a todas las estribaciones de éste.
Por tal razén, se ve obligado a utilizar sustancias irrigantes que le permitan
llegar a estas zonas con el fin de obtener una mejor desinfeccion del conducto
radicular

Objetivo: Comparar in vitro las propiedades antibacterianas de la solucion de
Cloruro de Benzalconio, el Hipoclorito de Sodio y las Nanoparticulas de Plata
ante el Enterococcus Faecalis.

Metodologia: La bacteria Enterococcus Faecalis fue sembrada en cajas petri
con agar sangre de carnero al 5%, posteriormente dicha caja fue dividida en
cuatro para la colocacion de sensidiscos sumergidos en Cloruro de
Benzalconio, el Hipoclorito de Sodio, Nanoparticulas de Plata y Suero
Fisiologico como grupo control. Las cajas petri fueron incubadas durante 24

horas, para posteriormente medir el halo de inhibicién.



2. ABSTRACT

Introduction: When the Enterococcus faecalis is present in small quantities ,
their removal can be easy, but yet , in large quantities eradication can become
complicated. E. faecalis can be found in various forms which makes it an
exceptional survivor in the root canal. For these reasons it is important to know
the sensitivity or resistance of Enterococcus faecalis against various
antimicrobial agents used during endodontic therapy. The morphology of the
duct system generates professional difficulties to achieve complete debridement
of the contents of the pipe as the one hand instrumentation not have access to
all the foothills of it. For this reason, you must use irrigating substances that
allow you to reach these areas in order to get a better root canal disinfection
Objective: To compare in vitro antibacterial properties of the solution of
benzalkonium chloride, sodium hypochlorite and Silver nanoparticles with
Enterococcus faecalis.

Methodology: The bacterium Enterococcus faecalis was sown in Petri dishes
with blood agar at 5%, then this box was divided into four for placing sensidiscs
immersed in benzalkonium chloride, sodium hypochlorite, Nanopatrticles Silver
and Saline as control group. Petri dishes were incubated for 24 hours and then

measuring the zone of inhibition.



3. INTRODUCCION

3.1 ANTECEDENTES.

Existen datos relacionados a la odontologia y su tratado, encontrada en el
Papiro de Edwin Smith datado aproximadamente en el siglo XVII a.C., ® sin
embargo la ciencia en el area de la odontologia aun se considera joven. Se
considera como era observacional, aquella época en donde solo se dedicaban a
observar la enfermedad y su desarrollo sin ningun tratamiento con base
cientifica, y en contraste, la era cientifica es aquella en donde se comenzaron a
realizar tratamientos de las enfermedades con base de investigaciones

cientificas previas. @

La era Cientifica en la Odontologia, ha tenido mayor presencia en los ultimos
150 afios aproximadamente. Podemos dividirla en la época Pre-restauradora y
la época Restauradora segun los tratamientos aplicados y esto define hacia
donde se dirige los estudios cientificos en la odontologia. @

La época Pre — Restauradora encontramos diversas culturas en las que se
relata la existencia de una enfermedad como la causante de la perdida dental,
teniendo en su mayoria como tratamiento, la extraccion dental. Sin embargo
hasta mediados del siglo XIX aun se pensaba en la teoria de la “Larva Dental”
como causa de la caries dental. @ Sin embargo, los estudios del Dr. Miller
respecto a la presencia y proliferacion de microorganismos, asi como la
desmineralizacion del esmalte a causa del &cido producido por estos
microorganismos, causaron demasiada controversia a partir de su publicacién y
difusién en el Congreso Medico Internacional en Londres. *® A partir de estos
hallazgos, la investigacion cientifica se baso en los alimentos y en la presencia
de microorganismos presentes en la cavidad bucal para asi entender mejor las

enfermedades bucales y sus tratamientos. @



La enfermedad bucal con mayor prevalencia en boca es la caries, en la cual se
encuentra presente el Estreptococo Mutans, siendo ésta bacteria de mayor
importancia en el estudio para el estudio de dicha enfermedad. © La caries en
forma avanzada puede afectar también a la pulpa dental, provocando una

instalacion de microorganismos originando un proceso infeccioso.

La razén de los tratamientos endodonticos es la erradicacion de la infeccién, y
prevenir que los microorganismos presentes infecten o re-infecten la raiz y/o los
tejidos adyacentes. Estos tratamientos han sido practicados desde 1928
obteniendo un tremendo éxito a través de los Ultimos afios. (") Varios factores
qguimicos y fisicos, también pueden inducir inflamacion periradicular, siendo que
evidencias cientificas indican que la presencia de microorganismos son
esenciales para la progresién e instalacion de diversas formas de lesiones

periapicales. ©)

La patogenia de la pulpa dental y de los tejidos periapicales depende en gran
medida de las bacterias. La cAmara pulpar y los conductos radiculares de los
dientes sin vitalidad y no tratados estan ocupados por una masa gelatinosa de
restos pulpares necréticos y liquido histico, porciones de tejido momificado, y
tejido vivo que se encuentra algunas veces en la porcion apical del conducto

radicular. Por lo general también hay bacterias.

En 1890 Willoughby Miller publico el libro "Microorganismos de la boca
humana", que llegé a ser la base de la microbiologia odontolégica en Estados
Unidos. Cuatro afios mas tarde se convirti6 en el primer investigador en
identificar bacterias en la pulpa enferma. La mayoria de los trabajos que
investigaron la flora de los conductos radiculares infectados han comunicado la

presencia de numerosas bacterias. ©)

Casi 700 especies de bacterias pueden ser encontradas en la cavidad oral, en
donde entre 100 a 200 de estas especies tienen mayor participacion. Las



infecciones endodonticas son de origen polimicrobianas, con una

predominancia de bacterias anaerobias en infecciones primarias. 19

El aumento de la intensidad de la infeccion esta intimamente ligada a la
complejidad y la fisiologia del biofilm de bacterias, el anfitrion de la herencia
genética, y los trastornos sistémicos. Los sintomas

surgir por la mejora de la biopelicula patogenicidad / complejidad. 9

Los objetivos finales de tratamiento endoddntico son la erradicacién de la
etiologia microbiana; la curacion completa de patologia periapical; y
restauracion para proporcionar un sello coronal, la funciéon de restauracion, y
prevenir la reinfeccion. La inflamacion pulpar predominantemente se ha
asociado con la participacion de microbios y / o trauma dental. Sin embargo, es
un proceso reaccionario multifactorial. 12

Los problemas de endodoncia (con evidencia clinica de problemas de pulpa y /
o tejido periapical) son razones comunes y claves por qué los pacientes buscan
atencion dental. Sustentar la demanda de tratamiento de endodoncia es el
cultivo el reconocimiento de que los problemas de endodoncia tienen un
impacto en la calidad de vida. Por otra parte, se reconoce que la pérdida de
dientes se asocia con el deterioro de la calidad de vida y que la ubicacién y la

distribucion de la pérdida de dientes afectan a la gravedad del deterioro. (13.14.15)

El éxito de la terapia de endodoncia depende de la preparacion adecuada, la
desinfeccién y la obturacién del conducto radicular, proporcionando las
condiciones Optimas para la reparacion del tejido periapical (*® Numerosas
técnicas y dispositivos de riego han sido probados para mejorar la limpieza y

desinfeccion del sistema de conductos radiculares (7. 18)

El fracaso en los tratamientos endodonticos, asi como infecciones recurrentes y
otras afecciones en dichos tratamientos, requieren de un nuevo tratamiento ya

que encontramos diferentes tipos de microorganismos. El Esterococcus



Faecalis y Candida Albicans han sido identificadas en la mayoria de los

retratamientos en caso de los fracasos endodonticos. (19.20.21)

3.2 MARCO TEORICO

3.2.1 Microbiologia

Enterococcus faecalis es una bacteria en forma de coco dispuesta en cadenas
o pares, Gram positiva, anaerobia facultativa, inmovil y no esporulada. El
tamafo de cada célula oscila entre 0,5 y 0,8 micrometros y es habitante normal
del tracto gastrointestinal humano. La temperatura 6ptima de crecimiento in vitro
de este microorganismo es de 35°C, no obstante, se ha observado crecimiento
entre 10°C y 45°C. (22

En afios recientes, ha atraido la atencion de diversos investigadores porque ha
sido identificada como una causa frecuente de infeccion del sistema de
conductos radiculares en dientes con fracaso en el tratamiento endodontico.
Una caracteristica notable de esta especie la constituye su capacidad para
sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser toxicos para otras

bacterias. (7:22)

Cuando el Enterococcus faecalis esta presente en pequefias cantidades, su
eliminacién puede ser facil, mas sin embargo, en grandes cantidades su
erradicacion puede tornarse complicada. E. faecalis puede encontrarse en
diversas formas lo cual lo convierte en un sobreviviente excepcional en el
conducto radicular. Este microorganismo puede tener las siguientes

caracteristicas: (7 22. 23)

e Sobrevive en medio ambiente con pocos nutrientes
e Sobrevive en presencia de algunos medicamentos (Hidroxido de Calcio)
e irrigantes (hipoclorito de sodio).

10



e Crea biofilmes en conductos recubiertos de medicamentos

e Invade y metaboliza fluidos a través de los tlbulos dentinarios y se
adhiere al colageno

e Convierte el estado en viable aunque no en cultivable

e Adquiere resistencia a los antibidticos

e Sobrevive a los ambientes extremos con pH alcalino, alta salinidad y
altas temperaturas

e Perdura en periodos largos sin nutrirse y utiliza fluidos tisulares
provenientes del ligamento periodontal

Por estas razones es trascendente conocer la sensibilidad o resistencia de
Enterococcus faecalis frente a los diversos agentes antimicrobianos utilizados
durante la terapia endodontica.

Sundqvist et al. demostraron que E. faecalis fue la bacteria mas comunmente
recuperada en los dientes después de fracasos en la terapia de conducto
radicular. Molander et al. encontré el E. faecalis con mayor frecuencia en los

casos de retratamiento con periodontitis apical.

La capacidad de E. faecalis para formar biopeliculas puede conferir una ventaja
ecologica en ciertas situaciones. Por ejemplo, las cepas clinicas de E. faecalis
aisladas de pacientes con endocarditis infecciosa se asociaron
significativamente con una mayor formacion de biopeliculas de nonendocarditis
aislados clinicos.

Estos rasgos de virulencia y otros también han sido identificados en los casos
clinicos en presencia de E. faecalis en conductos radiculares y de la cavidad

oral. 29

3.2.2 Irrigantes

11



La irrigacion del sistema de conductos, se define como el lavado y aspiracion de
todos los restos y sustancias que puedan estar contenidos en la camara pulpar

o conductos radiculares. 2

Historicamente, un sin nimero de compuestos en solucién acuosa han sido
sugeridos como irrigantes conducto radicular, incluidas las sustancias inertes,
tales como cloruro de sodio (solucion salina) o biocidas altamente toxicos y
alergénicos tales como formaldehido. Ademas, como irrigantes endodonticos
entran en contacto con los tejidos vitales, por lo tanto deben de ser
sistémicamente no tdxico, no caustico a los tejidos periodontales y tener poco
potencial de causar una reaccion anafilactica. El debridamiento completo del
conducto radicular es esencial para el éxito del tratamiento endodontico. La
preparacion biomecénica del conducto radicular consiste no solamente en
remover tejido pulpar, restos necréticos, microorganismos y dentina infectada,
sino también en la conformacion que facilita la obturacion que sellara el foramen
apical. El objetivo final de la preparacion quimico-mecanica es proveer limpieza
en el conducto radicular, y paredes dentinales lisas a las cuales el material
obturador pueda adherirse. 26

La morfologia del sistema de conductos genera dificultades al profesional para
lograr el total debridamiento del contenido del conducto, ya que con la sola
instrumentacion manual no se tiene acceso a todas las estribaciones de éste.
Por tal razén, se ve obligado a utilizar sustancias irrigantes que le permitan
llegar a estas zonas con el fin de obtener una mejor desinfeccién del conducto

radicular. 7

3.2.3 Cloruro de Benzalconio

12



Fracasos del tratamiento de conducto radicular puede ser causada por
infecciones secundarias después de la penetracion de las bacterias orales en el
sistema de conductos radiculares durante el tratamiento, entre las citas, o
después de la conclusion del tratamiento endodoéntico. 8 Esta invasion
secundaria de la bacteria oral puede ocurrir después de una ruptura de la
cadena aseéptica durante el tratamiento, después de la fuga de las
restauraciones temporales entre las citas, o después de desglose / fractura de
la restauracion permanente.®® Recientes microorganismos invasores pudieran
encontrar una variedad de condiciones que pueden favorecer en su
establecimiento como bio peliculas o su inclusiobn en las biopeliculas
preexistentes, es decir, presencia de humedad y fuentes de nutrientes a partir
de exudados de los tejidos periapicales. ©9)

El cloruro de benzalconio (BAK) es un detergente cationico que expresa una
alta afinidad a proteinas de membrana. Se cambia la resistencia i6nica de las
membranas celulares. Es utilizado como sanitizante y desinfectante sin
considerar su propiedad fungicida, especificamente sobre los géneros
Trichophyton, Epidermophyton” y "Candida, al igual que otros compuestos de
amonio cuaternario, como cloruro de alquildimetilbencilamonio y cloruro
dedidecildimetilamonio.®?) BAK, debido a sus actividades antibacterianas, es
ampliamente utilizado, especialmente en oftalmologia y odontologia asi mismo
en desinfectantes orales como los enjuagues bucales. ®2 Su concentracion en
el enjuague bucal desinfectante oral puede alcanzar hasta un 10% mientras que
en gotas para los ojos que varia entre 0,004 a 0,05%. Debido a la cronicidad y
el uso generalizado de este tipo de tratamientos, efectos colaterales de BAK
son de gran importancia. La toxicidad del BAK, probablemente relacionados con
sus actividades prooxidativos, es dependiente de la dosis timeand. También
hace que la proteina se desnaturalise su accion y la alteracion de las
membranas citoplasmaticas. Este fenbmeno podria ser Util para aumentar la
capacidad de penetracion de los compuestos de la solucién oftalmolégica

activos. 33
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3.2.4 Hipoclorito de Sodio

El Hipoclorito de sodio ha sido definido por la Asociacion Americana de
Endodoncistas como un liquido claro, pélido, verdeamarillento, extremadamente
alcalino y con fuerte olor clorino, que presenta una accion disolvente sobre el
tejido necrético y restos organicos y ademas es un potente agente
antimicrobiano. Quimicamente, el NaOCI, es una sal formada de la unién de
dos compuestos quimicos, el &cido hipocloroso y el hidroxido de sodio, que
presenta como caracteristicas principales sus propiedades oxidantes. De todas
las sustancias utilizadas actualmente, hipoclorito de sodio parece ser la mas
ideal, ya que cubre mas de los requisitos para endodoncia irrigante tic que

cualquier otro compuesto conocido ¢4

Las concentraciones de NaOCI| usadas en endodoncia varian entre 0,5% y 6%.
La dilucion del NaOCI disminuye significativamente su accién antibacteriana, su
capacidad de disolucion de tejido y de desbridamiento del conducto, pero

también disminuye su toxicidad. ¢

La utilizaciéon del NaOCI puede ocasionar efectos adversos; entre los descriptos
en la literatura podemos mencionar lesiones en los tejidos periorales y orales
(piel y mucosas), lesiones en la mucosa ocular, inyeccién de NaOCL en la

region periapical (@6.37.38.39) y |esiones de hipersensibilidad. 0

El hipoclorito de sodio (NaOCI) fue primero recomendado como una solucion
antiséptica por Henry Dakin para la irrigacién de heridas para los soldados en la
primera guerra mundial. Posteriormente, en 1920, se describié la solucién de
Dakin, 0.5% NaOCI, en la terapia endodontica. El NaOCI es adn el irrigante mas
utiizado en la endodoncia moderna por sus propiedades antibacterianas,
lubricativas, y disolvente de tejido. La evidencia disponible actualmente es a

favor de hipoclorito de sodio como el principal irrigante endodontico. “1)

14



3.2.5 Nanoparticulas de Plata

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el
ser humano en aplicaciones tan dispares como joyeria, utensilios, moneda,
fotografia o explosivos. De todos estos usos, uno de los mas importantes es su
empleo como agente desinfectante con fines higiénicos y médicos. Hipdcrates,
padre de la medicina moderna, describio el empleo de polvo de plata para su
aplicacion en la curacion de heridas y en el tratamiento de Ulceras. Sin
embargo, después de la introduccion de los antibiéticos en 1940 el uso de las

sales de plata disminuyd. “2

El efecto antimicrobiano de las sales de plata es conocido desde el siglo XIX.
En estudios realizados en la actualidad se ha establecido la plata como
"oligodinamica" debido a su capacidad para producir un efecto bactericida a
concentraciones muy bajas. Esta caracteristica de los iones Ag+ se debe a su

gran reactividad frente a sustancias como proteinas, enzimas, ADN, etc. 43

Por su parte. el efecto bactericida de las nanoparticulas de plata se conoce
también desde hace tiempo pero el mecanismo de accion de las mismas se ha
estudiado recientemente, aunque sigue sin conocerse completamente. Su
mecanismo de accion consiste en unirse a la membrana celular de las bacterias
provocando modificaciones en la permeabilidad y en la respiracion de la
bacteria.

Finalmente, como efecto complementario a la accién bactericida, las
nanoparticulas de plata desprenden de su superficie iones Ag+ que contribuyen
al efecto bactericida del mismo modo que los iones Ag+ procedentes de las

sales de plata. 44

Desde un punto de vista quimico, la sintesis de nanoparticulas en disolucion
(disolucion coloidal) requiere del empleo de métodos que permitan obtener un

control preciso sobre el tamafio y la forma de las nanoparticulas para asi

15



obtener un conjunto de particulas monodispersas que presenten una propiedad
determinada. En general, la sintesis de nanoparticulas metalicas en disolucion
se lleva a cabo mediante el empleo de los siguientes componentes: i) precursor
metalico; ii) agente reductor; iii) agente estabilizante. El mecanismo de
formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccion de iones plata
consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento. El proceso de
nucleacion requiere una alta energia de activacion mientras que el proceso de
crecimiento requiere una baja energia de activacion. El tamafio y la forma de las
nanoparticulas dependera de las velocidades relativas de estos procesos que
pueden ser controladas a través de la modificacién de los pardmetros de

reaccion. (4546

Para la elaboracion de las nanoparticulas de plata los primeros métodos
descritos son el método Lee-Meisel “7) y el método Creighton. “8 El primero de
ellos consiste en una variacion del método Turkevich para la obtencién de
nanoparticulas de oro, en el que se emplea AQNO3 en lugar de HAuCIl4 como
precursor metalico y citrato de sodio como agente reductor. En el método Lee-
Meisel se obtienen nanoparticulas de plata con una distribuciéon amplia de
tamafo de particula (polidispersas). El método Creighton consiste en la
reduccion de AgNO3 con el agente reductor NaBH4. Este método es el mas
popular en la actualidad y da lugar a la obtenciéon de nanoparticulas de plata de
aproximadamente 10 nm y con una distribucion estrecha de tamafios

(monodispersas).

El polimero poli (vinil pirrolidona) (PVP) es uno de los mas ampliamente usados
como agentes estabilizantes de nanoparticulas metalicas. 9 Existen también
un buen nimero de publicaciones en el que este polimero se ha empleado en la
sintesis de nanoparticulas de plata. Asi, una de las primeras sintesisconsistié
en la fotoreduccion de AgNO3 en presencia de PVP como agente estabilizante

empleando radiacion UV de 243 nm.

16



Un interesante método de sintesis de nanoparticulas de plata es el que ha
desarrollado el grupo del Profesor Liz-Marzan. En este caso se ha empleado
dimetilformamida (DMF) como disolvente y como agente reductor frente a sales
de plata en diferentes condiciones de reaccion. 9 Asi, se han conseguido
nanoparticulas de diferentes tamafios empleando aminopropiltrietoxisilano
(APS) o polivinilpirrolidona (PVP) como agentes estabilizantes o incluso
nanoprismas de plata.

Se puede prevenir la agregacion de las nanoparticulas en disolucion mediante
el empleo de agentes estabilizantes. Uno de los métodos mas habituales es el
empleo de ligandos organicos de cadena alquilica larga con grupos funcionales
como tioles, ®Y carboxilatos,®? fosfinas oxidadas 2 o aminas. ¢4

Sin embargo, el uso de estos agentes permite, por un lado, evitar la agregacion
de las nanoparticulas en disolventes orgénicos y, por otro, ejercer un control
preciso sobre su tamafio, su forma y su monodispersidad mediante la

modificacion de las condiciones de reaccion.

4. JUSTIFICACION

17



La mayor parte de las patologias endoddnticas se vinculan con la presencia de
bacterias. Los tubulos dentinarios sirven como ruta para la penetracion de
bacterias y toxinas en el interior de los conductos radiculares. Cuando la pulpa
se torna necrotica alberga millones de bacterias. Durante su crecimiento y
progresion los microorganismos propician la inflamacion de los tejidos

periodontales a través del orificio apical y conductos laterales.

Existen soluciones antisépticas para el tratamiento de los conductos
radiculares, sin embargo la solucion a base de Nanoparticulas de plata ha
demostrado importantes propiedades antibibticas, antifingica y antivirales. Se
espera que las Nanoparticulas de plata logren mejorar procedimientos en la
eliminacibn de microorganismos en el area odontolégica y no solo los
tratamientos endodonticos, sino también abrirle campo a otras areas de la
odontologia. Aun se estudia el grado de toxicidad de dicho componente por lo
gue se pretende realizar el estudio in vitro y comparar sus propiedades con la
solucién de Cloruro de Benzalconio y el Hipoclorito de Sodio para concluir sus
ventajas y desventajas que pudiera presentar en los tratamientos endodonticos.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

18



Cuando una pieza dental necesita tratamiento endodontico, en la mayoria de
las ocasiones encontramos que el motivo es por lesiones con presencia de
microorganismos bacterianas. Por tal motivo es importante para el éxito de los
tratamientos la eliminacion de la mayor parte de los microorganismos que
puedan estar presentes en los conductos radiculares. La eliminacion parcial de
estos microorganismos puede llevar al fracaso de los tratamientos de
endodoncia llevando esto a los retratamientos o inclusive a la exodoncia. Se
espera de un irrigante para conductos radiculares que tenga la capacidad de la
eliminacion de la mayor cantidad de microorganismos presentes para lograr el
éxito en los tratamientos. No existe una solucion ideal para la eliminacion del
Enterococcus Faecalis Las tres soluciones que seran utilizadas en este estudio
se tienen consideradas como soluciones antisépticas, por lo que se espera
evaluar su comportamiento ante esta bacteria frecuentemente presente en los

tratamientos de endodoncia.
Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta:

¢, Cudl de los tres Irritantes son capases de eliminar el Enterococcus Faecalis,
Hipoclorito de Sodio al 5.25%, Cloruro de Benzalconio y las Nanoparticulas de

Plata?

6. HIPOTESIS
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HO. Las tres soluciones tienen el mismo efecto antibacteriano.

H1. La solucion a base de Nanoparticulas de Plata tiene un mejor efecto

antibacteriano.

H2 La solucion a base de Cloruro de Benzalconio tiene un mejor efecto

antibacteriano.

H3. La solucion a base de Hipoclorito de Sodio al 5.25% tiene un mejor efecto

antibacteriano.

HI. La solucibn a base de Nanoparticulas de Plata tiene un mejor efecto

antibacteriano.

/. OBJETIVO
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Comparar in vitro las propiedades antibacterianas de la solucién de Cloruro de
Benzalconio, el Hipoclorito de Sodio y las Nanoparticulas de Plata ante el

Enterococcus Faecalis.

8. VARIABLES
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Dependientes: Enterococcus Faecalis

Independientes: Solucion de Cloruro de Benzalconio, Hipoclorito de Sodio y
Nanoparticulas de Plata

9. MATERIALES Y METODOS
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9.1 TIPO DE ESTUDIO.

Se realizara un estudio Prospectivo, Longitudinal y Experimental, abierto a los
investigadores en donde las variables seran conocidas y analizadas de forma

comparativa y longitudinal en un modelo prospectivo.

9.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

Considerando que la variable a evaluar sera la accion antimicrobiana de las
soluciones de Cloruro de Benzalconio, NaOCI al 5.25%, Nanoparticulas de
Plata y Suero fisiolégico como grupo control ante el Enterococcus Faecalis, por
lo que para este estudio se contempld realizar 20 muestras en la que se
incluyen los cuatro grupos segun la solucion utilizada, teniendo un total de 80

reactivos por analizar.

9.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Para que las muestras sean incluidas en este estudio seran considerados los

siguientes criterios:

e Que cada caja Petri se encuentre en las condiciones optimas para
realizar el muestreo.

e El sembrado de la bacteria debera seguir los protocolos y ser de forma
uniforme y equitativa en relacién a las deméas muestras.

e Cumplir con los tiempos establecidos por el protocolo sin alteraciones.
Tiempo de 24 horas.

e Que la conservacion de las muestras se mantengan a las temperaturas
establecidas en el protocolo.

e Las soluciones utilizadas deberan encontrarse sin alteraciones o

modificaciones en sus proporciones ya previamente establecidas.
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La manipulacién de las muestras y/o reactivos deberan de realizarse
dentro de una camara de anaerobiosis manteniendo los protocolos de

seguridad y en el ambiente adecuado.

9.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

En el presente estudio fueron considerados los siguientes puntos como criterios

de exclusion:

La utilizacién de cajas Petri que hayan sido utilizadas previamente.
Soluciones alteradas en sus propiedades o contaminadas con otras
soluciones.

Manipulacion en condiciones fuera de lo establecido en los protocolos de

seguridad por el Centro de Ciencias de la Salud, Valle de las Palmas.

9.5 CRITERIOS DE ELIMINACION

Segun los procesos elaborados se tomaron los siguientes criterios para

eliminacién de muestras en este estudio:

Fractura de Cajas Petri y/o defectos en las mismas.

Contaminacién de muestras con otras soluciones no establecidas en el
estudio.

Presencia de alteraciones no deseadas en el agar por mala
manipulacion.

Muestras que no cumplan los protocolos establecidos en el estudio tal
como horarios y temperaturas, asi como su manipulacion en el ambiente

ideal.

9.6 METODOLOGIA
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Equipo y Materiales

Los recursos que a continuacion se presentan son los considerados con gran

importancia para la realizacion de la tesis presentada, siendo que al ser un

estudio prospectivo y longitudinal, éstos pueden variar segun el progreso de

dicha investigacion.

Equipo y Material Marca
Caja Petri, Marca Corning Corning
Agar sangre de carnero al 5%
Plumén Sharpie
Cloruro de Sodio Pisa
Sensidiscos en Blanco 6mm BBI

Bacteria

Enterococcus faecalis

Cloruro de Benzalconio

Biological Safeti Cabinet

Labconco, Puirifier,

Guantes de nitrilo KX Medical
Bata quirdrgica Ambiderm
Sterile Polyester, Tipped Puritan
Applicators

Vasos Estériles DeltaLab
Hipoclorito de Sodio al 5%

Pinzas de Curacion Estériles Hu-friedy

Nanopatrticulas de Plata
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Jeringa y aguja Estéril BD

Software Motic Images Plus 2.0.

Fabricacion de nanoparticulas

El procedimiento consto de reacciones de soluciones coloidales con la
sobresaturacion de  sales,y la creacion deun  precipitado  por
nucleacion homogénea o heterogénea. Después dela nucleacién, el
crecimiento de las nanoparticulas se llevd a cabo por medio de difusion. La
gradiente de concentracion, cambios de temperatura, agitacion y

surfactantes permitieron la modificacion del incremento de tamario.

En primer lugar, se preparo una solucibnde platacon el sodio
tetrahidroborato (NaBH4) que  se incluye como  agente reductor. La
relacion entre la platay el agente reductor es mayor que una. Después de la
reaccion, se afiadid un estabilizador para el control de tamafio y uniformidad
(aminas primarias como polivinilpirrolidona). Para dicho experimento las
concentraciones de nanoparticulas van de 100 mg/mL de plata, el tamafo

de las nanoparticulas tuvieron una media de 5 nm con recubrimiento.

Activacion de la cepa

La cepa de Enterococcus faecalis fue seleccionada para este estudio. Dentro de
la cabina Labconco, Purifier, Biological Safeti se tomo una alicuota de 100ul de
la bacteria con una micropipeta, posteriormente se vacio tal contenido en el
tubo de eppendorf con tripticaseina de soya y se sellaron, los tubos fueron
colocados en la incubadora Shell Lab a 37°C durante siete dias. Al término de
este tiempo la caja petri se dividi6 en cuatro partes para la colocacién de los
sensidiscos, Dentro de la cabina Labconco, Purifier, Biological Safeti se tomo

con un aplicador con punta de poliéster estéril el crecimiento bacteriano y se
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sembré por difusiébn en cajas de agar sangre carnero al 5%, se colocaron los
sensidiscos con los irrigantes previamente establecidos, se incubaron durante
24 horas, terminado el periodo de incubacion se midieron los halos de inhibicion

con un Software llamado Motic Images Plus 2.0.

Las muestras se dividieron de la siguiente manera:
Grupo 1: Hipoclorito de Sodio 5.25%

Grupo 2: Cloruro de Benzalconio

Grupo 3: Nanoparticulas de Plata, 100 mg/mL
Grupo 4: Grupo control, Suero Fisiologico

Preparacion de los sensidiscos

Los sensidiscos se tomaron con pinzas estériles, posteriormente se embebieron
con el agente antimicrobiano, después y se colocaron cuidadosamente sobre el
medio de cultivo, se incubaron por 24 horas. Se midieron los halos de inhibicion
con un con un Software llamado Motic Images Plus 2.0.

Variables por captarse

Se midieron los halos de inhibicion utilizando Hipoclorito de Sodio al 5.25%,
Cloruro de Benzalconio y Nanoparticulas de plata al 100 mg/mL con un
Software llamado Motic Images Plus 2.0.

Anaélisis Estadistico

Se utilizo la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA) para medir la variabilidad
de la inhibicidon con los 3 agentes, asi mismo se utilizo pruebas de diferencia de

medias para comparar el efecto entre cada uno de ellos.

Considerando que las variables a evaluar fueron la accion antimicrobiana del
Hipoclorito de Sodio al 5.25%, de la solucion de Cloruro de Benzalconio, de las

Nanoparticulas de Plata al 100 mg/mL y Suero fisiolégico como grupo control,
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evaluados en cultivos de Enterococcus Faecalis fueron determinadas 20
muestras en la que se incluyen los cuatro grupos segun la solucién utilizada,
teniendo un total de 80 reactivos por analizar con la aplicacion de la siguiente

férmula general:

P 2
Dénde: e
n= ndmero buscado de elementos de la muestra
N= Tamafio de la poblacion

2= nivel de confianza elegido

o= Desviacion estdndar determinada
e= error de estimacion permitido

Para el presente proyecto se determinaron los siguientes valores que fueron
aplicados para determinar el tamafio de la muestra.

2= 1.96 para 95% de nivel de confiabilidad

6= 0.24 mm

e= 0.11 mm de error de estimacién permitido
1-0= 0.95%

n=20

(1.96)2(0.24)>

n= =20 muestras para cada grupo
(0.11)2

6.
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Los halos de inhibicidon del Hipoclorito de sodio al 5.25% fueron en un 85% de

los casos de 11 a 13 mm., en un 15% entre los 14 a 16 mm. (Figura A).

1.- Hipoclorito de Sodio al 5.25%

2.- Cloruro de Benzalconio
3.- Nanoparticulas de Plata

4.- Suero Fisiologico

En cuanto al efecto antibacteriano de la Cloruro de Benzalconio, la mayoria de
los elementos de la muestra, correspondientes al 55%, presentaron valores en
el rango de los 11 a los 13 mm seguidos del grupo que presentd valores dentro
del rango de los 8 a los 10 mm (35%). Las muestras que presentaron un efecto
menor le correspondié a los halos de 14 a 16 mm representaron el 10% de la

muestra. (Figura B)
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1.- Hipoclorito de Sodio ala 5.25%
2.- Cloruro de Benzalconio
3.- Nanopatrticulas de Plata

4.- Suero Fisiologico

Respecto al efecto antibacteriano de la Nanoparticulas de Plata se observo que
la mayoria de los casos se presentaron en el rango de los 5 a los 7 mm (90%
de la muestra), mientras que al grupo que presento valores entre los 8 a los 10

mm le correspondio un 10%. (Figura C)

1.- Hipoclorito de Sodio al 5.25%
2.- Cloruro de Benzalconio
3.- Nanoparticulas de Plata

4.- Suero Fisiologico

N fCativa entre el efecto antimicrobiano
del Hipoclorito de Sodio al 5.25% y el Cloruro de Benzalconio. Estadisticamente

ambas férmulas presentan el mismo efecto antimicrobiano. Se observo una
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diferencia significativa entre el Hipoclorito de Sodio al 5.25% vy las
Nanoparticulas de plata.

En las tablas 1 a 4 se muestran la frecuencia y porcentaje de los halos de
inhibicién (en mm) para la solucion de Hipoclorito de Sodio al 5.25%, Cloruro
de Benzalconio y Nanoparticulas de Plata.

Tabla 1. Efecto del Hipoclorito de Sodio al 5.25% sobre la bacteria

Enterococcus faecalis.

Halo de inhibicion Frecuencia Porcentaje
11 -13mm 17 85%
14 - 16mm 3 15%
Total 20 100%

Tabla 2. Efecto del Cloruro de Benzalconio sobre la bacteria Enterococcus

faecalis.
Halo de inhibicion Frecuencia Porcentaje
8 - 10mm 7 35%
11 -13mm 11 55%
14 -16mm 2 10%

Total 20 100%

Tabla 3. Efecto de las Nanopartiulas de Plata sobre la bacteria Enterococcus

faecalis.
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Halo de inhibicion Frecuencia Porcentaje
5-7mm 18 90%
8 - 10mm 2 10%
Total 20 100%

Tabla 4. Efecto de Hipoclorito de Sodio al 5.25%, Cloruro de Benzalconio y las

Nanopartiulas de Plata sobre la bacteria Enterococcus faecalis.

5-7 8-10 11 -13 14 - 16 Total
mm mm mm mm
Frec % Frec % Frec % Frec % Frec %
Hipoclorito de 0 0 0O O 17 85 3 15 20 100
Sodio 5%
Cloruro de 0 0 7 35 11 55 2 10 20 100
Benzalconio
Nanopartiulas 18 19 2 10 0 0 0 0 20 100
de Plata
Total 18 30 9 15 28 46.7 5 83 60 100
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Grafica 1. Efecto de Hipoclorito de Sodio al 5.25%, Cloruro de Benzalconio y

las Nanopatrtiulas de Plata sobre la bacteria Enterococcus faecalis.
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Grafica 2. Efecto del Hipoclorito de Sodio al 5.25% sobre la bacteria

Enterococcus faecalis.
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Grafica 3. Efecto del Cloruro de Benzalconio sobre la bacteria Enterococcus

faecalis.
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Grafica 4. Efecto de las Nanopartiulas de Plata sobre la bacteria Enterococcus

faecalis.
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Grafica 5. Efecto en porcentaje del Hipoclorito de Sodio al 5.25% sobre la

bacteria Enterococcus faecalis.
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Grafica 6. Efecto en porcentaje del Cloruro de Benzalconio sobre la bacteria

Enterococcus faecalis.
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Grafica 7. Efecto en porcentaje de las Nanopartiulas de Plata sobre la bacteria

Enterococcus faecalis.
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11. DISCUSION

En la presente investigacion se evaluo in vitro la actividad antimicrobiana de
distintos materiales utilizados en la terapia de conductos radiculares. Aunque
los resultados de las investigaciones in vitro no pueden ser extrapolados a las
situaciones in vivo son una forma de aproximacion que nos permite evaluar y
comparar la eficacia de los materiales dentales. Una ventaja que tuvimos en
este trabajo fue el poder evaluar la capacidad antibacteriana de diferentes

irrigantes antisépticos sobre la bacteria Enterococcus faecalis.

La finalidad del tratamiento endoddntico es eliminar las bacterias de los
conductos infectados y prevenir la reinfeccion. La preparacion biomecanica
reduce la microbiota en los conductos radiculares infectados, no obstante
debido a la complejidad anatémica del sistema de conductos los residuos
organicos e inorganicos y las bacterias no pueden ser completamente
eliminadas y a menudo persisten en su interior.

Se ha demostrado que la eliminacion de microorganismos del sistema de
conductos radiculares es determinante para el éxito completo de la terapia
endodontica, particularmente en los casos de dientes con pulpa necroética y

lesion periapical.

Sundgvist et al. demostraron que E. faecalis fue la bacteria mas comuinmente
recuperada en los dientes después de fracasos en la terapia de conducto
radicular. Molander et al. encontré el E. faecalis con mayor frecuencia en los

casos de retratamiento con periodontitis apical.

Los resultados del presente estudio han mostrado que la Hipoclorito de Sodio al
5.25%, Cloruro de Benzalconio y las Nanopartiulas de Plata poseen eficacia
antimicrobiana. El efecto antimicrobiana del Hipoclorito de sodio al 5.25% fue
mayor que el de Cloruro de Benzalconio y las Nanopartiulas de Plata, con los

valores mas altos en los halos de inhibicion, entre 11 a 13 mm.
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Beyser Pipkin y cols.®® Describen el uso de la solucién de Dakin, 0,5% NaOCI,
en la terapia de endodoncia. NaOCI solucion sigue siendo el irrigante
endododntico mas favorecida en la practica de endodoncia moderna debido a
sus antibacterianos, lubricante, y las propiedades de disolucion de tejido.
Aunque NaOCI tiene muchas ventajas, la falta de estabilidad quimica es una
desventaja importante de esta solucién. Las propiedades de desinfeccion y
desodorizacion de cloro se reconocieron por primera vez en el comienzo del

siglo XIX. Cloritas hipo son los mas utiles de los desinfectantes de cloro.

Pieper y cols. ¢ Demostraron que el Cloruro de Benzalconio es un tensioactivo
anfétero que contiene moléculas anfipaticas, tales como nitrégeno cuaternario
asociado con un sustituyente hidréfobo, que son capaces de reducir la tensién
superficial y aumentar el area de superficie de sustratos de crecimiento,

insolubles en agua hidrofobos

Otros autores ©7) en su ultimo estudio, han mostrado que las nanoparticulas de
plata con una superficie parcialmente oxidada podrian ser transportadores de
iones Ag+ quimisorbidos en cantidades suficientes como para producir un
efecto bactericida, mientras que las nanoparticulas de plata sintetizadas bajo

atmosfera de nitrégeno no presentan actividad bactericida.
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12. CONCLUSION

En funcidén de los objetivos planteados y de acuerdo con los resultados

obtenidos podemos concluir que:

1.- El Hipoclorito de Sodio al 5.25%, Cloruro de Benzalconio y las Nanopartiulas

de Plata tienen efecto antibacteriano sobre la bacteria Enterococcus faecalis.

2.- El agente antimicrobiano que presenté mejor efecto sobre la bacterias
Enterococcus faecalis fue el Hipoclorito de Sodio al 5.25% seguido del Cloruro
de Benzalconio y las Nanopartiulas de Plata. El Hipoclorito de Sodio al 5.25% y

el Cloruro de Benzalconio tuvieron un efecto antibacteriano similar.

4.- Las Nanoparticulas de Plata fueron las que mostraron menor efecto

antibacteriano sobre la bacteria Enterococcus faecalis.

Como medio de recomendacion sugiero seguir utilizando el Hipoclorito de Sodio
al 5.25%, por su accion en disolver tejido necrdtico y restos organicos, por
poseer propiedades lubricativas, ademas es un potente agente antimicrobiano,

que al mismo tiempo se recomienda por su facil manejo y su bajo costo.
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13. ANEXOS

Imagen 1. L1.- 15.0mm, L2.- 10.4mmy L3.- 6.6mm

MMLL
Largo : 12,6

HML3
argo : 7.1 .....

Imagen 2. L1.- 12.6mm, L2.- 8.6mm y L3.- 7.1mm
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L2
Lal

Imagen 3. L1.- 13.6mm, L2.- 13.9mm y L3.-
6.1mm

MLl

Largo : 11.9L....

Imagen 4. L1.- 11.9mm, L2.- 11.9mm vy L3.-
6.0mm
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