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RESUMEN

El proposito de este estudio fue comparar el efecto de la asociacion de la
Cetrimida al 0.5% + clorhexidina al 2%, hipoclorito al 5.25% y clorhexidina al 2%,
sobre biofilm de Enterococcus faecalis generado en filtros de membrana de

nitrato de celulosa, en tres tiempos diferentes.

La muestra se constituy6 de un total de 108 filtros de membrana sobre las que
se generaron los biofilms, estas fueron divididas en 4 grupos de 27, para cada
una de las soluciones irrigantes y el grupo control (cloruro de sodio al 0.9%).
cada grupo conto con 9 membranas para ser sometidas a las soluciones en 1, 5
y 15 minutos.

Una vez generados los biofilms, cada filtro de membrana fue cuidadosamente
sumergido en recipientes que contenian 5 ml. de la solucién irrigante o cloruro
de sodio 0.9%, que fueron dejados a temperatura ambiente por cada uno de los

periodos de tiempo indicados.

Terminado el periodo de accion de las soluciones irrigantes, se retiraron los filtros
de membranay fueron llevados a tubos conteniendo 5 ml. de caldo neutralizante,

para detener la accion de los irrigantes, se sometieron a vortex por 5 minutos.

Los filtros de membrana se cultivaron en caldo BHI en condiciones de
anaerobiosis a 37 °C, por 24h. Al cabo de este periodo de tiempo de hizo la
lectura de turbidez con espectrofotometro y asi determinar la actividad contra el
biofilm de Enterococcus faecalis.

Los resultados promedio de acuerdo a la prueba estadistica de Tukey fueron los
siguientes: la combinacién de Cetrimida al 0.5% + clorhexidina al 2% a los 5
minutos de exposicién obtuvo una lectura promedio de absorbancia = 0.2789, la
clorhexidina al 2% obtuvo una lectura promedio de absorbancia de 0.5678 a los
5 minutos de exposicién, el hipoclorito de sodio al 5.25% obtuvo una lectura
promedio de absorbancia de 1.0856 a los 5 minutos de exposicién, el cloruro de
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sodio al 0.9% (grupo control) obtuvo una lectura promedio de absorbancia de
1.3067.

Ademas en la comparacion de las 3 soluciones en cada tiempo ensayado se

obtuvo diferencias estadisticas significativas (P < 0.05)

Palabras clave: Cetrimida, clorhexidina, hipoclorito de sodio, Enterococcus

faecalis, biofilm.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of the Cetrimide 0.5% + 2%
chlorhexidine, hypochlorite 5.25% and 2% chlorhexidine on biofilm of
Enterococcus faecalis generated membrane filters cellulose nitrate, at three

different times.

The sample consisted of a total of 108 membrane filters on which biofilms were
generated, these were divided into 4 groups of 27 for each of the irrigating
solutions and the control group (sodium chloride 0.9%). each group had nine

membranes to be subjected to the solutions in 1, 5 and 15 minutes.

Once generated biofilms, each membrane filter was carefully submerged in
containers containing 5 ml. of irrigating solution or 0.9% sodium chloride, which

were left at room temperature for each of the time periods indicated.

After the period of action of irrigating solutions, membrane filters were removed
and taken to tubes containing 5 ml. neutralizing broth, to stop the action of

irrigants, subjected to vortex for 5 minutes.

Membrane filters were grown in BHI broth under anaerobic conditions at 37 ° C
for 24h. After this period of time did turbidity reading spectrophotometer to

calculate UFT and determine activity against Enterococcus faecalis biofilm.

The average results according to statistics Tukey test were: the combination of
cetrimide 0.5% + chlorhexidine 2% to 5 minutes of exposure obtained an average
reading absorbance = 0.2789, chlorhexidine 2% obtained a reading 0.5678
average absorbance after 5 minutes of exposure, sodium hypochlorite 5.25%
earned an average of 1.0856 absorbance reading at 5 minutes of exposure,
sodium chloride 0.9% (control group) received an average reading absorbance
of 1.3067.
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Also in comparing the three solutions at each time tested statistically significant
differences (P <0.05) was obtained

Key words: Cetrimide, chlorhexidine, sodium hypochlorite, Enterococcus
faecalis, biofilm.
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INTRODUCCION

La odontologia contemporanea, ha desarrollado una serie de especialidades que
han permitido que se puedan realizar una serie de tratamientos que tienen por
finalidad la preservacion de las piezas dentarias en boca, incluso cuando estas

presentan patologias que pueden resultar sumamente dificiles de tratar.

Una de estas especialidades es la endodoncia, rama de la odontologia que se
ocupa de tratar el sistema de conductos radiculares y las diversas patologias
asociadas a estos. Se ha definido que todos los pasos del tratamiento
endodontico tienen vital importancia, ya que desde la apertura hasta la
obturacion, estos procedimientos tienen gran implicancia en el éxito del

tratamiento y su perduracion en el tiempo.

La preparaciéon biomecanica es probablemente el momento en el cual la pericia
del especialista se pone a prueba, pues este habiendo ya determinado su
diagnostico, debe ser capaz de elegir de manera correcta la técnica de

instrumentacion, soluciones irrigantes, medicacion intraconducto, etc.

De esta manera la solucion irrigante a utilizar debe ser elegida teniendo en
consideracion el objetivo que se pretende alcanzar, debiendo ser este la
obturacion de los conductos radiculares en condiciones asépticas. Este objetivo
no siempre se puede conseguir, ya que sobre todo en las patologias pulpares
con reaccion periapical cronica y en periodontitis apical resistente; la presencia
de biofilms bacterianos han constituido una de las barreras mas dificiles de
eliminar. Estos biofilms han sido profundamente investigados, dando como
resultado que una de las especies mas persistentes en estas condiciones es el
Enterococcus faecalis. Especie que reune una serie de condiciones que le

permite vivir en ambientes criticos.

Es asi que a lo largo de la evolucién de las especialidad endodoncia, se han

propuesto diversas soluciones irrigantes que no solo cuenten con las
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caracteristicas basicas, sino que puedan eliminar estos biofilms. En la busqueda
de la solucién inocua se ha destacado el uso del hipoclorito de sodio en
diferentes concentraciones y la clorhexidina principalmente, ademas de agentes
como el EDTA que propicien la asepsia del conducto. Habiéndose obtenido
diversos resultados en las investigaciones realizadas, habiendo discrepancias
en los efectos positivos y posibles efectos adversos que puedan producir el uso

de una u otra solucion.

Cetrimida es un surfactante cationico que ha sido poco estudiado en nuestro
medio, del cual se tiene reportes que por su naturaleza produce sinergia si se
usa en combinacion con soluciones irrigantes como la clorhexidina, e incluso por

si solo tiene alta actividad antimicrobiana.

Investigaciones in vitro antes realizadas, muestran diversos resultados, pero
algunas de estas se realizan utilizando métodos que no siempre son capaces de
reproducir o imitar las condiciones en las que las infecciones del conducto
radicular realmente se producen. Es asi que los estudios bacterianos en

endodoncia deben ser analizados en su forma de biofilm.

La tesis consta de tres capitulos. En el Capitulo I, denominado Planteamiento
Tedrico se aborda el problema, los objetivos, el marco tedrico y la hipétesis.

En el Capitulo Il, se aborda el Planteamiento Operacional, consiste en las
técnicas, instrumentos y materiales, asi como el campo de verificacion, y las

estrategias de recoleccion y manejo de resultados.

En el Capitulo I, se presenta los Resultados de la Investigacién que involucran
el Procesamiento y Andlisis Estadistico, es decir las tablas, gréaficas e

interpretaciones, asi como la Discusion, las Conclusiones y Recomendaciones.
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Finalmente se incluye la Bibliografia y la Hemerografia, y los Anexos

correspondientes.

Esperando que los resultados de la presente investigacion incrementen los
conocimientos del proceso investigativo de la Endodoncia, y contribuyan a

consolidar las lineas de investigacion en estas disciplinas.
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l.- PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Determinacién del problema.

Uno de los procedimientos mas rigurosos de la ciencia odontologica es la
endodoncia. Desde que esta disciplina fue incluida como una
especialidad de la odontologia, se ha tratado de encontrar los métodos
con mayor eficacia para la instrumentacion del sistema de conductos,
soluciones de irrigacion inocuas y altamente eficaces, medicaciones que
posean la mayor accion antibacteriana y biocompatibles con el complejo
dentino -pulpar — periodontal.

Durante la fase de la preparacion biomecanica se utilizan instrumentos y
soluciones irrigadoras con el fin de desinfectar el conducto radicular, sin
embargo este objetivo no puede ser siempre alcanzado pues se ha
comprobado que la presencia de biofilms bacterianos son muy resistentes
a las soluciones irrigadoras, incluso resistente a antibioticos de ultima

generacion.

La presente investigacion pretende comparar la efectividad
antimicrobiana del hipoclorito de sodio, clorhexidina y la asociacion de
clorhexidina — cetrimida, sobre el biofilm una de las especies bacterianas
mas resistente y predominante en casos de periodontitis apical
persistente, es decir retratamientos endodonticos, como es el

Enterococcus faecalis.
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1.2 Enunciado

EFECTO COMPARATIVO IN VITRO DE LA ASOCIACION DE
CETRIMIDA AL 0.5% + CLORHEXIDINA AL 2%, HIPOCLORITO DE
SODIO AL 5.25% Y CLORHEXIDINA AL 2 % SOBRE BIOFILM DE
“Enterococcus Faecalis” GENERADO EN MEMBRANA DE NITRATO DE
CELULOSA, LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE LA UCSM,
AREQUIPA 2015”

1.3 Descripcion del problema
a. Area del conocimiento
e Areageneral : Ciencias de la salud.
e Area especifica: Odontologia
e Especialidad : Endodoncia.
e Linea o Topico: Microbiologia endodoéntica

b. Anélisis u operacionalizacion de variables

VARIABLES INDICADORES |SUBINDICADORES

VE 1 Cetrimida al 0.5% +
Clorhexidina al 2%

VE 2 Hipoclorito de sodio al

5.25%
VE 3 Clorhexidina 2%
Eliminacion del biofilm Grado de 1 minuto
de Enterococcus absorbancia 5 minutos
VR faecalis 15 minutos
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C. Interrogantes basicas

e (Cual sera el efecto de asociacion de Cetrimida al 0.5% +

Clorhexidina al 2% sobre biofilm de Enterococcus faecalis?

e (Cudl sera el efecto de Hipoclorito de sodio al 5.25% sobre

biofilm de Enterococcus faecalis?

e (Cual sera el efecto de Clorhexidina 2% sobre biofilm de

Enterococcus faecalis?

e (Cual de las 3 soluciones tendra el mejor efecto para

eliminacién de biofilm de Enterococcus faecalis?

d. Taxonomia de la investigacion

TIPO DE ESTUDIO

ABORDAIJE Por la técnica Por el tipo Por el n2 de Por el n2 de Por el DISENO NIVEL
de recoleccion de dato mediciones muestras o ambito de
dela poblaciones recoleccion
variable
Cuantitativo Experimental Prospectivo Longitudinal Comparativa De campo Cuasi Explicativo
experimental

1.4 Justificacion
a) Originalidad

El presente trabajo pretende analizar aspectos que no han sido
evaluados en nuestro medio universitario, pues se han hecho muchos
estudios sobre este microorganismo, pero ninguno con las técnicas a
usar para obtener un biofilm.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

b) Relevancia cientifica

Se busca ampliar el conocimiento acerca de la Cetrimida, una solucion
irrigante  poco conocida en el medio, y emplear un método
cientificamente innovador, para tener un mayor criterio en el uso de

soluciones irrigadoras.
c) Actualidad

En los ultimos tiempos se ha tratado de describir la mayor cantidad
posible de soluciones ante la terapia endodontica, por lo cual se

presenta un tema que trasciende los temas de interés actual.
d) Viabilidad

Es viable pues se cuenta con los medios y materiales usados para el

analisis.
2. OBJETIVOS

2.1. Evaluar el efecto de la asociacion de Cetrimida al 0.5% + Clorhexidina al
2% sobre biofilm de Enterococcus faecalis a 1, 5y 15 minutos.

2.2. Evaluar el efecto de Hipoclorito de sodio al 5.25% sobre biofilm de

Enterococcus faecalis a 1, 5 y 15 minutos.

2.3. Evaluar el efecto de Clorhexidina 2% sobre biofilm de Enterococcus

faecalisa 1, 5y 15 minutos.

2.4. Comparar cual de las 3 soluciones tendra el mejor efecto para
eliminacion de biofilm de Enterococcus faecalis a 1, 5y 15 minutos.
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3. MARCO TEORICO.
3.1 Conceptos bésicos
3.1.1 Concepto de preparacion biomecanica de conductos radiculares

La preparacion biomecanica es una de las etapas de mayor importancia en el
procedimiento de endodoncia, esta fase se realiza por medio de instrumentos
manuales y/o mecénicos ayudados de soluciones irrigadoras con propiedades
quimicas especificas, que en conjunto hacen posible la limpieza, conformacion
y desinfeccion de los conductos radiculares y de esta manera se pueda proceder

con la obturacion de estos.!

El termino preparacion biomecanica, fue introducido en la Il Convencion
Internacional de Endodoncia realizada en la Universidad de Pennsylvania,
Filadelfia, USA en 1953, para designar a este acto operatorio pues debia cumplir

con principios y exigencias biologicas.

Anteriormente estos procedimientos fueron descritos por autores como
Grossman en 1943 y mas tarde reafirmados por Auerbach en 1953, Stewart en
1955, Vella 1955, Schilder en 1967.

Finalidades de la Preparacion Biomecanica en las Biopulpectomias
e Combatir la posible infeccion superficial de la pulpa.

e Remover la pulpa coronaria y radicular, restos pulpares y sangre infiltrada en
los tubulos dentinarios.

e Prevenir el oscurecimiento dental
¢ Rectificar, lo mas posible, las curvaturas del conducto radicular.

e Preparar el stop apical (escalon apical).

1 SOARES José, GOLDBERG Fernando, Endodoncia: técnica y fundamentos, pag. 77
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e Ensanchar y alisar las paredes del conducto dentinario, dandole

conformacion conica y preparandolo para recibir la obturacion.

e Remover las virutas de dentina y smear-layer producidos durante la

instrumentacion del conducto radicular.

e Preservar la vitalidad del mufién pulpar, ramificaciones laterales, secundarias

y accesorias.

e Disminuir la tension superficial de las paredes dentinarias.

Dejar el conducto dentinario listo para su obturacion. 2
Finalidades de la preparacion biomecéanica en las Necropulpectomias
¢ Neutralizar el contenido toxico de la cavidad pulpar.

e Remover por medio mecénico y quimico los microorganismos y sus

productos, reduciendo la microflora del conducto radicular.
e Remover restos necréticos, dentina infectada y emblandecida.

e Combatir la infeccion del sistema de conductos dando inicio a la medicacion

topica entre sesiones.
¢ Realizar el desbridamiento del foramen.
e Preparar el escalon apical.

e Ensanchar y alisar las paredes dentinarias del conducto radicular, dandole

forma conica.

e Remover por medio mecanico y quimico los microorganismos y sus

productos, reduciendo la microflora del conducto radicular.

2 LEONARDO Mario Roberto, Endodoncia: tratamiento de conductos radiculares — principios
técnicos y bioldgicos, Pag. 436

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ot DE SANTA MARIA

e Rectificar lo mas posible las curvaturas del conducto radicular. Remover
virutas de dentina y el “smear layer’, permitiendo mayor contacto de los

materiales obturadores con las paredes dentinarias del conducto radicular.
e Disminuir la tension superficial de las paredes dentinarias.
e Dejar el conducto dentinario listo para su obturacion. 3
3.1.1.1 Recursos utilizados para la preparacion biomecénica.
a. Medios mecanicos

Esta comprendida por los recursos Yy técnicas utilizadas para la

instrumentacién de los conductos, es decir limas, ensanchadores, fresas, etc.
1. Instrumentos convencionales
2. instrumentos rotatorios
b. Medios fisicos
1. Irrigacién, aspiracion e inundacion

Esta etapa es realizada con los medios quimicos a usarse, es decir con las

soluciones de irrigacion.

La Asociacion Americana de Endodoncistas define la irrigacion como el
lavado mediante una corriente de fluido. En Endodoncia la irrigacién
intraconducto facilita la remocion fisica de materiales del interior de los
conductos e introduccibn de quimicos con actividad antimicrobiana,
desmineralizante, disolutiva del tejido, blanqueante, desodorante y para el

control de la hemorragia. #

3 LEONARDO Mario Roberto, Endodoncia: tratamiento de conductos radiculares — principios
técnicos y biolégicos, Pag. 436 — 437.

4 RIVAS Mufioz Ricardo, Notas para el estudio de endodoncia, LIMPIEZA Y CONFORMACION
DEL CONDUCTO RADICULAR. http://www.iztacala.unam.mx
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En resumen este procedimiento busca la limpieza, desinfeccion y lubricacion

de los conductos radiculares.®
2. Momento de lairrigacion

e Antes de la instrumentacién, en el caso de conductos infectados, para
obtener accién neutralizante de los productos toxicos y en el caso de
dientes vitales para facilitar la penetracion aséptica de los
instrumentos mecanicos.

¢ Durante la instrumentacion, para dar accion lubricante y facilitar la
instrumentacion.

e Después de la instrumentacién, para remover los productos

resultantes de la instrumentacion. ©
3. Técnicas de irrigacion
e Técnica manual

Esta técnica consiste basicamente en introducir la aguja de eleccion
dentro del conducto radicular, llevando la solucién de irrigacion a las
proximidades del apice, sin penetrarlo, para ello se debe disponer de
agujas del diametro adecuado segun el conducto a irrigar y que sean
precurvadas para que puedan alcanzar el tercio apical o entre 3 —4 mm
del limite de la preparacion, entonces se debe imprimir ligeros
movimientos de vaivén, inyectando entre 2 a 3 ml de solucién, sin ejercer

presion.

Este procedimiento se realizara después del uso de cada instrumento y a
la vez que se hace la aspiracion. Ademas antes de usar el siguiente

instrumento se debe inundar el conducto para que este trabaje lubricado.’

5 SOARES José, GOLDBERG Fernando, Endodoncia: técnica y fundamentos, pag 127

6 LEONARDO Mario Roberto, Endodoncia: tratamiento de conductos radiculares — principios
técnicos y bioldgicos, Pag. 474.

7 SOARES José, GOLDBERG Fernando, Endodoncia: técnica y fundamentos, pag 129
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e Técnica ultrasonica

Los sistemas ultrasonicos tienen la particularidad de asociar un agente
fisico (las ondas acusticas) y un agente quimico (la solucioén irrigante).
Aportada abundantemente y de forma continua durante toda la
instrumentacion, la solucién irrigante se activa por las ondas acusticas y
desencadena efectos hidrodinamicos. Este principio se adapta a los
criterios de calidad de una buena irrigacion: cantidad, penetracion,

renovacion y agitacion.

La cavitacion consiste en que las ondas del ultrasonido mueven la
solucion contra la superficie del objeto que va a ser limpiado; las ondas
se mueven tanto que forman un vacio, las paredes opuestas de la micro
burbuja se polarizan y cuando se colapsan o chocan contra algun
artefacto hay una micro descarga eléctrica y se produce energia. En ese
momento existe una presién local de cientos de atmodsferas; esto,
tedricamente, saca todo el material necrético a la superficie. Bajo la
accion de la onda de choque radiante, se produce una erosién mecanica
de las paredes del conducto asi como una notable elevacion de la
temperatura. Debe también sefalarse la posibilidad de rotura de las
membranas celulares y la formacién de radicales libres. La agitacion
hidrodindmica de la solucién forma micro corrientes acusticas rapidas sin
formacion de cavidades. Estas turbulencias originan fuerzas

hidrodindmicas de cizallamiento que provocan:
- efectos mecanicos: dispersién, fragmentacion.

- efectos quimicos: modificacion de enlaces moleculares, inactivaciones

enzimaticas, ionizacion

- efectos bioldgicos: rotura de membranas celulares®

8 RIVAS Mufioz Ricardo, Notas para el estudio de endodoncia, LIMPIEZA Y CONFORMACION
DEL CONDUCTO RADICULAR. http://www.iztacala.unam.mx
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c. Medios quimicos

Las soluciones irrigantes constituyen los medios quimicos en la preparacion

biomecanica, es asi que su eleccion no debe ser aleatoria.
Propiedades que debe tener una solucion irrigadora ideal

1. M&ximo efecto antibacterial, destruyendo los microorganismos y
neutralizando sus productos antigénicos Bactericida o bacteriostético,

debe actuar contra hongos y esporas.

2. Maxima capacidad de disolucion del tejido pulpar vital y necrético, tanto
en el conducto principal como en todas las irregularidades del sistema de
conductos

3. Poseer pocos o nulos efectos toxicos sobre el tejido periapical, lo que sin
embargo contradice su capacidad de disolver matriz organica asi como su

accion antibacteriana

4. Ser lubricante, para facilitar el deslizamiento de los instrumentos y mejorar

su capacidad de corte
5. Ser biocompatible con los tejidos dentarios y periapicales
6. No pigmentar la estructura dentaria
7. Tener accion blanqueadora por la presencia de oxigeno

8. Poseer baja tensién superficial, para facilitar el flujo mecanico de la

solucién y la humectancia de las paredes dentinarias

9. Capacidad para eliminar la capa de barrillo dentinal de las paredes del
conducto

10.No debe ser costoso y deber ser de facil disponibilidad

11.0tros factores: aplicacion simple, tiempo de vida adecuado, facil
almacenaje, accion rapida y sostenida.
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No existe la solucién ideal, sin embargo hay algunas que reunen varias

caracteristicas.
1. Hipoclorito de sodio
Definiciéon

El hipoclorito de sodio ha sido definido por la Asociacion Americana de
Endodoncia como un liquido claro, palido, verde-amarillento,
extremadamente alcalino y con fuerte olor a cloro, que presenta una
accion disolvente sobre el tejido necrotico y restos organicos, ademas de

ser un potente agente antimicrobiano.
Estructura

Quimicamente, el hipoclorito de sodio (NaOCI), es una sal formada de la
unién de dos compuestos quimicos, el acido hipocloroso y el hidroxido de
sodio, que presenta como caracteristicas principales sus propiedades

oxidantes. La férmula quimica de este compuesto es la siguiente:
NaOH + HOCI = NaOCl
Propiedades

Al hipoclorito de sodio, se le han atribuido varias propiedades
beneficiosas durante la terapia endodéntica:

1. Desbridamiento, la irrigacion con NaOCI| expulsa los detritos

generados por la preparacioén biomecéanica de los conductos.

2. Lubricacion, humedece las paredes del conducto radicular
favoreciendo la accion de los instrumentos.

3. Destruccion de microorganismos, se ha demostrado que esta
solucion es un agente antimicrobiano muy eficaz, puede eliminar todos
los microorganismos de los conductos radiculares, incluyendo virus y

bacterias que se forman por esporas. El acido hipocloroso ejerce su

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

efecto por la oxidacion de los grupos sulfihidrilos de los sistemas
enzimaticos de las bacterias, produciendo desorganizaciéon de
importantes reacciones metabdlicas, resultando en la muerte de la
bacteria. Por otro lado, el pH alcalino (11,8) del NaOCI neutraliza la
acidez del medio y por lo tanto crea un ambiente inadecuado para el
desarrollo bacteriano; sin embargo, ciertos autores consideran que
esta propiedad afiade un componente toxico a la solucién haciendo el

NaOCI| mas caustico.

4. Disolucién de tejidos, es el disolvente mas eficaz del tejido pulpar. Una
pulpa puede ser disuelta en un tiempo de 20 minutos a 2 horas. La
eficacia de la disolucién del hipoclorito de sodio se ve influida por la
integridad estructural de los componentes del tejido conjuntivo de la
pulpa. Si la pulpa esta descompuesta, los restos de tejidos se
disuelven rapidamente, si esta vital y hay poca degradacion
estructural, el NaOCI necesita mas tiempo para disolver los restos.El
hipoclorito reacciona con residuos organicos en el conducto radicular
y de esta forma facilita la limpieza, sin embargo, esta reaccion inactiva
guimicamente al NaOCI y reduce su capacidad antibacteriana, por
esto una solucion fresca de NaOCI debe ser aplicada frecuentemente
dentro del conducto radicular para reactivar la reaccion quimica y la

remocioén de restos.

5. Baja tension superficial, gracias a esta propiedad penetra a todas las
concavidades del conducto radicular, al mismo tiempo que crea las
condiciones para la mayor eficacia del medicamento aplicado de

forma tépica. °

Una de sus mayores desventajas es que no elimina la capa de barro
dentinario producido durante la instrumentacion.

9 Edna Jaquez Bairan, Maytté Marcano Caldera, Una Vision Actualizada del Uso del Hipoclorito
de Sodio en Endodoncia. http://www.carlosboveda.com/
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Mecanismo de accion

Las acciones del hipoclorito de sodio operan mediante tres

mecanismos:

1. Saponificacion
Actua como un solvente organico que degrada los acidos
grasos hacia sales acidas grasosas (jabon) y glicerol (alcohol),
reduce la tension superficial de la solucién remanente.

2. Neutralizacion
Neutraliza amino&cidos formando agua y sal.

3. Cloraminacién
La reaccion entre el cloro y el grupo amino forma cloraminas
que interfieren en el metabolismo celular. El cloro posee una
accion antimicrobiana inhibiendo enzimas esenciales de las

bacterias por medio de oxidacion. 1©

Se ha utilizado a concentraciones variables, desde 0.5 a 6%. El aumento
de concentracion aumenta sus propiedades solventes y antibacterianas,

pero también incrementa el efecto toxico si alcanza la region periapical.
11

2. Clorhexidina
Definicién

La clorhexidina fue desarrollada en la década de los 40 por Imperial
Chemical Industries en Inglaterra por cientificos que realizaban un estudio
sobre la malaria. En ese momento los investigadores fueron capaces de
desarrollar un grupo de compuestos denominados polibiguanidas, que
demostraron tener un amplio espectro antibacteriano y salié al mercado
en 1954 como antiséptico para heridas de la piel. Posteriormente

10 ESTRELA, Carlos, Ciencia endodontica, pag. 418.
11 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico. Pag. 17.
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comenzé a usarse en medicina y cirugia tanto para el paciente como para
el cirujano. En odontologia se utilizé inicialmente para desinfeccion de la

boca y endodoncia.
Estructura

La clorhexidina es una molécula bicatidénica simétrica consistente en dos
anillos: cuatro clorofenil y dos grupos bisguanida conectados por una

cadena central de decametileno (clorofenil bisguanida) 1, 2, 3.

Es esta naturaleza dicationica la que la hace extremadamente interactiva
con los aniones, lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos

secundarios locales y dificultad para formularla en productos. *?
Propiedades

o efecto bacteriostatico: Se une fuertemente a la membrana celular
bacteriana, lo que a bajas concentraciones produce un aumento de la
permeabilidad con filtracion de los componentes intracelulares incluido

el potasio.

e Efecto bactericida: en concentraciones mas altas produce la

precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular.

e La clorhexidina es eficaz contra microorganismos grampositivos,

gramnegativos, levaduras, aerobios o anaerobios y facultativos!3

e La clorhexidina absorbida se libera gradualmente, esto pueda ocurrir
durante las 12 a 24 hs. Después de su absorcion con lo que se evita

la colonizacion bacteriana en ese tiempo (sustantividad).

e Es menos toxica para el tejido periapical que otras soluciones

empleadas como el hipoclorito de sodio.

12 Mileydi de la C. Torres Lopez, Marcial Diaz Alvarez, Alina Acosta Morales, La clorhexidina,
bases estructurales y aplicaciones en; la estomatologia.

13 RIVAS Mufioz Ricardo, Notas para el estudio de endodoncia, LIMPIEZA Y CONFORMACION
DEL CONDUCTO RADICULAR. http://www.iztacala.unam.mx
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e no disuelve tejido necrotico remanente.
Mecanismo de accion

1. la absorcion de clorhexidina dentro de la pared celular de los
microorganismos produciendo filtracion de los componentes
intercelulares.

2. dafa las barreras de permeabilidad en la pared celular, originando
trastornos metabodlicos de las bacterias.

3. otra de sus propiedades consiste en la precipitacion proteica en el
citoplasma bacteriano, inactivando sus procesos reproductivos y

vitales. 14

Se ha probado a diferentes concentraciones, siendo las mas usadas
0.12%, 0.2% y 2 %.%°

3. Cetrimida
Definiciéon

La Cetrimida es un surfactante cationico derivado de amonio cuaternario
con accion antiséptica y bactericida que actia de forma mas marcada
sobre bacterias Gram+ que sobre Gram-, y también sobre algunos

hongos y virus, aunque no frente a esporas.
Estructura

Polvo blanco o casi blanco, voluminoso y fluente. Facilmente soluble en
agua y en etanol al 96%, esta formada principalmente por bromuro de

cetil — trimetilamonio.

1 www.encolombia.com/odontologia/odontonet/monografiaclorhexidina.htm
15 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico. Pag. 18.
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Propiedades

¢ Reduce la tension superficial de los liquidos, facilitando el acceso de

estos, en lugares como los tubulos dentinarios.

e Estos agentes son adsorbidos sobre la superficie celular generando
destruccion de las celulas al aumentar la permeabilidad de la
membrana celular lipoidea. Por tanto, la muerte de los
microorganismos es debida a la perdida de sustancias esenciales para

la vida celular.

e Las superficies desinfectadas con amonios cuaternarios presentan un
pelicula bacteriostatica debida a la absorcion del desinfectante en la
superficie. Esta pelicula evita el crecimiento subsiguiente de las

bacterias residuales.

e Son poco afectados por la presencia de restos organicos, no son
corrosivos, si bien atacan a ciertos tipos de gomas y no son irritantes
de la piel, salvo a grandes concentraciones, por ello se pueden

manipular con bastante seguridad.

e Comportarse como agente humectante, se disuelve en el agua,
haciendo disminuir el &ngulo de contacto entre el liquido y la superficie
en que se apoya; ayudando a desplazar la fase aérea de la superficie,
reemplazandola por otra liquida (otro irrigante en este caso);

potenciando el efecto del irrigante principal.
e Es poco irritante. 16
Mecanismo de accion
Tienen accion bactericida a tres niveles:

e alteracidon de la membrana celular.

16 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico, pag. 30 — 31.
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e desnaturalizacion de proteinas

e inactivacion enzimatica.

Estos mecanismos de accién parecen ser debidos a su estructura anfipatica; gracias a las
cadenas carbonadas (hidréfobas) penetra en las membranas, mientras que a través del
nitrégeno catidnico (hidréfilo) interacciona con los fosfatos de los fosfolipidos. Por esta
alteracion se produce una salida del material citoplasmatico hacia el exterior y la
alteracion celular. Son activos a cualquier pH, pero su pH éptimo de actuacion es el

alcalino. v’

3.1.2. Concepto de Biofilm

Un biofilm es una comunidad de microorganismos sésiles que se caracteriza por
células que estan irreversiblemente unidos a un sustrato o de la interfaz o entre
si, estan incrustados en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que
han producido ellos mismos, y exhiben un fenotipo alterado con respecto a la
tasa de crecimiento y la transcripcion de genes, que los microorganismos en

estado plancténico no presentan. 8
3.1.2.1. Mecanismos de formacion de biofilm

Una de las primeras caracteristicas que podria sorprender, es que las bacterias
forman biofilms preferentemente en ambientes muy hostiles, donde Bacterias
planctonicas pueden adherirse a las superficies e iniciar la formacion de
biopeliculas en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes, con alta

competitividad bacteriana e incluso con falta de oxigeno *°

Durante décadas, el estudio de la actividad antimicrobiana de las soluciones
irrigantes frente a microorganismos implicados en infecciones endodonticas se

ha llevado a cabo en cultivos planctonicos o en suspension. Este cultivo

17 Portenier |, Waltimo T, Haapasalo M. Killing of Enterococcus faecalis by MTAD and
Chlorhexidine digluconate with or without cetrimide in the presence or abscence of dentine
powder or BSA. J Endod 2006; 32:138-41.

18 Jason M. Duggan, DDS, and Christine M. Sedgley, PhD, Biofilm Formation of Oral and
Endodontic Enterococcus faecalis

19 Rodney M. Donlan1,J. William Costerton, Biofilms: Survival Mechanisms of Clinically
Relevant Microorganisms.
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tradicional se basa en la inoculacién de una bacteria en un caldo, en el que las
bacterias disponen de oxigeno y alimento de manera uniforme. En estas
condiciones Optimas de crecimiento, las bacterias se encuentran nadando
libremente en el medio liquido. Sin embargo, estas condiciones no reflejan las
circunstancias reales en que las bacterias crecen, ya que se organizan formando

biofilms en las paredes de los conductos radiculares.

Posiblemente, la primera identificacion de biofilms en conductos radiculares
infectados se deba a Nair quien examino el contenido de los conductos de 31
dientes, que tenian caries coronales y procesos inflamatorios periapicales,
mediante microscopia electrénica de transmision. En ellos observo poca
homogeneidad junto a la presencia de agregados densos de microorganismos
pegados a las paredes del conducto, formando delgadas capas. Los espacios
entre microorganismos estaban rellenos de un material amorfo que fue
interpretado como una matriz extracelular de origen bacteriano. Cuando esto
ocurria, las condensaciones bacterianas mostraban una estructura en

empalizada similar a la placa dental.

En el biofilm, la comunicacion célula a célula es esencial en el desarrollo y
mantenimiento de la misma. La adherencia de una bacteria a la superficie es una
sefal para la expresion de genes especificos del biofilm. Estos genes codifican
proteinas que sintetizan moléculas que actian como sefiales para la union célula
a ceélula, y el inicio de formacion de polisacaridos. A medida que se van
acumulando, estas moléculas actian como agentes quimiotacticos e inductores
de un mecanismo denominado “percepcion del quorum” (quorum sesing) dando

lugar al biofilm.

Después del contacto inicial con la superficie, los microorganismos comienzan a
producir delgadas fibras que con el tiempo se vuelven mas densas hasta que se
convierten en una capa de polisacaridos extracelulares. Este puede atraer
nutrientes del medio ambiente, que permiten a la bacteria multiplicarse, el
proceso de union consiste en la adsorcion, consolidacion y colonizacién, otro
factor que se debe tener en cuenta son las caracteristicas de la superficie que

también influyen en la adherencia.
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Esta biocapa bacteriana puede adquirir la capacidad de sobrevivir a los procesos
de desinfeccidn ya que como consecuencia de la adherencia el microorganismo
se vuelve mas resistente. Las bacterias se van volviendo mas autéctonas del

ambiente.

Estos microorganismos pueden coexistir formando conglomerados que les ha

permitido aumentar su resistencia frente a los desinfectantes tradicionales.
Las funciones que ejercen los Polimeros Extracelulares (EPS) son:

e Permitir, establecer y mantener asociaciones entre microorganismos y entre
estos y su medio ambiente.

e Constituyen una fuente de reserva de energia y carbono.

e Protegen a las exo-enzimas secretadas por la bacteria que no estan en
contacto directo con la membrana celular, y cuya funcion es la de hidrolizar
moléculas orgéanicas de alto peso molecular.

e Actian como protector ya que los exopolisacaridos confieren a la célula
bacteriana una proteccion frente a la desecacion, dada la capacidad de estos
polimeros de retener agua.

e Se comportan como una esponja donde quedan atrapadas y concentradas
moléculas organicas e iones del medio acuoso. Este proceso favorece la
concentracion de nutrientes bacterianos en el interior del biofilm.

e Confieren a la célula proteccion frente a agentes antimicrobianos.?
3.1.2.2. Resistencia a agentes antimicrobianos

La naturaleza de la estructura de la biopelicula y los atributos fisiolégicos de
organismos biofilm confiere una resistencia inherente a los agentes
antimicrobianos, si estos agentes antimicrobianos son antibidticos,

desinfectantes, germicidas?!

20 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico, pag 12 — 13.

21 Rodney M. Donlan1,J. William Costerton, Biofilms: Survival Mechanisms of Clinically
Relevant Microorganisms.
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Esto debido a:

e El biofilm es una barrera fisica que impide la difusion de agentes toxicos. El
mecanismo de resistencia es que la matriz crea un impedimento para que el

agente antimicrobiano difunda hasta las bacterias.

e El nimero de bacterias concentradas en un biofilm es muy superior y ofrece
la posibilidad de liberar enzimas en concentraciones mayores a las que
podrian ser liberadas en medio libre; estas enzimas serian las responsables

de modificar los agentes microbianos y transformarlos a formas no toxicas.

e Desde el punto de vista quimico, el biofilm posee grupos quimicos que por si

solos neutralizan el agente antimicrobiano.

e El bajo nivel metabdlico en un biofilm aumenta la resistencia contra agentes
biocidas debido a que la principal funcién no es multiplicarse, sino asegurar
la persistencia del biofilm, lo que supone aunar esfuerzos para contrarrestar

aguello que le es toxico.

e Los microorganismos que coexisten con un mismo habitat ponen en marcha
la maquinaria genética capaz de neutralizar el agente microbiano, de forma
gue incluso se puede llegar a decir que se produce un cambio en el fenotipo

del biofilm.2

22 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico, pag 14.
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3.1.3. Enterococcus Faecalis
3.1.3.1. Definicién

Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmovil y no esporulado. El
tamafo de cada célula oscila entre 0,5y 0,8 micrometros y es habitante normal

del tracto gastrointestinal humano.?3

E. faecalis es la especie mas representativa y significativa del genero
Enterococcus; constituye un patdgeno oportunista implicado en la persistencia
de la infeccion, influyendo en pronostico del tratamiento de conductos. Se aisla
frecuentemente en infecciones endodonticas refractarias gracias a la gran
variedad de factores de virulencia: enzimas liticas, citolisinas, sustancias de
agregacion, feromonas y acidos lipoteicoicos. Pueden adherirse a las células del
hospedador y expresar proteinas que compiten con otras células alterando la

respuesta del mismo.
3.1.3.2. Caracteristicas

e Presenta gran variedad de polimorfismos genéticos

e Produce gelatinasa y proteinas de union al colageno (Ace) que ayuda a unirse
a dentina.

e Tamafio suficientemente pequefio como para invadir asi como vivir en los
tubulos dentinarios.

e Puede subsistir largas temporadas de escasez de nutrientes y utilizar el suero
como fuente de alimento. Ademas, el suero procedente del hueso alveolar y
del ligamento periodontal le sirve de ayuda para unirse al colageno tipo |

e Resiste a la medicacion intraconducto con hidroxido de calcio durante mas

de 10 dias en el interior de los tibulos dentinarios

23 German Pardi, Carolina Guilarte, Elba Inés Cardozo, Elsi Natali Bricefio, DETECCION
DE Enterococcus faecalis EN DIENTES CON FRACASO EN EL TRATAMIENTO
ENDODONTICO
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e Por ultimo, crece formando biofilms siendo hasta 1000 veces mas resistente
a la fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos que cuando crece en forma

planctonica.?
3.1.3.3. Factores de virulencia

Enterococcus faecalis presenta diferentes elementos de virulencia que, en su
conjunto, expresan la capacidad patogénica de esta bacteria. Entre los mas
recurrentes factores citados en infecciones humanas se encuentran la proteina
de superficie extracelular (Esp), la cual promueve la adhesion, colonizacion y
evasion del sistema inmune, también participa en la generacion de biopelicula 'y
aparentemente cumple un rol en la resistencia antimicrobiana; citolisina (Cyl),
también denominada hemolisina, que posee propiedades B-hemoliticas en
humanos y es bactericida contra bacterias grampositivas; gelatinasa (Gel) que
provee de nutrientes a la bacteria degradando el tejido del hospedero y ademas
presenta algun tipo de funcion en la formacion de biopelicula; hialuronidasa que
actua despolimerizando la molécula de mucopolisacéarido del tejido conectivo lo
que facilita la diseminacion de la bacteria; determinantes de feromonas (Eep)
son capaces de modular de modo importante la respuesta inflamatoria in vivo;
antigeno A (EfaA) que se asocia a la adherencia de la bacteria tanto a células
bioticas y superficies abioticas, ademas de participar en ciertas etapas de la
formacion de biopelicula; proteina de union a colageno (Ace) que exhibe una
fuerte similitud con la proteina del mismo nombre producida por Staphylococcus

aureus, la cual posee la capacidad de unirse al colageno de la dentina.?®
3.1.3.4. Prevalencia en infecciones del conducto radicular

E. faecalis es un microorganismo que forma parte de la microbiota del hombre y

se encuentra comunmente en la cavidad oral. La prevalencia es mayor en

24 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico, pag 10

25 Carlos Padilla E., Maria Nufiez A., Andrés Padilla G. y Olga Lobos G. Genes de virulencia y
bacteriocinas en cepas deEnterococcus faecalis aisladas desde diferentes muestras clinicas en
la Regidn del Maule, Chile
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pacientes que estan recibiendo un tratamiento o re-tratamiento endodontico, en
comparacion con aquellos que no estan siendo tratados.

Se aisla tanto en infecciones endoddnticas primarias como en secundarias o
persistentes. En las infecciones primarias se encuentra entre un 4 - 40 % y su
presencia se asocia a periodontitis apicales crénicas asintomaticas que a
periodontitis apicales agudas y absceso periapicales: La presencia de E. faecalis
en infecciones endoddnticas secundarias es 9 veces mayor que en las primarias

y la prevalencia oscila entre 24-77 %

La mayor prevalencia en dientes con fracaso endodontico pone de manifiesto su
habilidad para sobrevivir en condiciones ambientales duras como las existentes
en dichas situaciones. Ademas ha sido encontrado con frecuencia como el tnico

microorganismo presente en conductos obturados con lesiones periapicales.
3.1.4. Biofilm de Enterococcus faecalis.

La capacidad de E. faecalis para crecer formando biofilms en las paredes del
conducto radicular ha sido demostrada in vitro, lo que le confiere mayor
resistencia a la terapia endodoéntica. De este modo tiene la habilidad de sobrevivir
a los procedimientos de desinfeccion quimico — mecanica, resistir a las
medicaciones intraconducto y/o adaptarse al ambiente en el cual la
disponibilidad de nutrientes es escasa o0 limitada, pudiendo permanecer
remanente en un conducto adecuadamente obturado. No obstante, bajo estas
condiciones, los microorganismos residuales que habitan los tabulos dentinarios
son frecuentemente confinados a un espacio reducido por los materiales de
obturacion y estan expuestos a condiciones de crecimiento adverso.

Sin embargo, si el conducto radicular esta pobremente obturado, o el cemento
sellador se disuelve, se formaran intersticios y llegaran nutrientes necesarios
para el crecimiento microbiano, favoreciendo la formacién de Biopelicula. En
dientes sobre-obturados, el sellador alrededor del foramen apical podria no

solidificar y disolverse por el contacto del fluido periapical.
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Los microorganismos remanentes, entre ellos el E. faecalis pueden colonizar el
espacio dejado por el sellador y formar biofilms extra-radiculares a través de la
extrusion de la gutapercha. La filtracion bacteriana no solo ocurre por via apical,
sino también por via coronal como sucede cuando existen defectos en el sellado

marginal de las restauraciones, infeccion periodontal, asi como traumatismos.2®

26 Arias Moliz Teresa, Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico, pag. 15.
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3.2. Revisién de antecedentes investigativos
3.2.1. Internacionales

a. Titulo: Erradicacion de biofilm de Enterococcus faecalis por

cetrimida y clorhexidina.

Autores: Maria Teresa Arias-Moliz, Dds, Phd, Carmen Maria
Ferrer-Luque, Dds, Md, Phd, Maria Paloma Gonzalez-
Rodriguez, Dds, Phd Mariano Jose” Valderrama, Phd, And Pilar
Baca, Dds, Md, Phd

Introduccion: Enterococcus faecalis es la bacteria mas
comunmente aislada de conductos radiculares de los dientes
con periodontitis periapical persistentes. Su capacidad para
crecer como un biofilm impide la eliminacién de E. faecalis
mediante el uso de soluciones de irrigacion. El propésito de este
estudio fue evaluar la eficacia de cetrimida y clorhexidina
(CHX), solos o en asociacion, en combinada y forma alterna, en

la erradicacion de biopeliculas de E. faecalis.

Métodos: Las biopeliculas que crecen en la MBEC-dispositivo
de alto rendimiento por 24 horas se expusieron a soluciones de
irrigacion durante 30 segundos y 1 y 2 minutos. Erradicacion
era definida como 100% de destruccion de las bacterias del
biofilm. La t de Student se utilizo la prueba para comparar la
eficacia de las asociaciones de los 2 irrigantes.

Resultados: Cetrimida erradico las biopeliculas de E. faecalis
en concentraciones de 0,5%, 0,0312%, y 0,0078% a los 30
segundos y 1 y 2 minutos de contacto, respectivamente. CHX
no erradico las biopeliculas en ninguna de las concentraciones
(concentracion inicial de 4%) o tiempos ensayados. La
asociacion de 0,1% y 0,05% de cetrimida con cualquier
concentracion de CHX, ya sea en combinada o aplicacion
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alterna, erradico efectivamente el biofilm de E. faecalis en todos
los tiempos de contacto probados. También se logro
erradicacion con 0,02% y 0,01% cetrimida los 2 minutos. El
analisis estadistico reveld significativamente mejores
resultados con la alternancia en lugar de uso combinado de
cetrimida y CHX (P <0,05).

Conclusiones: ElI uso asociado de cetrimida y CHX
proporcionado mejores resultados que sus aplicaciones como
agentes Unicos contra E. faecalis biopeliculas, y la aplicacion
alterna fue significativamente mas eficaz que el combinado

modo de aplicacion.

b. Titulo: Actividad residual de cetrimida y clorhexidina en canales

de raices infectadas con Enterococcus faecalis.

Autores: Carmen Maria Ferrer-Luque, Maria Teresa Arias-
Moliz, Matilde Ruiz-Linares, Maria Elena Martinez Garcia And

Pilar Baca

Régimen de irrigacion final efectivo es un paso importante con
el fin de lograr una mejor desinfeccion y garantizar efectos
antimicrobianos residuales después de la preparacion del
conducto radicular. El objetivo de este estudio fue comparar la
actividad antimicrobiana residual de 0,2% de cetrimida y 0,2%
y Clorhexidina al 2% en canales de la raiz infectados con
Enterococcus faecalis. Las biopeliculas de E. faecalis fueron
cultivadas en las raices unirradiculares para 4 semanas.
Después de la preparacién del conducto radicular, conductos
radiculares fueron regadas con acido etilendiaminotetraacético
17% (EDTA) para eliminar el frotis capa. Las raices fueron
divididos aleatoriamente en tres grupos experimentales (N526)
de acuerdo con la solucion de irrigacion final: Grupo |, 5 ml 0,2%

de cetrimida; Grupo Il, 5 ml de 0,2% de clorhexidina; y Grupo
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[ll, 5 ml clorhexidina al 2%. Las muestras fueron recolectadas
durante 50 dias a denotar la presencia de -crecimiento
bacteriano. La proporcion de muestras un grown mas de 50

dias se evalué mediante el no paramétrico

El andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Las diferencias
entre grupos se analizaron mediante la prueba de log-rank y el
nivel de significacion estadistica se fijo en P, 0,05. El valor mas
alto de supervivencia fue encontrado con clorhexidina al 2%,
mostrando diferencias estadisticamente significativas de los
otros dos grupos. En 50 dias, se detectd el crecimiento de E.
faecalis en 69,23% de los sujetos de los grupos | y II, y, en

34,61% de los especimenes
Grupo .

No hubo diferencias significativas entre 0,2% cetrimida y 0,2%
de clorhexidina. Irrigacion final con 2% clorhexidina mostré
mayor actividad residual que 0,2% de clorhexidina y 0,2% de

cetrimida en canales de la raiz infectados con E. faecalis.

c. Titulo: Actividad residual y antimicrobiana de protocolos de
irrigacion final en biofilm de Enterococcus faecalis en dentina.

Autores: Pilar Baca, Dds, Md, Phd,Pilar Junco, Dds, Md,
Phd,Maria Teresa Arias-Moliz, Dds, Phd,TMaria
Palomagonz_Alez-Rodriguez,Dds, Phd, And Carmen Maria
Ferrer-Luque,Dds,Md, Phd

Introduccion: El uso de soluciones de irrigacion del conducto
radicular ejerciendo la actividad antimicrobiana y residual
prolongada es deseable con el fin de controlar la infeccion
dentina y retrasar la reinfeccion del conducto radicular. El
objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana
residual y la capacidad para erradicar Enterococcus faecalis
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biofiim de diferentes soluciones de irrigacion, solo y en

combinacion, en una prueba de dentina volumétrica.

Métodos: Soluciones de 2,5% de hipoclorito de sodio (NaOCI),
2% clorhexidina (CHX), 0,2% cetrimida (CTR), el 17%
ethylendiaminetetraacetic (EDTA), 7% de &cido maleico (MA),
y los regimenes de 2.5% NaOCI seguido por 17% de EDTA o
7% MA 'y 0,2% CTR 0 2% CHX se utilizaron para determinar su
actividad residual mediante la exposicion de la dentina tratada
cuadras de E. faecalis durante 24 horas. La actividad
antimicrobiana se ensayé en 3-semana formacion de
biopeliculas sobre dentina bloques. Resultados de la actividad
antimicrobiana residual y la actividad se expresaron,
respectivamente, como la inhibicién porcentaje de la formacion
de biopeliculas y el porcentaje de muertes de biofilm.
Resultados: Un CHX 2% vy solucion de 0,2% CTR mostré una
inhibicion de biopeliculas 100%; 2,5% NaOCI mostré la
actividad residual mas bajo (18,10%). El porcentaje de
eliminacion de 2,5% y 0,2% de NaOCl CTR fue del 100%
seguido de un 7% de MA y 2% CHX, mientras que el 17% de
EDTA fue el menos eficaz (44%). Soluciones de 7% o MA 17%
de EDTA seguido por el 0,2% de CTR 0 2% CHX mostré 100%

de actividad residual y antimicrobiana.

Conclusiones: Una solucion de 0,2% CTR solo y las
combinaciones en que el 2% o CHX 0,2% CTR fue la solucién
de irrigacion final, que alcanzé el maximo efecto residual y

actividad antimicrobiana.
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d. Titulo: Evaluacion comparativa de eficacia la antimicrobiana de
hipoclorito de sodio, MTAD vy tetraclean contra biofiim de

Enterococcus faecalis.

Autores: Luciano Giardino, Md, Dds, Emanule Ambu, Md,
Dds,t Enrico Savoldi, Md, Dds,Roberto Rimondini, Phd, Ms,}
Clara Cassanelli, Md,8 And Eugenio A. Debbia, Md§

El objetivo de este estudio fue comparar la eficacia
antimicrobiano de 5.25% NaOCI, Biopure MTAD (Dentsply
Tulsa Dental, Johnson City, TN), y Tetraclean (Ogna Laboratori
Farmaceutici, Milano, Italia) contra biofilm Enterococcus
faecalis generada en filtros de membrana nitrato de celulosa.
Después de la incubacion, los filtros de membrana se
transfirieron en tubos que contenian 5 ml de la agente de
prueba de la solucion antimicrobiana seleccionado o NaCl 0,9%
(control positivo) y se incubaron durante 5, 30, y 60 minutos a
20 ° C. Después de cada periodo de tiempo, la prueba agentes
se agitaron en vértex durante 60 segundos para resuspender
los microorganismos. Se generaron diez diluciones seriadas en
fluido d transporte reducido. Cada dilucion se inoculo en placas
con infusion corazon cerebro. Las placas a continuacion, se
incubaron durante 48 horas en una atmoésfera aerobicaa 37 ° C
y las unidades formadoras de colonias por membranas se

calcularon. El analisis estadistico mostré que solo

5.25% NaOCI puede disgregar y eliminar el biofilm en cada vez;
Sin embargo, el tratamiento con Tetraclean causada un alto
grado de disgregacion biofilm en cada considerado intervalos
de tiempo en comparacion con MTAD.
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3.2.2. Nacional

a. Titulo: Efectividad de la asociacion cetrimida-clorhexidina 15%
/ 0.15% frente a clorhexidina 2% en la erradicacion de biofilms

de Enterococcus faecalis,
Autor: DJASMIN PORTURAS ARAUJO

El propdsito de este estudio fue determinar la efectividad de la
asociacion de Cetrimida -Clorhexidina (15% / 0.15%) frente a
Clorhexidina 2%; en la erradicacion de biofilms de Enterococcus

faecalis in vitro.

La metodologia usada para este fin fue la creacion de biofilms,
en laminas portaobjeto de 48 horas de incubacion a 37 °C en
condiciones aerobias a partir de la cepa Enterococcus faecalis
ATCC 29212 en caldo BHI, las cuales fueron sometidas a los
irrigantes testados durante los periodos de tiempo de 1, 3y 5
minutos, respectivamente. Se llevaron a cabo dos grupos de
experimentos independientes, mas un control negativo (suero
fisioldgico); en tres repeticiones para cada irrigante y tiempo
evaluado. Los irrigantes evaluados fueron: Cetrimida-
Clorhexidina (15%/0.15%) “SAFEBLON?”, Clorhexidina (2%), y
Suero Fisiologico. Luego del contacto con los irrigantes, los
biofilms fueron sembrados en Agar Tripticasa Soya (TSA) e
incubados durante 24 horas a 37 °C para la cuantificacion final
de UFC/mL y asi determinar el porcentaje de inhibicion

bacteriana y consecuentemente la efectividad de los irrigantes.

El resultado obtenido muestra que, el porcentaje de inhibicion
bacteriana de Biofilms de Enterococcus faecalis con Cetrimida-
Clorhexidina (15%/0.15%) fue 99,99%; con Clorhexidina (2%),
fue 100% y con Suero Fisioldgico (control negativo) fluctuo entre
24% y 31%; durante los tiempos evaluados de 1,3 y 5 minutos.
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Por lo tanto, se concluye que no existe diferencia significativa
en la Erradicacion de biofiims de Enterococcus faecalis;
mediante la aplicacion de la asociacion Cetrimida-Clorhexidina
(15%/1.5%) y Clorhexidina 2% a cualquiera de los tres tiempos
experimentados; permitiéndose utilizar indistintamente menor
concentracion de Clorhexidina de 2% al 0.15%, mediante el uso

coadyuvante de Cetrimida 15%.

4. HIPOTESIS

Dado que: se ha demostrado que una de las razones del fracaso del
tratamiento endoddntico, es la presencia de biofilms bacterianos y que las
soluciones irrigantes usadas en la preparacion biomecanica deben tener no
solo actividad antimicrobiana sino también capacidad de eliminacion de

biofilm.

Es probable que: las solucion de CETRIMIDA 0.5% + CLORHEXIDINA 2%,
tenga mejor efecto para eliminacion de biofilm de Enterococcus faecalis en
comparaciéon con las soluciones de HIPOCLORITO DE SODIO 5.25% Y
CLORHEXIDINA 2%.
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Il.- PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICA, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1 Técnica
a. Precision de latécnica

Se utilizé la técnica de observacién laboratorial para determinar el

crecimiento de Enterococcus faecalis

b. Esquematizacién

VARIABLES | INDICADORES TECNICA INSTRUMENTO

Crecimiento Grado de Observacion |[Ficha de
de absorbancia |laboratorial observacion de
Enterococcus laboratorio
faecalis

c. Procedimiento
c.l. Activacion de la cepa Enterococcus faecalis

Se obtuvo una cepa certificada de Enterococcus faecalis ATCC
29212, del laboratorio Genlab Peru. Todos los procedimientos se
realizaron en camara de flujo laminar, con el fin de obtener
condiciones totalmente asépticas. La activacion se realizé en caldo
BHI, que fue preparado de acuerdo a las consideraciones del
fabricante y se sometié a esterilizacion mediante autoclave a 121

°C durante 1 hora.
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Se obtuvo 3 tubos con la cepa original, que se llevd a camara de
anaerobiosis con 7 % de CO2 durante 24 horas.

c.2. Repique de la cepa Enterococcus faecalis

Al cabo de este tiempo se observé marcada turbidez, confirmando
el correcto crecimiento bacteriano, se procedié a sembrar en estria
simple, en placas Petri estériles conteniendo 20 ml de agar KF que

fue preparado de acuerdo a las consideraciones del fabricante.
c.3. Preparacion de escala de Mc Farland y solucion

Se preparé la solucién equivalente al estandar 0.5 de Mc Farland,
con acido sulfurico y cloruro de bario.

Se prepararon tubos con caldo BHI, en el cual se agreg6 la muestra
repicada en agar KF hasta obtener la turbidez equivalente a 0.5 en
escala de Mc Farland (1 x 10® UFC/ml), medida en
espectrofotometro.

c.4. Obtencién de biofilm

Una alicuota de 20pL de la solucion ajustada a escala de Mc
Farland se sembrd sobre los filtros de membrana de nitrato de
celulosa de 13mm de diametro y 0.22mm de diametro de poro, que
se colocaron sobre las superficies de las placas agar KF, nueve
membranas por placa, estas fueron rotuladas aleatoriamente para

ser sometidas a las soluciones de irrigacion.

Las placas que contenian las membranas se incubaron a
continuacion durante 24 horas a 37°C en una atmosfera anaerobia
y 7% CO:z.

Se observé la presencia de biofilm al cabo de 24h., adherido en la

superficie de los filtros de membrana.
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c.5. Determinacién de la disolucién de biofilm

Se prepararon frascos de vidrio conteniendo 5 ml de cada una las
soluciones irrigantes, las cuales fueron debidamente rotuladas con

nombre y tiempo al que iban a ser sometidas los biofilms.

Los filtros de membrana se retiraron asépticamente con pinzas de
la placa de agar y transferido cuidadosamente para evitar cualquier
interrupcion del biofilm en los frascos que contiene 5ml de agente
de ensayo antimicrobiano seleccionado NaCl 0.9% (control
positivo), Hipoclorito de sodio 5.25%, Clorhexidina 2%, Clorhexidina
2% + cetrimida 0.5% y se incubaron por 1, 5 y 15 minutos a

temperatura ambiente.

Después de cada periodo de tiempo, los filtros de membrana se
transfirieron asépticamente en tubos que contenian 5ml de caldo
neutralizante durante 5 minutos para detener la accion
antimicrobiana de los agentes de ensayo antimicrobiano y se

sometieron a vortex durante 60 segundos.

Se sumergid cada filtro de membrana en tubos de ensayo
conteniendo 5 ml de caldo BHI y se llevo a incubar por 24h.

Transcurridas 24h, se realiz6 la lectura de absorbancia de cada tubo

en el espectrofotometro, el cual fue comparado con caldo BHI puro.
1.2. Instrumentos
1.2.1. Instrumentos documentales
Ficha de registro laboratorial.
1.2.2. Instrumentos mecanicos

e Autoclave

e Incubadora de anaerobiosis
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e Espectrofotbmetro.

e vortex

e Balanza eléctrica de precision
e Reloj cronometro con alarma
e Camara de flujo laminar

e Refrigeradora

e Cocina eléctrica

e Camara fotografica
1.3. Materiales

e Tubos de ensayo estéril

e Probeta graduada

e Pipetas graduadas

e Pinzas rectas estériles

e Placas Petri estériles

e Matraz de Erlenmeyer

e Mechero

e Encendedor

e Asa de siembra

e Pala de Siembra

e Porta asa de siembra

e Gradillas

e Micropipetas graduadas

e Estandar 0.5 de Mc Farland.
e Filtros de membrana de nitrato de celulosa.
e Hipoclorito de sodio 5.25%

e Clorhexidina 2%

e Cetrimida 0.5%

e Infusion cerebro corazon BHI
e Agar KF

e Cloruro de sodio 0.9%
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e Agua destilada

e Caldo neutralizante D/E

e Guantes
e Barbijo
e Hisopos

2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1 Ubicacion Espacial

La investigacion se realizé en la ciudad de Arequipa, en el laboratorio de

microbiologia de la UCSM.
2.2 Ubicacion temporal

La investigacion corresponde al afio 2015 asi mismo una vision temporal
prospectiva, explicable pues recoge informacion medida que van

ocurriendo los hechos.
2.3 Unidades de estudio

Se opto por la alternativa de grupos, pues pertenece a una investigacion

cuasi experimental.
a. ldentificacion de grupos
Se tienen 3 grupos experimentales y uno control.

e Grupo 1 control, sometido a cloruro de sodio 0.9%.
e Grupo 2, sometido a hipoclorito de sodio 5.25%
e Grupo 3, sometido a clorhexidina 2%

e Grupo 4, sometido a clorhexidina 2% + Cetrimida 0.5%
b. Asignacién de unidades de estudio

La conformacion de grupos fue de manera aleatoria.
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c. Tamaio de los grupos y numero de replicas

Se utilizé la siguiente férmula para determinar el nimero de réplicas:

Datos:

Z =1.96; a = 0.05 = 5% es decir: confiabilidad 95%

P = proporcion esperada para la VR. = 0.30

i = precision para estimar la proporcion. i :%

w = amplitud total del intervalo de confianza. w= 0.30 (tomado de

antecedentes investigativos)
Reemplazando:

_ (1.96%) (0.30)(1 — 0.30)
Ras 0.152

n = 36 replicas

d. Formalizacién de los grupos:

Grupos N° Total

Grupo 1 9

Grupo 2 9 36 réplicas por
cada tiempo.

Grupo 3 9

Grupo control 9
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion
e Autorizacion para uso laboratorio de microbiologia de la UCSM.
e Compra de la cepa de Enterococcus faecalis.
e Preparacion de unidades de estudio.

e Prueba piloto, se realiz6 en 3 muestras de cada grupo, con

caréacter incluyente.
3.2. Recursos
3.1.1 Recursos Humanos
Investigador : Rodrigo Coriat Gutiérrez.
Asesor : Dr. Hair Salas Beltran.
3.1.2 Recursos Fisicos
Laboratorio de microbiologia de la UCSM.
3.1.3 Recursos Economicos
Propios del investigador.
3.1.4 Recursos Institucionales
Universidad Catdlica de Santa Maria.
3.3. Validacion del instrumento
1.3.1. Tipo de prueba: Incluyente.

1.3.2. Prueba piloto: se realiz6 en 9 filtros de membrana, 3 por cada
grupo de estudio experimental.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

4. ESTRATEGIA DE MANEJO DE RESULTADOS
4.1 Plan de procesamiento
a. Tipo
Manual y computarizada.
b. Operaciones
b.1 Ordenamiento

Se registraron los datos obtenidos de manera manual en la ficha de

observacién laboratorial.

b.2 Codificacién

Se codificaron los datos en una clasificacion elaborada por letras.
b.3 Recuento

Se realizé de manera manual

b.4 Tabulacién

Se emplearon tablas numéricas simples y de doble entrada.

b.5 Graficacién

Se emplearon gréaficos de dispersién y de barras teniendo en cuenta
la naturaleza de la variable.

4.2 Plan de analisis
a. Tipo de andlisis

Cuantitativo, tetrafactorial, univariado.
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b. Tratamiento estadistico

Variable Tipo Escala Estadistica Prueba de
respuesta descriptiva estadistica
Eliminacion | Cuantitativo De Media Tukey

del biofilm de razén
Desviacion tipica ANOVA
Enterococcus
faecalis Minimo
Maximo
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CAPITULO lll

RESULTADOS
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

TABLA N°. 1

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE CLORHEXIDINA 2%, SOBRE BIOFILM
DE Enterococcus Faecalis A 1 MINUTO, 5 MINUTOS Y 15 MINUTOS.

Capacidad de Capacidad de | Capacidad de

eliminacion 1 eliminacion 5 | eliminacion 15
Estadisticos minuto minutos minutos
Media 0,68 0,57 0,67
Media porcentaje % 79.8 83.0 80.1
D.S. 0,07 0,09 0,09
Minimo 0,56 0,41 0,53
Maximo 0,78 0,69 0,78
Tamano 9 9 9

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N2 1, muestra que la capacidad de eliminacién sobre biofilm de
Enterococcus Faecalis cuando se utiliza clorhexidina al 2% al minuto obtuvo una
absorbancia de 0,68 (79.8%), a los 5 minutos se obtuvo un valor de 0,57 (83%)
y a los 15 minutos fue de 0,67 (80.1). Se puede concluir que el mejor efecto se

obtuvo a los 5 minutos de exposicion.
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TABLA N°. 2

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE HIPOCLORITO DE SODIO 5.25%,
SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis AL 1 MINUTO, 5 MINUTOS Y
15 MINUTOS.

Capacidad de | Capacidad de | Capacidad de

eliminacion 1 | eliminacion 5 | eliminacion 15
Estadisticos minuto minutos minutos
Media 0,92 1,09 1,08
Media porcentaje % 72.6 67.6 67.9
D.S. 0,06 0,04 0,04
Minimo 0,83 1,04 1,03
Méaximo 0,98 1,16 1,14
Tamano 9 9 9

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 2, muestra que la capacidad de eliminacion sobre biofilm de
Enterococcus Faecalis cuando se utiliza hipoclorito de sodio al 5.25% al minuto
de exposicion presenta una absorbancia de 0,92 (72.6%), a los 5 minutos se
obtuvo un valor de 1,09 (67.6%) y a los 15 minutos fue de 1,08 (67.9). Se puede

concluir que el mayor efecto se presenté al minuto de exposicion.
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GRAFICO N° 2

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE HIPOCLORITO DE SODIO 5.25%,
SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis A 1 MINUTO, 5 MINUTOS Y 15
MINUTOS
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Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)
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TABLA N°. 3

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE LA ASOCIACION DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis A 1
MINUTO, 5 MINUTOS Y 15 MINUTOS.

Capacidad de | Capacidad de | Capacidad de

eliminacion 1 | eliminacion 5 | eliminaciéon 15
Estadisticos minuto minutos minutos
Media 0,64 0,28 0,29
Media porcentaje % 81 92 914
Desuv. tip. 0,11 0,07 0,10
Minimo 0,52 0,19 0,12
Maximo 0,78 0,39 0,42
Tamarfio 9 9 9

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 1, muestra que la capacidad de eliminacién sobre biofilm de
Enterococcus Faecalis cuando se utiliza la asociacion de cetrimida al 0.5% +
clorhexidina al 2% al minuto de exposicion presenta una absorbancia de 0,64
(81%), a los 5 minutos se obtuvo un valor de 0,28 (92 %) y a los 15 minutos fue
de 0,29 (91.4%). Se concluye que el mejor efecto de eliminacion de biofilm se

obtuvo a los 5 minutos en promedio
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GRAFICO N° 3

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE LA ASOCIACION DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis A 1
MINUTO, 5 MINUTOS Y 15 MINUTOS

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

Promedio de absorbancia

0,2

0,1

1 min. 5 min. 15 min.

Tiempo (minutos)

Fuente: Elaboracién propia (matriz de datos)
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TABLA N°. 4

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE CLORURO DE SODIO 0.9% (GRUPO
CONTROL), SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis A 1 MINUTO, 5
MINUTOS Y 15 MINUTOS.

Capacidad de | Capacidad de | Capacidad de

eliminacion 1 | eliminaciéon 5 | eliminacion 15
Estadisticos minuto minutos minutos
Media 1,31 1,29 1,27
Media Promedio % 61 61.6 62.2
Desuv. tip. 0,05 0,06 0,04
Minimo 1,24 1,21 1,21
Méaximo 1,39 1,39 1,32
Tamano 9 9 9

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 4, muestra que la capacidad de eliminacién sobre biofilm de
Enterococcus Faecalis cuando se utiliza cloruro de sodio 0.9% (Grupo control) al
minuto de exposicion presento una absorbancia de 1,31, a los 5 minutos se
obtuvo un valor de 1,29 y a los 15 minutos fue de 1,27.
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GRAFICO N° 4

CAPACIDAD DE ELIMINACION DE CLORURO DE SODIO 0.9% (GRUPO
CONTROL), SOBRE BIOFILM DE Enterococcus Faecalis A 1 MINUTO, 5
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TABLA N°. 5

COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE LA ASOCIACION DE
CETRIMIDA 0.5% + CLORHEXIDINA AL 2 %, HIPOCLORITO DE SODIO AL
5.25% Y CLORHEXIDINA AL 2%, SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE

Enterococcus Faecalis AL MINUTO DE EXPOSICION.

Grupo Promedio Promedio % Sig.
Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% 0,6378 81 A
Clorhexidina 2% 0,6800 79.8 A
Hipoclorito de sodio 5.25% 0,9244 72.6 B
Cloruro de sodio 0.9% 1,3067 61 C
Fc=147,88 Ft=2,92 P<0.05

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 5, segun el andlisis de varianza de un factor de variacion (F=147.88)
se muestra que la disolucion del biofilm al minuto de tratados con las soluciones

presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Segun la prueba de Tukey nos muestra que el mejor promedio se obtuvo cuando
se aplicé Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2%y este difiere de las otras soluciones

aplicadas.
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GRAFICO N°. 5

COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA AL 2 %, HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25% Y
CLORHEXIDINA AL 2%, SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE
Enterococcus Faecalis AL MINUTO DE EXPOSICION.
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Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% Hipoclorito de Cloruro de sodio
Clorhexidina 2% sodio 5.25% 0.9%

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)
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TABLA N°. 6

COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25% Y
CLORHEXIDINA AL 2% SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE
Enterococcus Faecalis A LOS 5 MINUTOS DE EXPOSICION

Grupo Promedio Promedio % Sig.

Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% 0,2789 92 A

Clorhexidina 2% 0,5678 83 B

Hipoclorito de sodio 5.25% 1,0856 67.6 C

Cloruro de sodio 0.9% 1,2944 61.6 D
Fc=429,18 Ft= 2,92 P<0.05

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 6, segun el andlisis de varianza de un factor de variacion (F=49.18)
se muestra que la disolucion del biofilm a los 5 minutos de tratados con las

soluciones presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Segun la prueba de tukey nos muestra que el mejor promedio se obtuvo cuando
se aplico cetrimida 0.5% + clorhexidina 2, y este difiere de las otras soluciones

aplicadas.
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COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25% Y
CLORHEXIDINA AL 2% SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE
Enterococcus Faecalis A LOS 5 MINUTOS DE EXPOSICION
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Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% Hipoclorito de Cloruro de sodio
Clorhexidina 2% sodio 5.25% 0.9%

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)
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TABLA N°. 7

COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25% Y
CLORHEXIDINA AL 2% SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE
Enterococcus Faecalis A LOS 15 MINUTOS DE EXPOSICION

Grupo Promedio Promedio % Sig.

Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% 0,2944 91.4 A

Clorhexidina 2% 0,6700 80.1 B

Hipoclorito de sodio 5.25% 1,0811 67.9 C

Cloruro de sodio 0.9% 1,2678 62.2 D
Fc=329,82 Ft=2,92 P<0.05

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)

La tabla N°. 7, segun el analisis de varianza de un factor de variacion (F=329.82)
se muestra que la disolucion del biofilm a los 15 minutos de tratados con las

soluciones presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Segun la prueba de tukey nos muestra que el mejor promedio se obtuvo cuando
se aplico el Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% y este difiere de las otras soluciones

aplicadas.
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COMPARACION DEL EFECTO IN VITRO DE CETRIMIDA 0.5% +
CLORHEXIDINA 2%, HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25% Y
CLORHEXIDINA AL 2% SOBRE LA ELIMINACION DE BIOFILM DE
Enterococcus Faecalis A LOS 15 MINUTOS DE EXPOSICION
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Cetrimida 0.5 + Clorhexidina 2% Hipoclorito de Cloruro de sodio
Clorhexidina 2% sodio 5.25% 0.9%

Fuente: Elaboracion propia (matriz de datos)
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DISCUSION

Durante mucho tiempo se ha tratado de encontrar la solucion irrigadora “ideal”,
lo cual hasta el momento no se ha podido conseguir, puesto que hay opiniones
divididas sobre la efectividad y biocompatibilidad de las diversas soluciones
propuestas a lo largo del tiempo.

Diversos autores como Carson y Goodell en el 2005, defienden el uso de
hipoclorito de sodio incluso a altas concetraciones, otros como Jiménez-Rubio,
muestran que mientras mas alta la concentracion, su actividad antimicrobiana
aumenta, proporcionalmente con tu toxicidad si alcanza los tejidos periapicales.

Oncag y colaboradores, investigaron y compararon las propiedades
antibacterianas y la toxicidad entre: NaOCI 5.25%, Gluconato de Clorhexidina
2% vy Cetrexidin (Clorhexidina 0.2% con Cetrimida 0.2%), concluyendo que el
Cetrexidin y Clorhexidina al 2% fueron los mas efectivos ya que demostraron:
mayores efectos residuales, mayor actividad bactericida y menor toxicidad que
la solucién de NaOCI al 5.25%.

El Enterococcus faecalis ha sido descrita como la bacteria con mayor presencia
en el caso de fracasos de tratamientos endodonticos, Chavez de Paz y
colaboradores, en 2003, Lograron aislar 248 especies en 107 dientes de un total
de 200 piezas dentarias con antecedente, evidencia clinica y radiografica de
periodontitis apical crénica después de realizar tratamiento endodontico
antimicrobiano; mostrando que los microorganismos mas resistentes en el
conducto radicular fueron: Enterococcus y Lactobacilos.

Por ello es que los esfuerzos se suman para encontrar una solucion irrigadora
gue tenga la capacidad no solo de eliminar las bacterias, sino los biofilms
formados por estas. De esta manera, se han hecho gran cantidad de
investigaciones, las cuales no siempre fueron hechas con biofilms bacterianos,
que es donde realmente radica el problema, sino con bacterias en suspension,
es decir en estado plactonico. Esto quiere decir que no se consigue imitar lo que
ocurre dentro de los conductos radiculares, por eso la propuesta de hacer la
investigacion utilizando un método de generacion de biofilm, como es el de
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generarlo sobre filtros de membrana de nitrocelulosa que fue usado por Giardino;
pudiendo conferirle est4 a la bacteria un soporte donde crecer, adherirse y
penetrar en sus poros de 0.22 um, semejantes a los de los tubulos dentinarios.

En el 2008 Bryce y colaboradores, sometieron biofilms de E. faecalis a cetrimida,
siendo efectiva para eliminacion y disrupcion de estos. Mas recientemente M.
Teresa Arias Solis, mediante un estudio in vitro, en el sistema MBEC™ HTP para
la formacion de biofilms, determino que Cetrimida erradico las biofilms de E.
faecalis a partir de los 30 segundos de exposicion, cuando se combiné con
clorhexidina ya que se potencio su capacidad para erradicarlas, lo cual coincide
con los resutlados hallados en esta investigacion.

En el presente estudio, se pretendié comparar el efecto in vitro sobre la
eliminacién de biofilm de Enterococcus Faecalis, del hipoclorito de sodio 5.25%,
clorhexidina 2%, que son los irrigantes mas comerciales y usados en nuestro
medio, con la asociacion de Cetrimida al 0.5% + clorhexidina 2%.

Los resultados obtenidos mostraron que la asociacion de Cetrimida mas
clorhexidina, obtuvo mejores resultados que las soluciones antes mencionadas,
siendo el mejor efecto el que se consiguid a los 5 minutos de exposicion
obteniendo una absorbancia de 0.2789 (92%).

En segundo lugar quedo la accion de la clorhexidina que obtuvo una absorbancia
de 0.5678 (83%) usada de manera individual, un resultado significativamente
diferente (P< 0.05), al de la combinacién con cetrimida, lo cual comprobaria
nuestra hipotesis, del efecto sinérgico que se consigue de la asociacion de estas
dos soluciones y lo descrito por las fuentes bibliograficas consultadas.

Los resultados mas bajos para eliminacion de biofilm de Enterococcus faecalis,
los obtuvo el hipoclorito de sodio 5.25%, lo cual es un dato ciertamente
incongruente, ya ciertos estudios nos detallan que es la solucion con mayor
poder antimicrobiano usado en endodoncia. Es asi que Siqueira y Cols ademas
Baumgartner y Cuenin, encontraron que la concentracion de hipoclorito de sodio
no es tan importante como el cambio constante de la solucién y su uso en
cantidades significativas. Ademas se sabe que hay ciertos factores como la

temperatura, almacenamiento y luz descritos por Gambarini que pueden
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disminuir el efecto del hipoclorito de sodio, lo cual quiza también influyo en los
resultados obtenidos por Chavez en el 2013, quien analizo entre otras el efecto
del hipoclorito de sodio sobre biofilm de Enterococcus faecalis, obteniendo este
resultados similares al obtenido en este trabajo de investigacion. Por lo que se
sugiere se debe tener especial cuidado con la conservacion de esta solucion.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

La combinacion de Cetrimida 0.5% + clorhexidina 2%, tiene efecto sobre la
eliminacion de biofilm de Enterococcus Faecalis, obteniendo un promedio de

0,2789 (92%) a los 5 minutos de exposicion, segun la prueba de Tukey.
SEGUNDA:

La clorhexidina 2%, tiene efecto sobre la eliminacién de biofilm de Enterococcus
Faecalis, obteniendo un promedio de 0,5678 (83%) , a los 5 minutos de

exposicién, segun la prueba de Tukey.
TERCERA:

El hipoclorito de sodio 5.25% tiene efecto sobre la eliminacion de biofilm de
Enterococcus Faecalis, obteniendo un promedio de 0,9244 (72.6%) al minuto de

exposicién, segun la prueba de Tukey.
CUARTA:

El mejor efecto para la eliminacion de biofilm de Enterococcus Faecalis, lo obtuvo
la asociacion de Cetrimida 0.5% + clorhexidina 2%, en todos los tiempos

probados, obteniendo diferencia estadistica significativa (p < 0.05).
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RECOMENDACIONES

PRIMERA:

Analizar la cetrimida, independientemente y en concentraciones diferentes sobre

biofilm de Enterococcus Faecalis y otras especies bacterianas.

SEGUNDA:

Realizar investigaciones que propongan diferentes asociaciones con cetrimida.
TERCERA:

Realizar investigaciones in vivo, para descartar posibles efectos adversos.
CUARTA:

Analizar y comparar la eficacia del método de generacion de biofilm empleado

en este estudio y proponer otros métodos diferentes.
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ANEXO N° 1
MODELO DEL INSTRUMENTO
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FICHA DE OBSERVACION

FICHA DE OBSERVACION LABORATORIAL
Grado de turbidez segun escala Mc Farland

Tiempo de exposicion: Min
. . Cetrimida
HIpOCIOrItO Clorhexidina 0.5% + CIorurF)
de sodio 2% clorhexidina de sodio
, 5.25% 0 o 0.9%
Repeticién 2%

OO | N | (W|N |-
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ANEXO N° 2
MATRIZ DE DATOS
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MATRIZ DE DATOS

Hipoclorito -
Repeticion dF:e sodio Clorhexidina 2% Cetr|m|§a.0.5‘%:)+ Cloruro de sodio 0.9%
5 25% clorhexidina 2%
tiempo: 1 minuto LECTURA CON ESPECTROFOTOMETRO
1 0.88 0.62 0.57 1.24
2 0.95 0.68 0.68 1.28
3 0.97 0.78 0.59 1.31
4 0.84 0.73 0.53 1.33
5 0.94 0.68 0.77 1.27
6 0.97 0.69 0.52 1.39
7 0.98 0.63 0.78 1.26
8 0.83 0.56 0.54 1.38
9 0.96 0.75 0.76 1.3
tiempo: 5 minutos LECTURA CON ESPECTROFOTOMETRO
1 1.1 0.53 0.21 1.31
2 1.16 0.68 0.29 1.21
3 1.09 0.6 0.19 1.23
4 1.04 0.41 0.39 1.27
5 1.07 0.61 0.29 1.35
6 1.12 0.45 0.3 1.39
7 1.08 0.69 0.25 1.34
8 1.06 0.59 0.36 1.26
9 1.05 0.55 0.23 1.29
tiempo: 15 minutos LECTURA CON ESPECTROFOTOMETRO
1 1.03 0.56 0.42 1.32
2 1.09 0.78 0.32 1.22
3 1.08 0.64 0.25 1.21
4 1.14 0.61 0.24 1.25
5 1.07 0.53 0.12 1.22
6 1.11 0.7 0.35 1.28
7 1.05 0.74 0.24 1.31
8 1.05 0.78 0.42 1.3
9 1.11 0.69 0.29 1.3
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ANEXO N° 3
SECUENCIA FOTOGRAFICA
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REPOSITORIO DE

SECUENCIA FOTOGRAFICA

CEPA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212
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REPOSITORIO DE

PRESENCIA DE TURBIDEZ A LAS 24 H. DE INCUBACION A 37 °C EN CAMARA DE ANAEROBIOSIS

REPIQUE DE LA CEPA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS EN AGAR SELECTIVO KF
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REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CRECIMIENTO DE ENTEROCOCCUS FAECALIS EN AGAR KF
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INOCULACION DE SUSPENSION BACTERIANA DE ENTEROCOCCUS FAECALIS, AJUSTADA A 0.5
EN ESCALA DE MC FARLAND (10® UFC/ ML), EN DISCOS DE FILTRO DE MEMBRANA DE NITRATO
DE CELULOSA, SOBRE AGAR KF.
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REPOSITORIO DE

CRECIMIENTO DE BIOFILM DE ENTEROCOCCUS FAECALIS SOBRE LOS FILTROS DE MEMBRANA

PREPARACION DE FRASCOS CONTENIENDO LAS SOLUCIONES DE IRRIGACION
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REPOSITORIO DE

TRASLADO DE FILTROS DE MEMBRANA CON BIOFILMS A LAS SOLUCIONES DE ENSAYO.
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REPOSITORIO DE

TRASLADO DEL BIOFILM DESDE LA SOLUCION IRRIGANTE AL CABO DEL TIEMPO SOMETIDO,
HACIA EL CALDO NEUTRALIZANTE.

TUBO CONTENIENDO CALDO NEUTRALIZANTE SOMETIDO A VORTEX
F
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REPOSITORIO DE

TRASLADO DESDE CALDO NEUTRALIZANTE AL CABO DE 5 MIN., HACIA CALDO BHI
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LECTURA DE TURBIDEZ A LAS 24 H. DE INCUBACION
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LECTURA CON ESPECTROFOTOMETRO
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