UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ’\\
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA.LX
E—

DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO ¥ .“‘"’/

, @ fesiztacala
ESPECIALIZACION EN ENDOPERIODONTOLOGIA unham

“COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD BACETERICIDA DE TRES
SUSTANCIAS: HIPOCLORITO DE SODIO, CLORHEXIDINA Y TEBODONT
(MELALEUCA ALTERNIFOLIA) CONTRA MICROORGANISMOS
RESPONSABLES DEL FRACASO EN EL TRATAMIENTO ENDODONTICO”

TESIS DE POSGRADO

ROXANA MENDOZA SANCHEZ
CIRUJANA DENTISTA

roximonster5@hotmail.com

TUTOR
CDEEP. JAVIER ANTONIO GARZON TRINIDAD

TLALNEPANTLA ESTADO DE MEXICO, 2011.


http://www.google.com.mx/imgres?q=logo+unam&hl=es&biw=1441&bih=619&gbv=2&tbm=isch&tbnid=VZUAZYImHLLKZM:&imgrefurl=http://dgapa.unam.mx/noticias_index/noticias_anteriores_05.html&docid=1e8rlcoGkJOl7M&w=319&h=357&ei=CEFDTtaUE8rIsQLg69yoCQ&zoom=1

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

Dedicar solo este trabajo a alguien o algunos, seria como si pensara que todo lo
gue hago no vale nada, asi que mejor recordare a quien fue, es y seguira siendo el

motor de mi vida:

Mi mama, que yo pienso que a veces no entiende ni de lo que hablo, ni lo que
pienso, ni por qué lo hago, pero que incondicionalmente siempre esta ahi para
decirme lo bonito o lo bien que esta hecho aunque sea la cosa mas espantosa que

haya visto y que sin duda alguna lo pensara de este trabajo.

Mi papa, que a nada nunca me ha dicho que no y que aunque pueda verse como
una persona dura y fria, es la persona que piensa que puedo hacer casi cualquier
cosa Yy que si no me dice que no, es porque sabe que esa no es una respuesta, no

para mi.

Mi lombriz, que esta presente en mi vida ya sea para reir, para enojarme o para
platicar y que aunque siempre termine aburrida o con cara de asco, se que

siempre va a estar para escucharlo.

Mi oso, al que le tocan los detalles buenos y sin dudar también los malos, pero
que me impulsa a seguir cada dia con la esperanza de que mafana puede ser

mejor, aunque ese dia ya lo sea por estar conmigo.

Solo son cuatro y quien diga que son pocos, es porque no logra comprender que
mi amor solo se divide lo necesario, asi que les toca como un 25% de mi carifio a

cada uno y mas les vale no desperdiciarlo.

A mis maestros, a los seres que se han cruzado en mi vida y han dejado algo

bueno en ella y a mis pacientes a lo largo de esta aventura llamada Endoperio:

Gracias!!!

Roxana Mendoza Sanchez



Resumen

Introduccion

Palabras clave

Marco tedrico
Planteamiento del problema
Preguntas de la investigacion
Objetivos

Justificacion

Hipotesis

Variables

Tipos de variables

Tipo y tamafo de la muestra
Tipo de investigacion
Aspectos de bioseguridad
Consideraciones éticas
Material y método
Cronograma de actividades
Resultados

Analisis de resultados
Discusion

Conclusiones

Referencias bibliograficas

13
13
13
14
14
15
15
15
15
16
16
24
25
33
34
35
36



Comparacion de la efectividad bactericida de tres sustancias: Hipoclorito
de Sodio, Clorhexidina y Tebodont (Melaleuca Alternifolia) contra
microorganismos responsables del fracaso en el tratamiento
endodéntico

RESUMEN

Uno de los factores principales en el fracaso del tratamiento endodontico es la
permanencia de bacterias dentro de los conductos pulpares posterior a la
instrumentacién de estos, es por eso que a través del tiempo se ha estudiado a
diversas sustancias que promuevan la desinfeccidon durante el tratamiento al
utilizarlas como irrigante. De las sustancias que se han empleado, actualmente
una de las mas aceptadas es el Hipoclorito de Sodio, al que se le han atribuido
capacidades de desinfeccion y desintegracion de materia organica presente en los
conductos pulpares, mas no es biocompatible, por lo que no puede ser usado en
casos en donde existe fractura del diente a tratar o apices inmaduros. Por otro
lado, en casos con esta problematica y en donde se requiere de esta
biocompatibilidad para no provocar dafo a los tejidos esta la Clorhexidina, que es
la sustancia de mayor aceptacion en este tipo de tratamiento endododntico al ser
bactericida.

Ambas sustancias han sido analizadas en cuanto a la remanencia de colonias
bacterianas en el interior de los conductos pulpares y en algunos casos se ha
comprobado la presencia de estas. De las bacterias de mayor incidencia
encontradas en los conductos pulpares ya tratados, se encuentran el
Enterococcus fecalis y el Staphylococcus aureus, mientras que la Candida
Albicans es la de mayor incidencia en cuestién de hongos.

Una sustancia que actualmente esta a la venta presume de ser un antiséptico
potente, al menos en estudios realizados en donde se ha aplicado de manera
topica y sobre todo en lesiones en la piel. Este producto esta hecho a base de
Melaleuca Alternifolia o también conocida como Aceite de Arbol del Té,
proveniente de Australia y utilizado desde tiempos muy antiguos por los
aborigenes de esa region. La razén para creer que este producto puede ser
empleado como irrigante durante el tratamiento endoddntico, es debido a que en
estudios anteriores se ha demostrado su accion ante infecciones provocadas por
bacterias y hongos diversos que causan enfermedad al ser humano, ademas de la
capacidad de no permitir la adhesién de bacterias a las superficies en donde se ha
aplicado.

En el siguiente protocolo se pretende comparar la actividad bactericida de tres
sustancias: Hipoclorito de Sodio, Clorhexidina y Melaleuca Alternifolia por medio
de una prueba de susceptibilidad por macrodilucion en caldo, asi como la
obtencion de la concentracion minima inhibitoria para cada una de las sustancias,
esto solo utilizandolas contra las bacterias que se encuentran con mayor
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frecuencia dentro de los conductos pulpares, sobre todo cuando ha fracasado un
primer tratamiento de conductos.

INTRODUCCION

La endodoncia es una disciplina que ofrece a los pacientes la oportunidad de
mantener sus dientes naturales cuando las condiciones de la pulpa se encuentran
alteradas ya sea por enfermedad o necrosis, aunque también esta la posibilidad
de que sin que exista ninguna de estas condiciones sea necesaria, sobre todo
cuando sea con fines protésicos. A medida del crecimiento de la poblacion y el
aumento en la esperanza de vida la demanda de la terapia endodontica se ha
incrementado y se espera un incremento aun mayor como una opcién del paciente
al querer conservar sus dientes el mayor tiempo posible a lo largo de la vida.’

Uno de los principales factores en el fracaso del tratamiento endoddntico es
debido a la presencia de bacterias remanentes dentro de los conductos pulpares,
ya que aunque la instrumentacién de los conductos elimina la mayor cantidad de
microorganismos es necesario el uso de irrigantes y el manejo de medicamentos
intraconducto para asegurar la limpieza y desinfeccién del conducto pulpar.

Ante la existencia en el mercado de diversas sustancias irrigantes, se han
realizado numerosos estudios, siendo el Hipoclorito de Sodio en diversas
concentraciones al que se le atribuyen capacidades de desinfeccion vy
desintegracion de la materia organica presente en los conductos pulpares, sin
embargo, en casos en donde se presentan fracturas o apices abiertos, se
requiere que la sustancia irrigante sea biocompatible, ya que esta no provocara
dafio a los tejidos periapicales y que su accion bactericida sea esencial en la
desinfecciéon del conducto. En estas sustancias que poseen efecto bactericida se
encuentra la Clorhexidina, la cual tiene capacidades similares de desinfeccion que
el Hipoclorito de Sodio, y que al ser biocompatible es util en procedimientos en
donde existe comunicacion directa al periapice.

En fechas recientes, se ha introducido al mercado mexicano un producto de
origen suizo con componentes naturales de origen australiano y que se encuentra
hecho a base de Melaleuca Alternifolia, este promueve la actividad bactericida y
antimicética en la cavidad oral y es un auxiliar en el tratamiento de gingivitis y
enfermedad periodontal.
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PALABRAS CLAVE

Hipoclorito de sodio, Digluconato de Clorhexidina Melaleuca Alternifolia 6 aceite
arbol del te 0 tea tree oil.

MARCO TEORICO

Es de nuestro conocimiento que la instrumentacion del sistema de conductos
radiculares se debe complementar siempre con un método de irrigacion en
cantidades abundantes que sea capaz de eliminar los restos de tejido pulpar y de
dentina, asi como la eliminacién de microorganismos que permanecen en el
conducto aun cuando se ha realizado la instrumentacién adecuada. La irrigacion
por si sola, no tiene la capacidad de eliminar a las bacterias en su totalidad. 2

Las cualidades del irrigante ideal son: su capacidad de desinfeccion, limpieza y
arrastre fisico de los elementos presentes dentro del conducto (dentina, exudado,
restos alimenticios, coagulos, etc.), disolucion de agentes organicos e
inorganicos, accidon de blanqueamiento debido a la presencia de oxigeno liberado
y ademas es deseable tenga capacidades de biocompatibilidad con el organismo,
ya que en casos en donde hay comunicacion al periapice no debera causar dafo a
los tejidos periapicales. 3

A lo largo de la historia de la endodoncia han sido utilizadas diversas sustancias
con el fin de lograr la limpieza y desinfecciéon del sistema de conductos
radiculares, dentro de las cuales se encuentran las siguientes:

Soluciones quimicamente inactivas:

e Solucién salina. Solucion utilizada en endodoncia como irrigante que
minimiza la irritacion e inflamacién de los tejidos, productora de gran
debridamiento y lubricacién del conducto pulpar, no tiene capacidad alguna
de destruccién quimica de materia microbiolégica ni organica. *

e Agua y anestésicos. Sustancias quimicamente inactivas, sin ningun tipo de
actividad antiséptica, por su accion hipotonica pueden lisar bacterias sin
paredes celulares que no constituyen parte de la microbiota intraconducto.
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Soluciones quimicamente activas:

Detergentes. Estas sustancias tienen la capacidad de eliminar los residuos
de tejido graso que quedan como resultado de la necrosis tisular. Poseen
toxicidad relativamente alta y un efecto bactericida bastante limitado, son
utilizados en una solucién acuosa que van del 0.1% al 1%. A este grupo de
irrigantes pertenecen los yodoformos que se han mostrado efectivos
antimicrobianos en concentraciones de 0.05% y que en la actualidad han
sido mezclados con hidroxido de calcio para su uso como medicacidon
intraconducto. ?

Materiales descalcificantes. En este grupo se encuentran los acidos leves,
perdxido de carbamida, diacetato de aminoquialdinio, acido citrico y el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), de los cuales el unico que ha logrado
demostrar la eliminacién de la porcion calcificada del barrillo dentinario es el
EDTA por sus propiedades quelantes y descalcificantes. Habitualmente es
utilizado al 17% y su tiempo de accién es menor a un minuto y para lograr
una actividad continua es recomendable sustituirlo con una irrigacion
frecuente, en donde entra la actividad del NaOCI (hipoclorito de Sodio) con
lo que respecta a la eliminacion de la materia organica presente en el
barrillo dentinario. 2

Peroxido de hidrogeno. Utilizado en endodoncia en concentracion del 3%.
Productor de efervescencia que al liberar oxigeno destruye bacterias
aerobias estrictas y la expulsion de restos tisulares fuera del conducto. Su
actividad antimicrobiana es resultado de su capacidad oxidativa de grupos
sulfhidrilos y cadenas proteicas y lipidicas. °

Hidréxido de Calcio (alcalis). Introducido en endodoncia por Hermann en
1920. Posee efecto antiséptico, pero es lento, de no menos de 24 horas
para la eliminacion de enterococos 2 y de degradaciéon de tejido conectivo
incompleta. * Su pH es alto con gran potencial citotéxico. Baja solubilidad
en agua y difusibilidad, lo que incrementa la dificultad en el aumento del pH
para la eliminacion bacteriana.

Clorhexidina. Antiséptico bisbiguanidico de molécula simétrica compuesta
de dos anillos cloranfendlicos y dos grupos de biguanida conectados por un
puente central de hexametileno. ElI mecanismo de accion de la a
Clorhexidina, es que desestabiliza y penetra las membranas de las células



Comparacion de la efectividad bactericida de tres sustancias: Hipoclorito | 5

de Sodio, Clorhexidina y Tebodont (Melaleuca Alternifolia) contra
microorganismos responsables del fracaso en el tratamiento
endodéntico

bacterianas, precipita el citoplasma e interfiere con la funcién de la
membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una
disminucién de los niveles de ATP y la muerte celular. En las bacterias
gramnegativas, afecta la membrana exterior permitiendo la liberacion de las
enzimas periplasmaticas. La membrana interna de estos microorganismos
no es destruida, pero si que es impedida la absorcion de pequenas
moléculas. A bajas concentraciones, exhibe un efecto bacteriostatico,
mientras que a altas concentraciones es bactericida. Los siguientes
microorganismos muestran una alta susceptibilidad: Estreptococos,
estafilococos, Candida albicans, Escherichia coli, salmonellas, y bacterias
anaerobicas. Las cepas de Proteus, Pseudomonas, Klebsiella y cocos
gram-negativos muestran una baja susceptibilidad. Los estudios clinicos
han demostrado que no hay un aumento significativo de la resistencia
bacteriana ni desarrollo de infecciones oportunistas durante el tratamiento a
largo plazo. °

Hipoclorito de sodio (NaOCI). Sustancia proteolitica mas comun utilizada
para la desinfeccion de heridas desde principios del siglo XX, capaz de
disolver el tejido necrotico y residuos. Utilizada en endodoncia en
concentraciones que se sugieren desde 0.5% hasta el 5.25%. El cloro libre
dentro de esta sustancia, es el que tiene como objetivo la eliminacion de la
materia organica, es por esto que durante su empleo se va consumiendo y
es recomendable el recambio, logrado con el uso constante durante el
tratamiento endoddntico. La concentracién de este irrigante al 5.25% es
muy toxica, provoca lesion y por lo tanto la necrosis innecesaria de las
superficies con las que llega a tener contacto. El pH de este elemento va de
12 a 13 segun la marca comercial lo que lo hace una sustancia aun mas
caustica.? Dentro de los beneficios que esta sustancia puede
proporcionarnos en su uso como irrigante endodontico son: la efectividad
para eliminar la materia organica e inorganica, amplio espectro antiséptico
con la destruccion de bacterias, hongos, esporas y virus, excelente
lubricante y blanqueador de las superficies, tensidn superficial baja, vida de
almacenamiento prolongada y bajo costo.” Las desventajas en el uso de
este producto ya mencionadas, son la irritacion de los tejidos periapicales,
sabor desagradable y la no remocion del barrillo dentinario.®
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Aun con el uso de sustancias empleadas en la irrigacion del conducto pulpar, la
eliminacién de las bacterias no se encuentra garantizada, esto es debido al gran
numero de especies bacterianas y fungicas que permanecen y que son
responsables de la mayor parte de los fracasos endodonticos.

Se reporta la presencia de cientos de microorganismos presentes en los
conductos pulpares, como es la siguiente de Larz y Spangberg®:

Bacterias grampositivas. Cocos aerobios, anaerobios y facultativos: streptococcus
milleri streptococcus mitior, streptococcus mutans, streptococcus sanguis vy
streptococcus fecallis.

Bacilos actinomices. Actinomices naeslundii y Actinomyces viscosus.

Bacterias anaerobias grampositivas. Streptococcus constellatus, streptocuccus
intermedius y streptococcus morbiliorum. Peptostreptococcus anaerobios:
magnus, micro y prevotii. Actinomices israelii, actinomices meyeri y actinomices
odontolycus. Arachnia propionica. Enterobacetrium alactolycium, enterobacterium
brachy, enterobacterium lentum, enterobacterium nodatum y enterobacterium
timidum. Lactobacilus catenaforme y lactobacilus minutus. Propinobacterium
acnes.

Bacterias gramnegativas. Bacterias aerobias, anaerobias y facultativas.
Capnocytophaga ochracea, eikenella corrodens y campylobacter sputorum.

Bacterias gramnegativas anaerobias. Cocos, veillonella perbula, bacilos,
prevotella, paphyromon buccae, paphyromon denticola, paphyromona
endodontalis, paphyromona gingivallis, paphyromona intermedia loeschei,
paphyromona oralis, paphyromona oris, y B. ureoliticus. Fusobacterium nucleatus,
Selenomonas Sputigena y Welionella recta y curva.

Los microorganismos que con mayor frecuencia son encontrados dentro de los
conductos radiculares en donde el tratamiento pulpar ha fracasado, son:
Enterococcus fecalis, Candida Albicans y Staphylococcus aureus.

Enterococcus fecalis

El enterococcus fecalis es una bacteria grampositiva, anaerobia facultativa que
habita en el tracto gastrointestinal de los seres humanos que puede causar
infeccidon en el individuo. Es un indicador de contaminacién fecal y de alta
resistencia a condiciones ambientales extremas. Presenta resistencia a los
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antibiéticos como: aminoglicésidos, aztreonam, cefalosporina, clindamicina, las
penicilinas semisintéticas (nafcilina , oxacilina, amoxicilina y trimetoprim-
sulfametoxazole).”® Enterococcus fecalis es un microorganismo comun
detectado en las infecciones pulpares asintomaticas persistentes en endodoncia,
su prevalencia en esta rama oscila en numeros que van del 24%
al  77%. Estos resultados pueden ser explicados por varios
factores de virulencia que posee el enterococcus fecalis,
incluyendo su capacidad para competir con otros microorganismos,
invadir los tubulos dentinarios, y resistir la privaciéon del aporte nutricional. La
inclusidén de la clorhexidina en la endodoncia en combinacién con hipoclorito de
sodio, son actualmente los métodos mas eficaces para luchar contra este
microorganismo. "’

A Enterococcus fecalis, se le ha encontrado responsable de la mayor parte de las
enfermedades en el ser humano causadas por enterococcus, asi como el principal
agente causal de las enfermedades pulpares recurrentes, aun incluso cuando se
ha realizado la obturacion de los conductos, se ha demostrado la filtracion de esta
bacteria a través del material obturador, en estudios de comparacion de la
presencia de esta bacteria en conductos pulpares, se ha demostrado su presencia
en el 89.6% de los casos en donde ha existido retratamiento de conductos y en
casos en donde se ha analizado en infeccion primaria, se ha ubicado en el 67.5%
de los casos."

Un factor de virulencia importante del Enterococcus fecalis es su capacidad para
formar biopeliculas. La mayoria de estudios sobre la formacion de biopeliculas se
han llevado a cabo mediante el uso de monocultivos de E. fecalis. Dada la
naturaleza polimicrobiana de las infecciones del conducto pulpar, es importante
entender la formacibn de biopeliculas de E. fecalis en el
presencia de otros microorganismos, como el Streptococcus mutans, que ha
demostrado ser una bacteria que facilita la viabilidad del Enterococcus fecalis.'
La capacidad de formar biofilms de estas bacterias, se ha comprobado, disminuye
la capacidad de accidn de las sustancia irrigantes, principalmente en estudios
realizados con hipoclorito de sodio al 5.25% en donde la formacién de biofilms
dentro de los conductos pulpares no ha permitido la eliminacion por completo del
Enterococcus fecalis, se ha demostrado el Hipoclorito de sodio es el mas
efectivo, debido a que la concentracion minima inhibitoria en contra de este
microorganismo es de 0.00625% después de un minuto, mientras que con la
clorhexidina es en una concentracion del 2% en 5 minutos como minimo de
exposicion.’®


http://es.wikipedia.org/wiki/Aminoglic%C3%B3sido
http://es.wikipedia.org/wiki/Aztreonam
http://es.wikipedia.org/wiki/Cefalosporina
http://es.wikipedia.org/wiki/Clindamicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Nafcilina
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxacilina
http://es.wikipedia.org/wiki/Amoxicilina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Trimetoprim-sulfametoxazole&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Trimetoprim-sulfametoxazole&action=edit&redlink=1
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Candida Albicans

Las especies de Candida, forman parte de la flora normal del ser humano, son la
causa mas frecuente de infeccién conocida desde los tiempos de Hipdcrates, y
que la cavidad oral es ideal para su desarrollo. Con los afos se ha demostrado su
presencia en el 25% de los pacientes adultos sanos y en un 50% de los adultos
hospitalizados. '’

La Candida, tiene numerosas moléculas en su superficie, responsables de su
adherencia a los tejidos del huésped. Otros factores de virulencia son una
aspartilproteinasa, que participa en la invasion tisular al degradar las proteinas de
la matriz extracelular, y una adenosina secretada, que bloquea la produccion de
radicales de oxigeno en los neutréfilos y su degranulacion. 16

Se ha comprobado en estudios recientes la predisposicion de la Candida Albicans
en boca ante factores como son: la disminucién en el flujo salival, pobre higiene
oral, presencia de protesis fija y removible, enfermedades sistémicas, con mayor
predisposicion por la diabetes, tumores malignos, terapia citotdxica e infecciones
por VIH. Ademas de comprobar su presencia en la placa dentobacteriana, lesiones
cariosas, tubulos dentinarios, flora subgingival y en los conductos radiculares, en
este Ultimo, porcentajes que van del 7 al 55%.""

Se ha reportado la presencia de hongos en diferentes estudios: del autor Sen 7
quién encontrd la presencia de levaduras en 4 de cada 10 dientes extraidos a
consecuencia de lesiones perirradiculares; Siqueira Et. Al "' investigo los
patrones de colonizacion en infecciones primarias de los conductos radiculares
encontrando en 1 de cada 15 dientes examinados la presencia de levaduras;
Baumgartner Et. Al. 2 Detecto la presencia de Candida Albicans en el 21% de las
muestras tomadas de los conductos radiculares; Nair Et. Al. Observo la presencia
de levaduras en 2 de 9 biopsias de los bloques obtenidos en cirugia de lesiones
perirradiculares secundarias a un tratamiento endoddntico; Waltimo Et. Al. %' 2% 23
24 Reportd la ocurrencia de hongos en el 7% de las lesiones persistentes de
conductos radiculares ya sea en colonias enteramente formadas por hongos o en
presencia de microorganismos de origen bacteriano; Sundqvist Et. Al. Demostro la
presencia de Candida Albicans en 2 de24 conductos tratados de manera
endodontica con infeccion refractaria; Molander Et. Al. Encontré Candida Albicans
en 3 de 68 dientes con lesiones perirradiculares cronicas; Peciuliene Et. Al
Encontré6 a esta misma especie de Candida en 6 de 33 dientes asociados a
lesiones perirradiculares. > %
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Se ha demostrado que la colonizacion por hongos resulta de patologias asociadas
a tratamientos de conductos radiculares fallidos. La presencia Candida Albicans
se ha detectado en el 21% de los conductos radiculares y uno de los factores que
predisponen la infestacion de los conductos radiculares por Candida Albicans se
debe a la colocacion de medicacion intraconducto, el uso de antibidticos locales y
a nivel sistémico y tratamientos de conductos insatisfactorios. Para la erradicaciéon
de este microorganismo se han propuesto el tratamiento o el retratamiento
endoddntico, o bien, la cirugia endodéntica.”’

La presencia de levaduras dentro de los conductos radiculares posterior al
tratamiento endodontico, supone que el uso de irrigantes durante el tratamiento
destruye al resto de los microorganismos y que esto sea lo que favorece el
crecimiento de las cepas flingicas. %

Con base a las propiedades del Hipoclorito de Sodio se utiliza también contra la
Candida ?” aunque en algunos estudios, se ha comprobado una mayor resistencia
de la Candida ante la presencia de barrillo dentinario ', para el cual se propone
ademas del Hipoclorito, el uso de &cido etilenodiamintetracetico (EDTA) que ha
demostrado actividad antifungica. EIl Hipoclorito de sodio al 6% ha demostrado
una actividad antifungica similar a la demostrada por el Gluconato de Clorhexidina
al 2%, ambas sustancias son superiores a la capacidad de agentes irrigantes a
base del MTA de Torabinejead (minral trioxido agregado), esta ultima demuestra
una actividad antifingica mayor a la del EDTA al 17%.%°

Staphylococcus aureus

Bacteria anaerobia facultativa. Su temperatura 6ptima de crecimiento va de 35 a
40 °C y el pH optimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pH mucho mas
extremos. Soportan tasas elevadas de cloruro sédico, hasta un 15%. Se le
relaciona directamente como el agente causal de Neumonia, sialadenitis, sepsis
con o sin metastasis (osteitis, artritis, endocarditis, abscesos localizados),
orzuelos. Enfermedades por toxinas (sindrome de la piel escaldada, sindrome del
shock téxico y gastroenteritis).

Es momento de hacer mencion de la Melaleuca Alternifolia, que es una sustancia
antiséptica, biocompatible y que es conocida como aceite del arbol del té (Tea
Tree Qil), que es el derivado resultado de un proceso de destilacion de la corteza
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del arbol australiano del mismo nombre Melaleuca Alternifolia de la familia de las
mirtaceas redescubierta en 1920 como un antiséptico topico 2 al la cual se le han
atribuido propiedades antisépticas debido a sus componentes, los cuales son
aproximadamente 100 terpenos, como el terpineno-4-ol. Los terpenos lipofilicos
penetran la membrana celular de los microorganismos y brindan un efecto toxico
en su estructura y funciones. 2% 3031

Los aborigenes australianos han utilizado las hojas de este arbol desde hace miles
de afios, remojadas en agua como infusion o en compresas para tratar la fiebre,
tlceras en la garganta y heridas.*?

El aceite del arbol del té, ha demostrado una gran actividad contra un gran rango
de bacterias grampositivas y gramnegativas, levaduras y hongos. 3> 3% 3°

Estudios realizados mediante el uso tépico de este aceite esencial, han dado
buenos resultados en su mayoria de uso como agente antifungico. Ademas se ha
utilizado como auxiliar en el tratamiento de acné, pie de atleta, reacciones
alérgicas en la piel, mal aliento, caspa, eliminacion de placa dentobacteriana,
gingivitis, infecciones oculares, infecciones genitales por Herpes, erradicacion de
piojos, infecciones persistentes por Staphylococcus aureus , candidiasis oral e
infecciones vaginales. *°

Los estudios demuestran que la Melaleuca Alternifolia, posee cierto grado de
toxicidad en uso oral al ser ingerido y en casos en donde se ha aplicado de
manera topica directo en la piel se ha observado la presencia de dermatitis por
contacto, lo que limita a este agente antimicrobiano con ciertos pacientes.>®

Las enfermedades orales, de las cuales la caries dental y la periodontitis ocupan el
mayor porcentaje, son consideradas enfermedades mundiales infecciosas
totalmente previsivas. La salud oral influye directamente sobre el estado general
de salud y la higiene oral defectuosa o nula se encuentra directamente asociada a
padecimientos cronicos y a enfermedades sistémicas. La combinacion de dichos
factores afecta directamente a la economia de un individuo y por lo tanto de la
nacién en general. Es por eso que se han investigado soluciones efectivas y
economicas a los padecimientos dentales, dentro de los cuales se han estudiado
a las plantas tales como la sabila, la manzanilla alemana, la Melaleuca Alternifolia
entre otras.*

La Melaleuca Alternifolia, ha sido aislada y estudiada con respecto a un gran
numero de las bacterias presentes en boca por Hammer, quien ha determinado
que las cantidades minimas inhibitorias y las cantidades minimas bactericidas van
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en un rango del 0.003 al 2 %. Se ha demostrado que los aceites esenciales,
dentro de los cudles se encuentra la Melaleuca Alternifolia son capaces de inhibir
la adhesion de S. Mutans y P. Gingivalis.** También, se ha utilizado el aceite de
Melaleuca como auxiliar en el tratamiento de estomatitis orales provocadas por el
uso de protesis totales, en conjunto con algunos acondicionadores de tejidos
orales, dando buenos resultados para la eliminacién de la Candida Albicans y de
la sintomatologia que constituye predominantemente la inflamacién de paladar. 38

En casos en donde la actividad de la Melaleuca ha sido utilizada en pacientes con
VIH, se ha demostrado disminucion de la sintomatologia de las lesiones orales
persistentes en este tipo de pacientes, sobre todo en pacientes que han
presentado refraccion a ciertos antimicoticos como el Fuconazol en el caso de
candidiasis orofaringea. En este caso se ha demostrado no solo la inhibicion de
los sintomas, sino que también se demostrd la eficacia en la eliminacién de la
Candida en 7 de 8 pacientes.

En un estudio realizado con la finalidad de evaluar la cantidad de barro dentinario
eliminado por diversas sustancias en donde participaron la Manzanilla Alemana, el
Hipoclorito de Sodio al 2.5%, la Melaleuca Alternifolia y una combinacién entre
Hipoclorito de sodio al 2.5% y EDTA como un ultimo irrigante, se determin6 que no
existe diferencia significativa entre la cantidad removida de barrillo dentinario con
el uso de Hipoclorito de Sodio al 2.5%, Manzanilla Alemana y Melaleuca
Alternifolia.®

Se ha estudiado también la toxicidad que pudiese tener este aceite en el
organismo en cuanto al uso topico, realizandose estudios en animales en donde
los niveles de toxicidad son casi nulos en las dosis comerciales manejadas, sin
embargo, en el ser humano si se han presentado casos de hipersensibilidad a la
Melaleuca Alternifolia. En casos en donde el aceite de Melaleuca ha sido ingerido,
se ha observado reacciones cutaneas y desorientacion leve, sin embargo, en un
solo caso se ha presentado la perdida de la conciencia.*

El uso del aceite del arbol del té, ha sido utilizado para eliminaciéon de S. Aureus
dentro de los biofilms y se ha encontrado que afecta a la fase de crecimiento de
este asi como su eliminacion en ambas fases como son la plantonica y como
biofilm. Las cantidades en cuanto a la concentracion minima requerida para su
erradicacion son dos veces mayores a la cantidad minima requerida bactericida y
nunca es mayor al 1%. La etapa en donde mayor actividad bactericida hacia el
biofilm es de 15 minutos, sin embargo las bacterias que se encuentran
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mayormente afectadas son las plantonicas estaticas en comparacion a las que se
encuentran en fase exponencial. *°

Actualmente se encuentra a la venta un producto de origen suizo llamado
Tebodont, en el cudl la Melaleuca Alternifolia es su componente principal y
dependiendo de la presentacion ya sea en pasta, gel o enjuague, el componente
principal va desde el 0.75% hasta el 2% y las recomendaciones de uso propuestas
por el fabricante son la gingivitis, periodontitis, control de placa dentobacteriana,
candidiasis oral, aftas y xerostomia. Cabe recordar que las concentraciones
minimas inhibitorias y bactericidas propuestas por Hammer van del 0.003 al 2%.3
Sin embargo, en la literatura revisada, existen revisiones respecto al componente
principal, Melaleuca Alternifolia en cuanto a su capacidad de remocion de barrillo
dentinario y en determinadas patologias bucales, pero no en cuanto a las
capacidades desinfectantes que este pudiese tener en referencia a los conductos
pulpares.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Sabemos que el Hipoclorito de Sodio en diversas concentraciones tiene
capacidades antisépticas dentro de los conductos pulpares, ademas de la
desintegracion de la materia organica presente dentro de estos mismos, la
clorhexidina como agente irrigante en endodoncia, también ha demostrado tener
capacidades antimicrobianas, pero no posee capacidad de destruccion ante la
materia organica presente en los conductos pulpares. Es preciso conocer las
capacidades bactericidas del aceite del arbol del té (Melaleuca Alternifolia)
conocida comercialmente como Tebodont, en su uso como irrigante dentro de los
conductos pulpares durante el tratamiento endodontico, ya que la literatura
menciona aun la eliminacién del Enterococcus fecalis que es la bacteria que con
mayor frecuencia se encuentra en casos en donde ha fracasado el tratamiento
endodontico. Por lo tanto, se pretende conocer con este estudio la capacidad
antimicrobiana de la Melaleuca Alternifolia con respecto a las bacterias de mayor
persistencia dentro de los conductos pulpares: Candida Albicans, Enterococcus
fecalis y Staphylococcus aureus, las cuales son responsables de la mayor parte
del fracaso endodéntico.
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PREGUNTAS DE LA INVESTIGACION

¢ Tiene la Melaleuca Alternifolia la misma actividad bactericida contra hongos
como la Candida Albicans y en bacterias como el Enterococcus fecalis y el
Staphylococcus aureus que la solucion de cloro y Clorhexidina?

¢ Existe diferencia significativa en el efecto antimicrobiano in vitro de Tebodont
(Melaleuca Alternifolia), el Hipoclorito de Sodio al 2.5% y el Gluconato de
Clorhexidina al 2% contra hongos como la Candida Albicans y en bacterias como
el Enterococcus fecalis y el Staphylococcus aureus?

OBJETIVOS

Demostrar la efectividad bactericida del Tebodont (Melaleuca Alternifolia) contra
ciertas bacterias: Candida Albicans, Enterococcus fecalis y Staphylococcus
aureus, halladas en la periodontitis apical cronica en su uso como irrigante
durante el tratamiento endodontico.

Comparar las capacidades bactericidas del Hipoclorito de Sodio, Gluconato de
Clorhexidina y las de Tebodont (Melaleuca Alternifolia) contra ciertas bacterias:
Candida Albicans, Enterococcus fecalis y Staphylococcus

JUSTIFICACION

La Melaleuca Alternifolia es un arbol al que se le han atribuido capacidades
antisépticas y ha sido utilizado como auxiliar en el tratamiento de infecciones
desde hace miles de afios por los aborigenes australianos y actualmente se ha
demostrado la capacidad de este aceite como un potente bactericida que actua
contra bacterias grampositivas y gramnegativas, levaduras y hongos. Ha sido
utilizada en el tratamiento de estomatitis orales, candidiasis y control de placa
dentobacteriana con éxito, aun en pacientes que presentan sensibilidad a ciertos
farmacos y en pacientes con enfermedades especificas como es el VIH y el
cancer. Es por esto que se pretende el uso de este aceite esencial en el
tratamiento endoddntico como irrigante, ya que en algunos casos en donde se ha
irrigado con hipoclorito de sodio o con clorhexidina existe persistencia de
Enterococcus fecalis, Candida Albicans y Staphylococcus aureus.
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HIPOTESIS

Si el Tebodont (Melaleuca Alternifolia), es un agente irrigante con mejor o igual
potencial bactericida que el Hipoclorito de Sodio y la Clorhexidina contra:
Enterococcus fecalis, Candida Albicans y Staphylococcus aureus, entonces tendra
mayor inhibicion de unidades formadoras de colonias bacterias o eliminara
cantidades similares de bacterias que el Hipoclorito de sodio y la Clorhexidina.

HIPOTESIS NULA

Si el Tebodont (Melaleuca Alternifolia), no es un agente irrigante con mejor o igual
potencial bactericida que el Hipoclorito de Sodio y la Clorhexidina contra:
Enterococcus fecalis, Candida Albicans y Staphylococcus aureus, entonces no
tendra mayor inhibicion de unidades formadoras de colonias bacterias y no
eliminara cantidades similares de bacterias que el Hipoclorito de sodio y la
Clorhexidina.

VARIABLES
Variable Tipo Definicion Unidad de medida
operacional
Hipoclorito de Independiente/continua Antiséptico Porcentaje de
Sodio dilucién
Clorhexidina Independiente/continua Antiséptico Porcentaje de
dilucién
Melaleuca Independiente/continua Antiséptico Porcentaje de
Alternifolia dilucién
Enterococcus Dependiente Agente microbiano UFC/ml
fecalis
Candida Albicans Dependiente Agente microbiano UFC/ml
Staphylococcus Dependiente Agente microbiano UFC/ml
Aureus
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TIPOS DE VARIABLES

Se trata de variables independientes y continuas en el caso de las sustancias a
emplear: Hipoclorito de Sodio, Melaleuca Alternifolia y Clorhexidina, ya que estas
seran manipuladas en concentraciones diversas.

Se trata de variables dependientes en el caso de las bacterias (Enterococcus
fecalis, Candida Albicans y Staphilococcus aureus), que se emplearan de acuerdo
a los estandares para esta prueba que constan de 1ml de suspension bacteriana
en donde ya se encuentra diluida cada bacteria a una concentracién de 1 x 10 8
YFC/ml.

TIPO Y TAMANO DE LA MUESTRA

En este caso los tubos a emplear seran en total 90, esto debido a que de acuerdo
a los estandares establecidos por el NCCLS (National Commitee for Clinical
Laboratory Standards), establecen que en este tipo de prueba, conocido como
prueba de susceptibilidad por macrodilucién en caldo se utilicen 10 tubos para
cada una de las sustancias a emplear, en esta caso se emplearan 3, pero ademas
seran utilizados 3 tipos de agentes microbioldgicos, o que nos da lo siguiente:

10 tubos x 3 sustancias = 30 tubos x 3 agentes microbiolégicos= 90 tubos

TIPO DE INVESTIGACION

Experimental, prospectivo, prolectivo, no aleatorizado

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

El riesgo de lesion, contagio o accidente en este protocolo es nulo siempre y
cuando se mantengan las medidas de prevencidon necesarias en la manipulacién
de las muestras, sera necesario para mantener la integridad de las muestras y la
manipulaciéon de las mismas, el uso de barreras fisicas (guantes de latex,
cubrebocas y anteojos de seguridad) en todo momento de manipulacién de los
materiales empleados.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Ninguna.

MATERIAL Y METODO

MATERIAL

Suspensiones bacterianas 10(8) UFC/ml: Enterococcus fecalis (ATCC
29212) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213).

Suspension fungica 10(8) UFC/ml: Candida Albicans (ATCC 10231)
Hipoclorito de sodio al 13%

Gluconato de Clorhexidina al 20%

Aceite esencial del arbol del té (Melaleuca Alternifolia) al 100% (TTO)
Agar Mueller-Hinton (M-H)

Tubos con tapén de rosca (Pyrex)

93 Tubos de ensaye de 13x100 (Pyrex)

Matraces nefelométricos de 100 ml

Matraz de 50 ml

Espejo visor

Asa bacteriologica

Mechero de Bunsen

Estufa de cultivo

Autoclave

Micropipeta de 1000 y 200 microlitros

Computadora con programa Windows Excel

Camara fotografica digital

METODO

La realizacion de esta investigacion se efectué en el Laboratorio Central del
Hospital General de México O.D.

Para la realizacion de la metodologia, se inicié con el método de microdilucion en
tubo, sera necesario el uso de Agar Mueller-Hinton, el cual cumple con los
requerimientos de la Organizacion Mundial de la salud y esta especificado en la
FDA. Este medio es el seleccionado por la NCCLS (National Commitee for Clinical
Laboratory Standards) para realizar las pruebas de susceptibilidad, por su alta
reproductibilidad, su bajo contenido de sustancias inhibidoras y el crecimiento
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satisfactorio que presentan la mayoria de los patégenos no fastidiosos. En este
medio, la infusibn de carne y la peptona de caseina proveen la fuente de
nitrégeno, vitaminas, carbon y aminoacidos. El almidon es agregado para absorber
cualquier metabolito toéxico y el agar es adicionado como agente solidificante.

Para la preparacion del agar Mueller-Hinton es necesario suspender 38 g del
medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion suave hasta su
completa disolucién y hervir durante un minuto. Se dej6é que el agar enfriara y se
vacio en los 93 tubos de ensaye la cantidad de 2.5 ml en cada uno, después de
esto se esterilizé en autoclave a 121°C (15 libras de presién) durante 15 minutos,
posterior a ello, se dejo enfriar.

Cabe mencionar que los microorganismos en este momento ya han sido
cultivados: Candida Albicans, Enterococcus fecalis y Staphylococcus aureus,
estos se encontraran en cajas petri con
un medio de cultivo de Agar sangre.
Para la preparacion de estos a modo
de suspension ajustados a la turbidez
del agar de cultivo con crecimiento
activo a la densidad de 0.5 estandar de
McFarland, seran necesarios 3 tubos
que contengan 2.5ml de agar Mueller-
Hinton.

Para la realizacion de la suspension de bacterias, se tomd6 una a una las cajas de
petri con la siembra de bacterias correspondiente y con la ayuda del mechero y un
asa bacteriologica, se tomo la primera muestra de bacterias y se deposité en el
primer tubo con agar M-H y se agitd hasta lograr homogenizar esta mezcla de
bacterias con el agar. Con la ayuda de un tubo de ensaye que nos proporciono el
Laboratorio Central del HGM y que se encuentra estandarizado a una densidad
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del 0.5 de Mc-Farland se calcul6 la densidad para cada una de las suspensiones

de bacterias.

— R § "

Posterior a la preparacion del agar en cada uno de los tubos a emplear y las
suspensiones de bacterias, iniciamos separando al azar, nueve de los tubos
preparados para la prueba con el fin de mantenerlos libres de la contaminacion
bacteriana que sera producida para la investigacion. Posterior a esto, se tomaron
al azar uno a uno hasta llegar a ocho los tubos de ensaye para la primera fase,

siendo estos

a los que se les agregara la primera sustancia que sera el

hipoclorito de sodio que diluimos en serie de la siguiente forma:

1. Tomamos el primer tubo con 2.5 ml de Agar M-H y le agregamos 2.5 ml de
NaOCI al 13%, por lo tanto de esta primera dilucién obtenemos un caldo de
cultivo que contendra NaOCI al 6.5%.

2. Tomamos un segundo tubo con 2.5 ml de Agar M-H y le agregamos 2.5 ml
del caldo contenido en el Tubo1, de esta dilucion obtenemos caldo de
cultivo que contena NaOCI al 3.25%.

3. Repetimos el paso dos, con un tercer tubo, diluyendo ahora nuestro caldo
de cultivo que contiene NaOCI al 1.62%.

4. Se realiz6 exactamente lo mismo para los tubos 4, 5, 6, 7 y 8, quedando
como resultado diluciones de la siguiente forma:

TUBO

CONCENTRACION DE HIPOCLORITO DE SODIO

6.5%

3.25%

1.62%

0.81%

0.40%

0.20%

0.10%

0NN WN =

0.05%

18



Comparacion de la efectividad bactericida de tres sustancias: Hipoclorito
de Sodio, Clorhexidina y Tebodont (Melaleuca Alternifolia) contra
microorganismos responsables del fracaso en el tratamiento
endodéntico

A continuacion se explica de forma detallada el procedimiento de diluciéon en
cada uno de los tubos:

e e

Naqcl al 13% <imem
2.5ml de Agar M-H

lll!!!!!

MNz0OC MaCCl MaOCl Ma0C] NaoCl NaOCl MaCl MaCCl
6. 5% 3.25% 1.62% 0.81% 0.4% 0.2% 0.1% 0.05%

Este procedimiento de agregar el hipoclorito de sodio se realizé tres veces con
cada una de las concentraciones de hipoclorito de sodio, del modo en que nos
queden al final 24 tubos con el hipoclorito. Es importante que en cada movimiento
realizado, los tubos vayan marcandose con la concentracion de hipoclorito
empleada y vayan colocandose en orden en una rejilla, es decir, emplearemos tres
rejillas en donde se colocaran de la siguiente forma:

NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI
al al al al al al al Al
6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05%

(X 3 rejillas)

24 TUBOS

Para la siguiente sustancia, se emplearon exactamente la misma cantidad de
tubos con agar (8), solo que en este caso empleamos el Gluconato de
Clorhexidina, en donde se diluyé del mismo modo que el hipoclorito de sodio, ya
que esta se encuentra de inicio en una concentracion del 20%. Al diluir la
clorhexidina, obtuvimos las siguientes concentraciones:
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TUBO CONCENTRACION DE GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA
10%
5%
2.5%
1.25%
0.62%
0.31%
0.15%
0.07%

ONOAARWNI—=

Este procedimiento de agregar el Gluconato de Clorhexidina se realiza tres veces
con cada una de las concentraciones de Clorhexidina, del modo en que nos
queden al final 24 tubos con esta. En cada movimiento realizado, los tubos fueron
marcandose con la concentraciéon de Clorhexidina empleada y se colocaron en
orden en las mismas rejillas en donde se colocaron los de Hipoclorito de Sodio, es
decir, se colocaron de la siguiente forma:

NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI
al al al al al al al Al
6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05%
CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX
10% 5% 2.5% | 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07%

(X 3 rejillas)
AHORA TENEMOS 48 TUBOS

En el momento en que se realizaron las diluciones con clorhexidina presenciamos
un pequeno problema, que consistid en que el agar en combinacion con el
Digluconato de Clorhexidina se precipitd, condicion que no debe existir para su
observaciéon posteriormente. Pero se continud con las diluciones correspondientes
al Tebodont, esperando una sedimentacion u homogenizacion de la mezcla de
sustancias.

Ya para terminar con la situacion de las sustancias utilizamos el aceite esencial de
arbol del té (Melaleuca Alternifolia) conocido comercialmente como Tebodont,
ahora utilizamos 8 tubos con agar, en donde se repitié el procedimiento de las
diluciones al igual que con el hipoclorito de sodio y la clorhexidina, ahora con el
aceite esencial de arbol del té, ya que este se encuentra de inicio al 1.5%.
Terminando la primera serie de 8 tubos seguimos con otra serie de 8 y finalizamos
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con una tercera serie de 8 tubos, en donde quedaron las siguientes
concentraciones:

TUBO CONCENTRACION DE ACEITE DE ARBOL DEL TE
0.75%
0.37%
0.18%
0.09%
0.04%
0.02%
0.01%
0.005%

ONONNPRWN -

Este procedimiento con aceite de arbol del té, al igual que con las otras dos
sustancias al final quedaron 24 tubos con aceite de arbol del té. Es importante
que en cada movimiento realizado, los tubos se han marcando con la
concentracion de aceite de arbol del t¢ empleada y se colocaron en orden en las
mismas rejillas en donde se colocaron los de Hipoclorito de Sodio y los de
Clorhexidina, es decir, de la siguiente forma:

NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOClI | NaOCI
6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05%
CHX | CHX | CHX | CHX | CHX | CHX | CHX CHX
10% 5% 2.5% | 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07%
TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO

0.75% | 0.37% | 0.18% | 0.09% | 0.04% | 0.02% | 0.01% | 0.005%
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De modo que ahora en cada una de las tres rejillas con tubos tenemos 24 tubos.
En este momento, se coloca un tubo con agar al final de cada una de las filas de
tubos en las rejillas, esto antes de las concentraciones mas bajas de las
sustancias diluidas empleadas, ahora habra 27 tubos por rejilla.

Tomamos la primera rejilla a la cual llamaremos rejilla 1. Con los tubos ya con
agar y las sustancias antimicrobianas entonces realizamos la inoculacién en
cada uno de los tubos con la primera suspension bacteriana a emplear, en este
caso al Enterococcus Fecalis, que @ tomando en cuenta que se encuentra
estandarizada en una concentracién de 1 x 10 ® UFC/ml y que el inoculo no
debera exceder al 10% del volumen del receptaculo, es decir, solo se coloca 0.1
ml de la suspension bacteriana a cada tubo.

Cambiaremos ahora a la rejilla 2, en donde del mismo modo, utilizamos como
agente inoculador al Staphylococcus Aureus 1 x 10 8 UFC/ml en cada uno de los
tubos de ensaye, mientras que de la misma manera realizamos el procedimiento
en la rejilla 3 pero ahora utilizando a la Candida Albicans 1 x 10 8 UFC/ml como
inoculador.

Finalmente tomamos los nueve tubos que separamos al inicio y que no contienen
nada mas que el agar Mueller-Hinton y los colocaremos al inicio de cada una de
las filas de tubos de cada rejilla quedando entonces 30 tubos en cada una del
siguiente modo:

L
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Tubo NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCl | NaOcCI Tubo
solo con al al al al al al al al inoculado

agar 6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05%

Tubo CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX Tubo
solo con 10% 5% 2.5% 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07% inoculado

agar

Tubo TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO Tubo
solocon | 0.75% | 0.37% | 0.18% | 0.09% | 0.04% | 0.02% | 0.01% | 0.005% | inoculado

agar

Ahora tomamos cada una de las rejillas y las metimos a la estufa de incubacién a
35° C con la finalidad de revisar los cultivos al cabo de 24 horas, los resultados
se anotaran en la bitacora, ademas del registro fotografico para cada uno de los
cultivos. Al final del periodo de incubacién los tubos se examinaran visualmente
controlando la turbidez. La turbidez nos indicara el crecimiento obtenido para cada
uno de los tubos y es de esta en donde nos basaremos para determinar el
crecimiento o la nulidad, que sera en el tubo en donde no exista turbidez en su
contenido. La observacion sera auxiliada por un espejo visor.

Los tubos fueron revisados uno a uno minuciosamente al cabo de 24 horas
posteriores a su inoculacion con la bacteria correspondiente, sin embargo desde el
momento de realizar las diluciones con Digluconato de Clorhexidina en cada uno
de los tubos observamos una leve precipitacion que se formaba cuando esta
contactaba con el agar Mueller-Hinton, por lo que en ese momento decidimos que
se realizaria la inoculacion con bacterias de igual modo y que estas entrarian a la
estufa al igual que los demas tubos y esperando que el precipitado desapareciera
al cabo del reposo de la sustancia. Sin embargo esta situacion no mejoro después
de las 24 horas de incubacion, por lo que decidimos que en ese momento se
realizaria una siembra masiva en cajas de petri con agar sangre y que el inoculo a
sembrar seria el contenido de cada uno de los tubos correspondientes a
Digluconato de Clorhexidina, de igual modo estas cajas fueron incubadas 24 horas
mas para su observacion.
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Observamos todos y cada uno de los tubos empleados para el estudio.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

PROCEDIMIENTO FECHA
Preparacion de los tubos con agar Mueller-Hinton, 26 Julio 2011
esterilizacion de estos y prueba de esterilidad de 9 tubos
al azar en estufa.
Dilucion de las sustancias, marcacion de los tubos e 27 Julio 2011
inoculacion de todos los tubos e inicio del periodo de
incubacion.
Salida de la estufa y observacion de cada uno de los 28 Julio 2011
tubos
Repeticiones y correcciones en el procedimiento 28 Julio 2011
Al
9 Agosto 2011
Analisis de resultados y realizacion de graficas de los Agosto 2011
mismos
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RESULTADOS

responsables

del

fracaso

en

el tratamiento

Cada uno de los resultados obtenidos por medio de la observacién de los tubos y
en el caso de las cajas petri con clorhexidina fue descrito en una tabla realizada
para la recolecciéon de los mismos datos. Los resultados obtenidos en tablas

fueron los siguientes:
Gradilla 1

Enterococcus fecalis:

25

Tubo solo | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI Tubo
conagar | 6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubo solo | CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX Tubo
conagar | 10% 5% 25% | 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubosolo | TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO Tubo
conagar | 0.75% | 0.37% | 0.18% | 0.09% | 0.04% | 0.02% | 0.01% | 0.005% | inoculado
- - + + + + + + + +
Gradilla 2
Staphylococccus aureus:

Tubo solo | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI Tubo
conagar | 6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubo solo | CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX Tubo
con agar 10% 5% 2.5% 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubosolo | TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO Tubo
conagar | 0.75% | 0.37% | 0.18% | 0.09% | 0.04% | 0.02% | 0.01% | 0.005% | inoculado

- - +

+

+
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Gradilla 3

Candida albicans:

Tubo solo | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI Tubo
conagar | 6.5% | 3.25% | 1.62% | 0.81% | 0.40% | 0.20% | 0.10% | 0.05% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubo solo | CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX CHX Tubo
conagar | 10% 5% 25% | 1.25% | 0.62% | 0.31% | 0.15% | 0.07% inoculado
- - - - - - - - - +

Tubosolo | TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO TTO Tubo
conagar | 0.75% | 0.37% | 0.18% | 0.09% | 0.04% | 0.02% | 0.01% | 0.005% | inoculado
- - - - + + + + + +

Estos mismos resultados se transfirieron a una base de datos y por medio del
programa PASW statistics se realizaron una serie de tablas y en base a estas se

realizaron graficos para facilitar su comprension:

La primera tabla nos muestra el numero total de tubos empleados, su distribucion
para el estudio de acuerdo a la sustancia que fue empleada en cada uno de ellos,
asi como su ubicacion en cada una de las gradillas y el porcentaje que represento
cada gradilla y grupo de tubos en el estudio, la grafica que se muestra a
continuacion de la tabla demuestra los datos de esta.
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Sustancia
NaOCI | Clorhexidina | Tebodont [ Ninguna Total

Gradilla Gradilla1 Recuento 8 8 8 6 30
% del total 8.9% 8.9% 8.9% 6.7% 33.3%

Gradilla2 Recuento 8 8 8 6 30

% del total 8.9% 8.9% 8.9% 6.7% 33.3%

Gradilla 3 Recuento 8 8 8 6 30

% del total 8.9% 8.9% 8.9% 6.7% 33.3%

Total Recuento 24 24 24 18 90
% del total 26.7% 26.7% 26.7% 20.0% | 100.0%

Distribucion de los tubo

Gradilla3

Gradilla 2

Gradillal

Distribucion de los tubos en porcentaje
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8Se realizdé una division de los tubos, de acuerdo a los resultados obtenidos en
cada uno, en donde se mostro si existi6 o no desarrollo con cada una de las
bacterias utilizadas para la inoculacion, los resultados para cada uno de los grupos
se encuentran representados en las siguientes tablas:

Grupo 1: Hipoclorito de Sodio

Recuento
Resultados obtenidos al inocular
con bacterias

sin desarrollo con desarrollo Total

Bactiﬁgacjgg c!aecll?jbze ha Enterococcus Fecallis 8 0 8

Staphylococcus Aureus 8 0 8

Candida Albicans 8 0 8

Total 24 0 24

Grupo 1: Hipoclorito de Sodio

g -
7 -
6 -
w 5 A
§ .
= o3 - M sin desarrollo
2 A i con desarrollo
1 -
0 T T 1
Enterococcus Staphylococcus Candida Albicans
Fecalis Aureus

Bacterias
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Grupo 2: Digluconato de Clorhexidina

i condesarrollo

Recuento
Resultados obtenidos al inocular
con bacterias
sin crecimiento | con crecimiento Total
Iﬁiiﬁgz : 2thb?,ue se ha Enterococcus Fecallis 8 0 8
Staphylococcus Aureus 8 0 8
Candida Albicans 8 0 8
Total 24 0 24
Grupo 2: Digluconato de Clorhexidina
8
7
6
w 5
[=]
S 4
F o3 M sin desarrollo
2
1
0]

Enterococcus Staphylococcus Candida Albicans
Fecalis Aureus

Bacteria
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Grupo 3: Tebodont

Recuento
Resultados obtenidos al inocular
con bacterias
sin desarrollo con desarrollo Total
|Bacteria con la que se ha .
inoculado el tubo Enterococcus Fecallis 1 7 8
Staphylococcus Aureus 1 7 8
Candida Albicans 3 5 8
Total 5 19 24
Grupo 3: Tebodont
___J ey
T -

Tubos
[ T S S N TS T N ¥ B = N
1

M sin desarrollo

. condesarrollo

Enterococcus Staphylococcus  Candida Albicans
Fecalis Aureus

Bacterias
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En la siguiente tabla se muestra el recuento del total de los tubos empleados y el
desarrollo de bacterias en cada uno de acuerdo a la sustancia empleada vy el
porcentaje del total que cada uno representa:

Desarrollo
+ - Total

Sustancia NaOCI Recuento 0 24 24
% del total .0% 26.7% 26.7%

Clorhexidina Recuento 0 24 24

% del total .0% 26.7% 26.7%

Tebodont Recuento 17 7 24

% del total 18.9% 7.8% 26.7%

Ninguna Recuento 9 9 18

% del total 10.0% 10.0% 20.0%

Total Recuento 26 64 90
% del total 28.9% 71.1% 100.0%

Tubos

Desarrollo de bacterias

NaQCl Clorhexidina Tebodont Ninguna

Sustancia empleada
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En la tabla a continuacion muestra el desarrollo de bacterias de acuerdo a la
bacteria inoculada y el porcentaje que el desarrollo representa del total de 90
tubos.

Desarrollo
+ - Total

Bacteria Inoculada Enterococcus Fecallis Recuento 9 18 27
% del total 10.0% 20.0% 30.0%

Staphylococcus Aureus Recuento 9 18 27

% del total 10.0% 20.0% 30.0%

Candida Albicans Recuento 8 19 27

% del total 8.9% 21.1% 30.0%

Ninguna Recuento 0 9 9

% del total .0% 10.0% 10.0%

Total Recuento 26 64 90
% del total 28.9% 71.1% 100.0%

Desarrollo de acuerdo a la bacteria inoculada

20 A
18 -
16 -
14 -
12 -

Tubos
=
o

O =00
1

Enterococcus Staphylococcus Candida Albicans Ninguna
Fecallis Aureus

Bacteriaempleada
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ANALISIS DE RESULTADOS

El Tebodont en su presentacién en colutorio viene a una concentracion del 1.5%,
en este estudio pudimos observar la concentracion minima inhibitoria (CMI) que se
requiere con cada una de las bacterias empleadas, en donde se establecié que la
CMI quedod: 0.75% para Enterococcus Fecalis, 0.75% para Staphylococcus Aureus
y 0.18% para Candida Albicans.

En el caso del Hipoclorito de Sodio, no se presento desarrollo microbiologico en
ninguno de los tubos que contenian al NaOCI en concentraciones del 0.05% y
hasta el 6.5%.

En el caso del Digluconato de Clorhexidina, no se presenté desarrollo
microbiolégico en ninguno de los tubos que contenian a la Clorhexidina en
concentraciones del 0.07% y hasta el 10%.

Se realizé una prueba estadistica que consistié en una prueba de Chi? con un
alfa de 0.05, lo cual nos indica un nivel de confianza del 95%, a 2 grados de
libertad, en donde el valor obtenido de Chi® fue de 19.02 y en donde el valor de
Chi? en tablas es de 0.999925. Se concluye que la diferencia es significativa y por
lo tanto se desacredita a la Hipotesis Nula.
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DISCUSION

Segun los resultados obtenidos dentro de la bibliografia consultada previamente
para la realizacion de este estudio, la Melaleuca Alternifolia o aceite de arbol del té
contenido como la sustancia activa de Tebodont tiene propiedades antisépticas y
antifungicas, en casos en donde dicho aceite esencial se ha utilizado en
infecciones dermatoldgicas, el tratamiento de acné, pie de atleta, reacciones
alérgicas en la piel, mal aliento, caspa, eliminacion de placa dentobacteriana,
gingivitis, infecciones oculares, infecciones genitales por Herpes, erradicacion de
piojos, infecciones persistentes por Staphylococcus aureus , candidiasis oral e
infecciones vaginales, sin dejar de mencionar su uso como purificador de aire ya
que este aceite es comercial con la finalidad de agregarse a nebulizadores.

A todo lo anterior, puedo ahora agregar que este aceite esencial, presente en
Tebodont de manera comercial, es util para la erradicacion de bacterias
persistentes en los conductos pulpares y que puede emplearse como irrigante
durante el tratamiento endoddntico, sin quitar el mérito al Hipoclorito de sodio que
es el irrigante por excelencia, pero que no es biocompatible. Sin embargo
debemos tomar de cuenta que el uso de Tebodont como irrigante durante el
tratamiento endoddntico debe ser directamente a la concentracion contenida en el
envase, ya que en casos en donde se utilizé a concentraciones mas bajas no tuvo
buenos resultados, aunque se haya logrado la ausencia de desarrollo de
Enterococcus Fecallis que es el microorganismo con mayor presencia en el
fracaso de los tratamientos pulpares.

Con lo que respecta al Hipoclorito de Sodio y a la Clorhexidina solo se confirma su
efectividad como irrigantes durante el tratamiento endodoéntico y que el Tebodont
no es un sustituto de ninguna de las anteriores, sin embargo este es una opcion
mas para utilizarse como irrigante, aunque considerando el costo que es muy
similar al de la Clorhexidina solo que tenemos una opcion en cuanto a pacientes
que pudiesen ser hipersensibles a esta y una opcion mas en cuanto a la sustancia
a emplear en el tratamiento de conductos.
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CONCLUSIONES

El Tebodont si tiene efectos bactericidas y antifungicos solo en la concentracién en
la que se presenta contenido en su envase.

El Hipoclorito de Sodio sigue siendo el irrigante mas eficaz durante el tratamiento
de conductos y como se ha recomendado en una concentracion del 2.5%, aunque
en este estudio hayamos tenido inhibicion desde el 0.05%.

El Digluconato de Clorhexidina es un irrigante eficaz durante el tratamiento
endodontico y ademas biocompatible en casos con fracturas y apices abiertos, en
una concentracion recomendada del 0.2% y demostrada en este estudio su
efectividad hasta en una concentracién del 0.07%.

Se concluye que a pesar de la efectividad demostrada del Tebodont contra el
Hipoclorito de Sodio y el Digluconato de Clorhexidina, el Hipoclorito de Sodio sigue
siendo el irrigante por excelencia ya que el costo de Tebodont es igual o mayor
que el de la Clorhexidina, sin embargo es una opcién como agente irrigante en
casos en donde existen apices abiertos, fracturas y en pacientes que puedan
resultar hipersensibles al Digluconato de Clorhexidina.
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