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GLOSARIO 

 

Mammea americana: es un árbol de hasta 20m de altura del bosque húmedo 

tropical. Su distribución original era a través de la las Antillas y América del Sur, 

sus frutos comestibles son llamados zapote domingo. 

 

Enterococcus faecalis: bacteria gram-positiva inmóvil anaerobia facultativa cuyo 

habitad natural es el tracto gastrointestinal, existiendo evidencia de su persistencia 

en el sistema de conductos radiculares, altamente resistente a los antibióticos, 

puede vivir en ambientes con PH alcalino de 9.6. 

 

Fusubacterium Nucleatum: bacteria gram-negativa anaerobia de aspecto 

filamentoso, es una de las causantes de la enfermedad periodontal, se encuentra 

ubicada en numerosas partes del tracto gastrointestinal. 

 

Concentración mínima inhibitoria (CMI): mínima concentración del agente 

antibacteriano que inhibe la multiplicación y producción de crecimiento de una 

cepa bacteriana. 

 

Concentración mínima bactericida (CMB): concentración minina a la cual el 

extracto destruye la bacteria. 
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RESUMEN 

 

Antecedentes: la irrigación del conducto radicular juega un papel primordial en el 

tratamiento endodóncico, es por esto que el aumento constante de la resistencia 

de los microorganismos y el efecto causado por los irrigantes sintéticos ha 

desplazado la investigación al desarrollo de alternativas a base de compuestos 

naturales, entre estos Mammea Americanas obre la cual se presume de efectos 

antibacterianos. 

Objetivo: evaluar in vitro el efecto antibacteriano de los  extractos etanólicos y 

oleoso de Mammea americana sobre cepas de E.faecalis y F. nucleatum. 

Materiales y Métodos: se realizó un estudio experimental in vitro en el cual se 

obtuvieron los extractos etanólicos y oleoso de semillas  maceradas y roto 

evaporadas de Mammea americana y se evaluó su efecto antimicrobiano sobre 

cultivos de cepas de E.faecalis y F. nucleatum por medio de dilución en agar 

medidos con densidad óptica sobre pozos en espectrofotómetro.  

Resultados: se encontró que tanto el E. faecalis  como el F. nucleatum son 

sensibles a la fase etanólica del extracto a  500 ppm y hasta 250 ppm 

respectivamente, en cuanto a la fase oleosa son sensibles a 500 ppm, basados en 

estos resultados se obtuvo la concentración mínima inhibitoria (CMI) para el E. 

faecalis hasta 250 ppm de ambos extractos mientras que para el F. nucleatum 

hasta 125 ppm fase etanólica y 62.5 ppm para la fase oleosa.  
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Conclusiones: el extracto oleoso de semillas de Mammea americana mostro 

mayor actividad antimicrobiana frente a F. nucleatum, para E.faecalis ambos 

extractos evidenciaron actividad bacteriostática. 

 

Palabras claves: Mammea Americana, Endodoncia; Enterococcus faecalis, 

Fusobacterium nucleatum; hipoclorito de sodio. (DECS) 
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INTRODUCCIÓN 

 

La evidencia científica ha establecido claramente la participación de los 

microorganismos y sus productos en el desarrollo de las patologías pulpares y 

periapicales en endodoncia. La periodontitis apical persistente por ejemplo, se 

origina cuando la terapia endodóncica per se no elimina adecuadamente la 

infección intrarradicular1. 

Actualmente la microbiología bucal está atravesando un período de cambios, 

donde se deja atrás la era de cultivos bacterianos para adentrarse en métodos y 

técnicas genéticas moleculares, mediante la cuales se han podido detectar e 

identificar numerosas especies de microorganismos que no son cultivables y que 

tienen un papel fundamental en el desarrollo de las infecciones endodóncicas, 

bien sea primarias o persistentes2. 

Una de estas bacterias es el Enterococcus Faecalis, microorganismo 

preponderante en las infecciones endodóncicas persistentes, el cual gracias a sus 

características fenotípicas y microbiológicas particulares es capaz de sobrevivir en 

medios ambientes extremos, con poca cantidad de oxígeno y nutrientes, así como 

                                            
1
 DOMENICO RICUCCI, MD, DDS, AND JOSE´ F. SIQUEIRA, Jr., Biofilms and Apical 

Periodontitis: Study of Prevalence and Association with Clinical and Histopathologic Findings 
Journal of Endodontics 2010 Aug;36(8):1277-88. 
2
 GIORGOS N. TZANETAKIS, DDS, MSC, , ANDREA M. AZCARATE-PERIL, PHD, SOPHIA 

ZACHAKI, BSC, MSC, PHD, PANOS PANOPOULOS, DDS, ODONT DR, EVANGELOS G. 
KONTAKIOTIS, DDS, PHD, PHOEBUS N. MADIANOS, DDS, MSC, PHD, AND KIMON DIVARIS, 
DDS, PhD6. Comparison of Bacterial Community Composition of Primary and Persistent 
Endodontic Infections Using Pyrosequencing. Journal of Endodontics. 2015 August ; 41(8): 1226–
1233. 
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también es capaz de formar biopelículas entre microorganismos de su misma 

especie o con otros microorganismos y de sobrevivir frente a protocolos de 

irrigación, medicaciones intraconducto y materiales de obturación. Por su parte el 

F. nucleatum se ha encontrado hasta en 27% de la población de bacterias en una 

lesión endodóncica3 4. Por todas estas características presentes en E. faecalis y F. 

nucleatum y por la necesidad de cumplir con el objetivo biológico principal de la 

terapia endodóntica, es decir, la eliminación de la infección o la prevención de la 

misma, es importante conocer la acción, ventajas y desventajas de cada 

medicamento intraconducto, irrigante o material de obturación sobre estos  

microorganismos, así como también crear nuevas soluciones irrigantes a base de 

plantas medicinales para complementar la acción de los irrigantes ya conocidos. 

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo principal del presente estudio fue 

evaluar in vitro el efecto antibacteriano  de las fases oleosa y etanólica del extracto 

de semillas de Mammea americana sobre cepas de E .faecalis y F. nucleatum. 

 

 

 

 

 

                                            
3 ZHANG C, HOU BX, ZHAO HY, SUN Z. Microbial diversity in failed endodontic root-filled teeth. 

Chinese medical journal. 2012 Mar; 125(6):1163-8. 
4
 ALVARADO-CÁRDENAS G H-SS, RUEDA-GORDILLO F, AGUILAR-OROZCO N. Identificación 

molecular de Fusobacterium nucleatum en conductos radiculares necróticos de dientes con 
periodontitis apical crónica. Revista odontológica latinoamericana. 2011;3(1):7-10. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Lograr el éxito predecible a largo plazo del tratamiento de conductos radiculares 

(TCR) requiere de un minucioso desbridamiento y desinfección de los mismos5.  

Es importante tener en cuenta que una adecuada instrumentación químico-

mecánica elimina la mayoría de bacterias y residuos de pulpa necrótica presentes 

en el sistema de conductos radiculares (SCR); sin embargo esto no siempre se 

logra por completo debido a la compleja anatomía y limitación en el acceso al 

canal radicular por los instrumentos e irrigantes así, la persistencia de infección 

endodóncica podría estar relacionada con la retención de microorganismos en los 

túbulos dentinales6 

Por lo anteriormente expuesto, se considera que uno de los pasos fundamentales 

en el proceso de instrumentación es la irrigación.  En este sentido, la sustancia 

más usada es el hipoclorito de sodio (NaOCl) para  la limpieza y desinfección de 

los conductos radiculares7, ya que presenta características y propiedades 

específicas (químicas y físicas)8 9 10 para ambientar y eliminar los  

                                            
5
 YUE L. Problem solving in endodontic diseases: XII. Crucial factors in preparation of root canal 

system (II): irrigation and disinfection in endodontics Chinese journal of stomatology. 2012 
Jan;47(1):57-60. 
6
 VIEIRA AR, SIQUEIRA JF, JR., RICUCCI D, LOPES WS. Dentinal tubule infection as the cause of 

recurrent disease and late endodontic treatment failure: a case report. Journal of endodontics. 2012 
Feb;38(2):250-4.. 
7
 EVENTOV VL, ANDRIANOVA M, KUKAEVA EA. Detoxication and disinfection by sodium 

hypochlorite. Meditsinskaia tekhnika. 1998 Nov-Dec (6):36-9.  
8 ROSSI-FEDELE G, PRICHARD JW, STEIER L, DE FIGUEIREDO JA. The effect of surface 

tension reduction on the clinical performance of sodium hypochlorite in endodontics .International 
endodontic journal. 2013  Jun;46(6):492-8 
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microorganismos presentes en el SCR, pero también presenta algunas 

características poco deseables; por ejemplo: produce toxicidad a nivel tisular11 12, 

potencial alergénico, sabor desagradable; además algunos estudios demostraron  

que NaOCl en concentraciones al 2,5% y por debajo de esta tiene una menor 

actividad antibacteriana contra el E. facecalis que la clorhexidina al 2%13, otro de 

los irrigantes usados, la cual se une a la pared bacteriana, aumentando su 

permeabilidad, perfora la membrana y precipita los componentes intracelulares. La 

ventaja de la clorhexidina sobre otros componentes es la capacidad para unirse 

fuertemente a  muchos sitios de la cavidad oral, a esto se le denomina 

sustantividad y es esta propiedad la que le permite ejercer su función de manera 

que se produce un mecanismo de liberación sostenida manteniendo una acción 

antibacteriana que limita la proliferación bacteriana, una vez adherida en la 

superficie se libera durante un período de tiempo que oscila entre las 8 y 10 horas, 

aunque pueden detectarse bajas concentraciones después de 24 horas14¸otras 

características no tan favorables son  la pigmentación,  el costo y que no se debe 

                                                                                                                                     
9
 MOHAMMADI Z, SHALAVI S. Antimicrobial activity of sodium hypochlorite in endodontics. Journal 

of the Massachusetts Dental Society. 2013 Spring; 62(1):28-31.. 
10

 GIARDINO L, AMBU E, BECCE C, RIMONDINI L, MORRA M. Surface tension comparison of 
four common root canal irrigants and two new irrigants containing antibiotic. Journal of endodontics. 
2006 Nov; 32(11):1091-3 
11

 DRISCOLL CO, DOWKER SE, ANDERSON P, WILSON RM, GULABIVALA K. Effects of sodium 
hypochlorite solution on root dentine composition. J Mater Sci Mater Med. 2002 Feb;13(2):219-23. 
12

 MEHDIPOUR O, KLEIER DJ, AVERBACH RE. Anatomy of sodium hypochlorite  accidents. 
Compendium  of continuing education in dentistry. 2007 Oct; 28(10):544-6, 8, 50.. 
13

 FERGUSON DB, MARLEY JT, HARTWELL GR. The effect of chlorhexidine gluconate as an 
endodontic irrigant on the apical seal: long-term results. Journal of endodontics. 2003 Feb;29(2):91- 
4. 
14

 MOHAMMADI Z, ABBOTT PV. The properties and applications of chlorhexidine in 
endodontics.International endodontic journal. 2009 Apr;42(4):288-302.. 
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combinar con el NaOCl15.Otro aspecto muy importante a tener en cuenta es el 

hecho de la resistencia que ha mostrado E faecalis a NaOCl16.  Una alternativa 

para controlar estos efectos  es la utilización de irrigantes a base de compuestos 

naturales, entre ellos plantas medicinales17 18 19. 

 

Las soluciones irrigantes juegan un papel muy importante en la limpieza y 

desinfección del canal radicular, ya que junto a una  buena preparación 

biomecánica favorece una  óptima limpieza y desinfección del SCR20. La potente 

actividad antimicrobiana, la disolución de tejido pulpar sin riesgos sistémicos, 

reduciendo la fricción del instrumento durante la preparación mecánica, la 

disponibilidad y el costo, son algunas de las características que hacen del 

hipoclorito de sodio el irrigante más ampliamente aceptado como irrigante   para el 

sistema de conductos radiculares (SCR) a pesar de sus desventajas  ; desde los 

                                            
15

 ROSSI-FEDELE G, DOGRAMACI EJ, GUASTALLI AR, STEIER L, DE FIGUEIREDO JA. 
Antagonistic interactions between sodium hypochlorite, chlorhexidine, EDTA, and citric acid. 
Journal of endodontics. 2012 Apr; 38(4):426-31 
16

 ABDULHAKIM SULIMAN AL-BADAH A ASSI, C, ALI A. AL-SALAMAHB, SHEBL SALAH S.  
Ibrahimd. Clonal diversity and antimicrobial resistance of Enterococcus faecalis isolated from 
endodontic infections. Electronic Journal of Biotechnology.2015;18:175-80. 
17

 VINOTHKUMAR TS, RUBIN MI, BALAJI L, KANDASWAMY D. In vitro evaluation of five different 
herbal extracts as an antimicrobial endodontic irrigant using real time quantitative polymerase chain 
reaction. Journal of conservative dentistry : JCD. 2013 Mar;16(2):167-70.. 
18

 JAYAHARI NK, NIRANJAN NT, KANAPARTHY A. The efficacy of passion fruit juice as an 
endodontic irrigant compared with sodium hypochlorite solution: an in vitro study. Journal of 
investigative and clinical dentistry. 2014 May;5(2):154-60.. 
19

 MURRAY PE, FARBER RM, NAMEROW KN, KUTTLER S, GARCIA-GODOY F. Evaluation of 
Morinda citrifolia as an endodontic irrigant. Journal of endodontics. 2008 Jan;34(1):66-70 
20

 GOOD M, EL KI, HUSSEY DL. Endodontic 'solutions' part 1: a literature review on the use of 
endodontic lubricants, irrigants and medicaments. Dental update. 2012 May;39(4):239-40, 42-4, 46 
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inicios de su utilización reportado por Walker en 1991,  principalmente como 

agente antimicrobiano potente y disolvente eficaz de tejido pulpar y necrótico21 

 

Existe la necesidad de crear agentes antibacterianos  que a su vez ejerzan un 

mínimo efecto irritante en los tejidos periapicales22.Los estudios farmacológicos 

reconocen el valor de las plantas medicinales como fuente potencial de 

compuestos bioactivos; el aumento constante de las cepas resistentes a los 

antibióticos23 y de los efectos secundarios causados por las drogas sintéticas han 

llevado a los investigadores a buscar alternativas herbarias. En este sentido, 

diversos extractos de plantas naturales tienen efectos terapéuticos 

antimicrobianos y sugieren la posibilidad de ser utilizados como irrigante 

endodóntico. Así, los productos naturales derivados de plantas, representan una 

rica fuente de compuestos antimicrobianos y algunos se han incorporado a la 

higiene oral. 

 

Es por eso que actualmente se realizan estudios con extractos de plantas 

medicinales para encontrar un irrigante  que sea capaz de eliminar  o que tenga 

efectos antimicrobianos contra los microorganismos característicos de las 

                                            
21

 WALKER TL, DEL RIO CE. Histological evaluation of ultrasonic debridement comparing sodium 
hypochlorite and water.Journal of endodontics. 1991 Feb;17(2):66-71. 
22

 BARNHART BD, CHUANG A, LUCCA JJ, ROBERTS S, LIEWEHR F, JOYCE AP. An in vitro 
evaluation of the cytotoxicity of various endodontic irrigants on human gingival fibroblasts. Journal 
of endodontics. 2005 Aug;31(8):613-5 
23

 ROSALINE H, KANDASWAMY D, GOGULNATH D, RUBIN M. Influence of various herbal 
irrigants as a final rinse on the adherence of Enterococcus faecalis by fluorescence confocal laser 
scanning microscope. Journal of conservative dentistry : JCD. 2013 Jul; 16(4):352-5.. 
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patologías endodóncicas24 25, que presente mayor biocompatibilidad  con los 

tejidos periapicales, sabor agradable, menor capacidad de producir respuestas 

alérgicas en los pacientes con un impacto ambiental mínimo; uno de ellos es la 

Mammea Americana26. En el año 2011 Lin Du y colaboradores, estudiaron 

moléculas antitumorales naturales en Mammea Americana, encontraron 

cumarinas presentes en la planta capaces de inhibir la activación de HIF-1 (factor 

inducible por hipoxia-1) en células de mama y tumor de próstata humanos. 

 

Así poniendo de manifiesto la presente evidencia científica surgió la pregunta de 

investigación ¿Cuál es el efecto antibacteriano del extracto se semillas de 

Mammea americana sobre cepas de E. faecalis y F. nucleatum? 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
24

 MATHEW J, PATHROSE S, KOTTOOR J, KARATHTHODIYIL R, ALANI M, MATHEW J. 
Evaluation of an Indigenously Prepared Herbal Extract (EndoPam) as an Antimicrobial Endodontic 
Irrigant: An Ex Vivo Study. Journal of international oral health : JIOH. 2015 Jun;7(6):88-91 
25

GHONMODE WN, BALSARAF OD, TAMBE VH, SAUJANYA KP, PATIL AK, KAKDE DD. 
Comparison of the antibacterial efficiency of neem leaf extracts, grape seed extracts and 3% 
sodium hypochlorite against E. feacalis - An in vitro study. Journal of international oral health : 
JIOH. 2013 Dec;5( 6):61-6. 
26

 HERRERA  A , FRANCO L, FANG M. DIAZ A. Susceptibility of Porphyromonas  gingivalis and 
Streptococcus mutans to Antibacterial Effect from Mammea americana. Advances in 
Pharmacological Sciences.2014 apr. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Dado que uno de los pasos más importantes durante el tratamiento endodóncico 

es la desinfección del conducto radicular, es de suma relevancia las sustancias 

que para ello se utilizan27. 

 

El protocolo de irrigación consta de varias de estas sustancias con características 

y propiedades diferentes pero que usadas en un orden especifico se considera 

que dan como resultado un canal radicular en condiciones aceptables desde el 

punto de vista microbiológico apto para ser obturado y con buen pronóstico a 

mediano y largo plazo; pero la verdadera condición del conducto es totalmente 

diferente ya que bacterias como el E faecalis que es capaz de sobrevivir en 

condiciones extremas y penetrar espacios tan ínfimos como los túbulos dentinales 

a los cuales es muy difícil que lleguen los irrigantes causando reinfecciones y 

fracasos en el tratamiento28. 

 

Los irrigantes más usados para la eliminación de microorganismos son el 

hipoclorito de sodio en concentraciones que van desde el 1% al 5.25% y la 

clorhexidina al 2%; ambos con características excelentes como se ha mencionado 

                                            
27

 MARCIA CARNEIRO VALERA, FLÁVIA GOULART DA ROSA CARDOSO, ADRIANA CHUNG, 
ANA CLÁUDIA CARVALHO XAVIER, MARIANA DIEHL FIGUEIREDO, FREDERICO CANATO 
MARTINHO, AND RENATO MIOTTO PALO. Comparison of Different Irrigants in the Removal of 
Endotoxins and Cultivable Microorganisms from Infected Root Canals.  Scientific World Journal 
Volume 2015, Article ID 125636, 6 pages. 
28

 LUCIANO GIARDINO  , CARLOS ESTRELA  , LUIGI GENERALI  , ZAHED MOHAMMADI  , 
SAEED ASGARY . The in vitro Effect of Irrigants with Low Surface Tension on Enterococcus 
faecalis. Iran Endodontics Journal.  2015 July; 10(3): 174–178. 
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pero con desventajas tanto físicas como químicas, las cuales son el principal 

argumento para la búsqueda de nuevas alternativas29. 

 

Desde hace aproximadamente 10 años se viene presentando una nueva 

tendencia hacia el desarrollo de compuestos naturales a base de plantas 

medicinales los cuales podrían ofrecer  opción más biológica y mucho menos 

toxica ante los irrigantes usados actualmente30. 

Una de las plantas  con mayor importancia es la Mammea americana, la cual en la 

medicina popular ha incluido el tratamiento de las infecciones del cuero cabelludo, 

la diarrea y los problemas oculares y digestivos31. Los metabolitos secundarios 

derivados de su extracto, han sido objeto de investigaciones para determinar su 

actividad farmacológica. La literatura demuestra que el extracto aceitoso de esta 

planta medicinal tiene efectos antimicrobianos32 y se sugiere la posibilidad de ser 

usado como irrigante en el sistema de conductos radiculares debido a la amplia y 

soportada necesidad de encontrar alternativas que superen las conocidas 

dificultades como olor penetrante, producir reblandecimiento tisular, 

potencialmente tóxico o causante de pigmentaciones. 

                                            
29

 NAZANIN ZARGAR , OMID DIANAT  , MOHAMMAD ASNAASHARI  , MOJTABA GANJALI  , 
SAEEDE ZADSIRJANA. The Effect of Smear Layer on Antimicrobial Efficacy of Three Root Canal 
Irrigants. Iran Endodontic Journal. 2015 July; 10(3): 179–183. 
30

 DIVYA SAXENA, SUPARNA GANGULY SAHA, MAINAK KANTI SAHA, SANDEEP DUBEY, 
MARGIE KHATRI. An in vitro evaluation of antimicrobial activity of five herbal extracts and 
comparison of their activity with 2.5% sodium hypochlorite against Enterococcus faecalis. Indian 
Joournal of Dental Research.2015. 26 (5) 254-257. 
31

 MONTE MA. Perspectiva de la fitoterapia. Acta Farm Bonaerense. 1990;9(2):131- 9. 
32

 A.D. FRAME, E.R´IOS-OLIVARES, L.DE JES´US,D.ORTIZ, J. PAG´AN, AND S.M´ENDEZ, 
Plants from Puerto Rico with anti-Mycobacterium tuberculosis properties, Puerto Rico Health 
Sciences Journal 1998, vol. 17, no. 3, pp. 243–252. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano  de las fases oleosas y etanólicos del 

extracto de Mammea americana sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 

29212 y Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar el efecto antibacteriano de las dos fases del  extracto de 

Mammea Americana sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y 

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. 

 

 Comparar la actividad antimicrobiana de las dos fases del extracto de 

Mammea Americana sobre cepas Enterococcus faecalis ATCC 29212 y 

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. 

 

 Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de las dos fases del 

extracto de Mammea Americana sobre cepas de  Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 y Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. 
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 Determinar la concentración mínima bactericida (CMB) de las dos fases del 

extracto de Mammea Americana sobre cepas de Enterococcus faecalis 

ATCC 29212 y Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. 

 

 

 Identificar grupos de metabolitos secundarios de las dos fases del  extracto 

de Mammea Americana mediante análisis preliminar fitoquímico. 
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4. MARCO TEÓRICO 

La infección del espacio del SCR se produce con más frecuencia como resultado 

de una profunda lesión de caries. Las cavidades en la estructura de la corona que 

se extienden a la cámara pulpar pueden también ser identificadas como una causa 

de infección endodóncica33. 

El tratamiento del conducto radicular (TCR) consiste en una secuencia de pasos a 

saber: cavidad de acceso, preparación de los canales donde se incluye limpieza, 

desinfección y conformación y finalmente obturación, todos estos pasos son 

importantes para poder alcanzar el éxito en el tratamiento endodontico. No hay 

duda  que los microorganismos, ya sean remanentes en el conducto radicular 

después del tratamiento o recolonizando el conducto obturado, son la principal 

causa de los fracasos endodónticos. El objetivo primordial del tratamiento 

endodóntico debe ser optimizar la desinfección del conducto radicular y prevenir la 

reinfección34. 

Los principios asépticos como un correcto aislamiento y la desinfección coronal del 

diente a ser tratado, durante mucho tiempo han sido aceptados. Debido a 

la anatomía compleja de los sistemas radiculares, con sus múltiples 

ramificaciones35, la desinfección en dientes necróticos y los dientes 

                                            
33

 M. Z. Root canal irrigants. Journal of Endodontic. 2006;32:389-98. 
34

 M. Z Op. Cit. 
35

 VERTUCCI FJ. Root canal anatomy of the human permanent teeth. Oral surgery, oral medicine, 
and oral pathology. 1984 Nov;58(5):589-99. PubMed PMID: 6595621. 
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con tratamientos de conducto fallidos, es más compleja que en los casos de 

dientes vitales, tanto en la técnica como desde el  punto de vista microbiológico. 

Aunque existen modernas técnicas de instrumentación y se usan irrigantes 

efectivos, la eficacia antiséptica es parcial y temporaria ya que quedan bacterias 

que sobreviven  en los túbulos dentinales y canales radiculares laterales36. 

Los microorganismos una vez establecidos en el sistema de conductos 

radiculares, tienen más probabilidades de sobrevivir a la instrumentación quimio-

mecánica y la medicación del conducto radicular. En la cavidad oral existen más 

de 300 especies bacterianas que son reconocidas como componente de la 

microflora bucal, pero solo algunas pueden ser capaces de invadir el espacio 

pulpar, infectarlo, sobrevivir en él y en la zona perirradicular, la microflora 

endodóntica presenta un factor importante y es la baja disponibilidad de oxígeno 

en los conductos radiculares infectados, particularmente en la porción apical 

donde el bajo potencial de óxido-reducción en el tejido necrótico favorece el 

crecimiento de este tipo de bacterias; en particular  Enterococcus faecalis que es 

una bacteria anaerobia gram-positiva y es responsable del 80-90% de las 

infecciones por enterococos; por lo general es la única especie de Enterococcus 

aisladas de los tratamientos endodónticos fallidos37. Estos hechos indican que E. 

faecalis juega un papel esencial en el fracaso  de tratamientos de endodoncia. Se 

                                            
36

 PECIULIENE V, BALCIUNIENE I, ERIKSEN HM, HAAPASALO M. Isolation of Enterococcus 
faecalis in previously root-filled canals in a Lithuanian population. Journal of endodontics. 2000 
Oct;26(10):593-5. 
37

 PINHEIRO ET, GOMES BP, FERRAZ CC, SOUSA EL, TEIXEIRA FB, SOUZA-FILHO FJ. 
Microorganisms from canals of root-filled teeth with periapical lesions. International endodontic 
journal. 2003 Jan;36(1):1-11. 
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ha sugerido que la virulencia de E. faecalis puede ser debido a su resistencia a los 

medicamentos intracanales y su supervivencia en el canal de la raíz como un solo 

organismo sin el apoyo de otras bacterias3839; otro de los microorganismos 

frecuentemente aislados es el Fusobacterium nucleatum bacilo anaerobio estricto, 

gram negativo el cual ocupa un papel importante en las lesiones endodóncicas 

persistentes actuando principalmente en las periodontitis y abscesos periapicales40 

41. 

La irrigación debe ser realizada antes de la instrumentación para localizar y 

permeabilizar los canales, durante la instrumentación y después de la preparación 

biomecánica42 con lo cual se constituye en un paso constante durante el 

tratamiento y cuyo objetivo es el de disolver los restos vitales o necróticos, limpiar 

las paredes del canal, disolver bacterias y lubricar para facilitar la preparación 

mecánica. 

Históricamente un sin número de compuestos en solución acuosa han sido 

sugeridos como irrigantes de conductos, incluidas las sustancias inertes, como 

                                            
38

 SUNDQVIST G, FIGDOR D, PERSSON S, SJOGREN U. Microbiologic analysis of teeth with 
failed endodontic treatment and the outcome of conservative re-treatment. Oral surgery, oral 
medicine, oral pathology, oral radiology, and endodontics. 1998 Jan;85(1):86-93 
39

 PECIULIENE V, REYNAUD AH, BALCIUNIENE I, HAAPASALO M. Isolation of yeasts and 
enteric bacteria in root-filled teeth with chronic apical periodontitis. International endodontic journal. 
2001 Sep;34(6):429-34. 
4040

 FOUAD AF BJ, CAIMANO M, CLAWSON M, ZHU Q, CARVER R,,HAZLET K RJ. PCR-Based 
identificaion of bacteria associated with endodontic infecions. Journal Clinical of Microbyologic. 
2002;40(l):3223- 
41

 LANA M R-SA, STEHLING R, GARCIA G, SILVA B,, HAMDAN J NJ, CARVALHO M, FARIAS L. 
Microorganism isolated from root canals presenting necrotic pulp and their drug susceptibility in 
vitro. Oral microbiology and immunology.2001;16(2):100-5. 
42

 FERREIRA REA. Histological analysis of the cleaning  capacity of  niquel titanium rotatory 
intrumentation with ultrasonic irrigation in root canals. aust journal J. 2004;30(2):56-8. 
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cloruro de sodio (solución salina) o biocidas altamente tóxicos y alergénicos tales 

como los formaldehídos43. Sin embargo, la atención se centra en las soluciones de 

irrigación utilizadas actualmente. De esta forma  parece evidente que los irrigantes 

de los canales de la raíz idealmente deben: 

● Mostrar actividad antimicrobiana de amplio espectro y alta eficacia contra 

microorganismos anaerobios y facultativos organizadas en biofilms. 

● Disolver restos de tejido necróticos en la pulpa 

●Desactivar endotoxinas 

 

Además debido a que los irrigantes endodóncicos entran en contacto con tejidos 

vitales, deben ser sistémicamente no tóxicos, no cáusticos para los tejidos 

periodontales y tener bajo potencial para causar una reacción anafiláctica44. 

El hipoclorito de potasio fue la primera solución acuosa de cloro producida 

químicamente. En primer lugar, las soluciones de hipoclorito se utilizaron como 

agentes de blanqueamiento45. Posteriormente, el hipoclorito de sodio fue 

recomendado por Labarraque (1777-1850) para prevenir enfermedades 

infecciosas. Basado en los estudios de laboratorio controlados por Koch y Pasteur, 

                                            
43 GAMBARINI G, DE LUCA M. Chemical stability of heated sodium hypochlorite endodontic 
irrigants. Journal of  Endodontic. 1998; 24(6):432-4. 
 
44

 KAZEM ASHOFTEH YAZDI , MOHAMMAD SABETI, POORIYA MOTAHHARY , ALIREZA 
KOLAHDOUZAN , MOHSEN SHAYESTEH , NOUSHIN SHOKOUHINEJAD. Subcutaneous Tissue 
Responses to Three Endodontic Irrigants: A Comparative Study. Iran Endodontic Journal. 2012 
July; 7(3): 144–148. 
45

 M.LEONARDO Endodoncia :Tratamiento de conductos radiculares-principios técnicos y 
biológicos. Vol.1.p. 435 -476. 
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a continuación, el hipoclorito fue ganando una amplia aceptación como un 

desinfectante para el final del siglo XIX. En la Primera Guerra Mundial, el químico 

Henry Drysdale Dakin y el cirujano Alexis Carrel extendieron el uso de una 

solución de hipoclorito de sodio al 0,5% tamponado para la irrigación de las 

heridas infectadas, sobre la base de estudios meticulosos de Dakin en la eficacia 

de las diferentes soluciones sobre tejido necrótico infectado46. Junto a su amplio 

espectro, la eficacia bactericida no especifica en todos los microorganismos, las 

preparaciones de hipoclorito son esporicidas, virucidas y muestran muchos 

mayores efectos de disolución en tejido necrótico que en tejidos vitales47. Estas 

características impulsaron el uso del hipoclorito de sodio acuoso en endodoncia 

como el irrigante principal. Además, las soluciones de hipoclorito de sodio son 

económicas, fácilmente disponibles, y demuestran buena vida media.  

Existe mucha controversia sobre las diferentes concentraciones de las soluciones 

de hipoclorito que se utilizan en  endodoncia; como la solución de hipoclorito de 

sodio al 0,5% original de Dakin  fue diseñada para tratar heridas abiertas 

(quemaduras), se supuso que en el área confinada de un sistema de canal de la 

raíz, se deben usar concentraciones más altas, ya que sería más eficiente48. La 

eficacia antibacteriana y la capacidad de disolución de tejido del hipoclorito acuoso 
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 PAPEN F, BOLZANI L, RODRIGUEZ S, TANUMARU FILHO M. Efecto antimicrobiano 
de soluciones irrigadoras utilizadas en endodoncia. Rev.Estomatol Herediana 
2003;13(1-2): 9-11 
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 ESTRELA C, ESTRELA CR, BARBIN EL, SPANÓ JCE, MARCHESAN MA, PÉCORA JD. 
Mechanism of action of sodium hypochlorite. Braz Dent J. 2002;13(2):113-7. 
48

 SIQUEIRA JF, JR, BATISTA MM, FRAGA RC, DE UZEDA M. Antibacterial effects of endodontic 
irrigants on black-pigmented gram-negative anaerobes and facultative bacteria.J Endod. 
1998;24:414–6. 
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es una función de su concentración, pero también lo es su toxicidad. La mayoría 

de los profesionales usan el hipoclorito de sodio al 5,25%, sin embargo, se han 

reportado irritaciones graves cuando estas soluciones concentradas se extravasan 

a los tejidos periapicales durante la irrigación49 50  

La reducción de la microflora intracanal, por otra parte, no es mayor cuando se 

utiliza 5% de hipoclorito de sodio como un irrigante en comparación con el 

0,5%. Debe tenerse en cuenta que durante la irrigación, el hipoclorito llega 

constantemente al sistema de canales, así que la concentración de la solución no 

juega un papel decisivo, el cual se complementa con el volumen de la solución. 

Las áreas contaminadas pueden ser el resultado de la incapacidad de las 

soluciones para alcanzar físicamente estas zonas, en lugar de su concentración51. 

Un enfoque alternativo para mejorar la eficacia de irrigantes de hipoclorito en el 

sistema de conductos radiculares podría ser la de aumentar la temperatura de las 

soluciones de NaOCl, esto mejora su capacidad de disolución tejido inmediata52. 

                                            
49

 MEHDIPOUR O, KLEIER DJ, AVERBACH RE. Anatomy of sodium hypochlorite accidents. 
Compendium of continuing education in dentistry. 2007 Oct; 28(10):544-6, 8, 50. 
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 GERNHARDT CR, EPPENDORF K, KOZLOWSKI A, BRANDT M. Toxicity of concentrated 
sodium hypochlorite used as an endodontic irrigant. International endodontic journal. 2004 
Apr;37(4):272-80 
51

 RADCLIFFE, POTOURIDOU, QURESHI, HABAHBEH, QUALTROUGH, WORTHINGTON & 
DRUCKER. Antimicrobial activity of varying concentrations of sodium hypochlorite on the 
endodontic microorganisms Actinomyces israelii, A. naeslundii, Candida albicans and Enterococcus 
faecalis International Endodontic Journal, 2004, 37, 438–446. 
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  GULSAHI,  TIRALI,  CEHRELI, CEREN, KARAHAN,  UZUNOGLU,  SABUNCUOGLU. The 
effect of temperature and contact time of sodium hypochlorite on human roots infected with 
Enterococcus faecalis and Candida albicans. The Society of The Nippon Dental University, 2014 
Jan; 102(1):36-41. 
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Otro de los irrigantes utilizados comúnmente en endodoncia es la clorhexidina.  

Esta se desarrolló a finales de 1940, en odontología inicialmente se empleó a 

partir de 1970, gracias a los estudios realizados por Loe y Schiott se popularizó 

como enjuague bucal, capaz de inhibir la neoformación de placa y el desarrollo de 

la gingivitis53,54. En 1975, Baker y Cols. Consideraron el uso de la clorhexidina 

como irrigante en endodoncia55. En 1982, Delany y Cols. Concluyeron que la 

clorhexidina es un agente antibacteriano efectivo al utilizarse como irrigante 

durante la terapia endodóntica56. 

Las soluciones acuosas se recomiendan de 0,1 a 0,2% como enjuague bucal, 

mientras que  2% es la concentración de soluciones de irrigación del sistema de 

conductos radiculares que normalmente se refieren la literatura endodóncica57.  

A pesar de su utilidad como un irrigante final debido a su sustantividad, la 

clorhexidina no puede ser recomendada como el irrigante ideal, debido a que es 

incapaz de disolver restos de tejidos orgánicos58.  
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 INGLE J. Endodoncia. 3 Edición. Editorial Mac Graw Hill. Mexico.1993 
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  BAKER NA, ELEAZER PD, AVERBACH RE, SELTZER S. Scanning electron microscopic study 
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30 
 

Aunque el hipoclorito de sodio parece ser el irrigante más deseable en 

endodoncia, no puede disolver las partículas inorgánicas de dentina  

y por lo tanto prevenir la formación de una capa de barrillo dentinario durante la 

instrumentación59. Los agentes de desmineralización tales como el ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) y el ácido cítrico han sido recomendados como 

adyuvantes en la terapia de conducto radicular60. 

Muchas soluciones han sido consideradas como irrigantes endodóncicos, cada 

una con sus ventajas y desventajas, pero ninguna de estas ha logrado cumplir con 

todos los requisitos de un irrigante ideal. En  la actualidad y en contraposición con 

los avances alcanzados en la creación de nuevos medicamentos en el mundo, la 

utilización de la medicina natural, cobra cada vez más defensores y ejecutores, 

debido fundamentalmente a las formas naturales de curación y a la carencia de 

efectos secundarios de estas terapias.Las soluciones irrigantes comúnmente 

utilizadas tienen algunas características indeseables como toxicidad en tejidos, 

potencial alergénico y desagradable olor y sabor61. 

Estudios farmacológicos reconocen el valor de las plantas medicinales como 

fuente potencial de compuestos bioactivos. El aumento constante de las cepas 

resistentes a los antibióticos y de los efectos secundarios causados por las drogas 

                                            
59
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sintéticas han llevado a los investigadores a buscar alternativas herbarias. 

Diversos extractos de plantas naturales tienen efectos terapéuticos 

antimicrobianos y sugieren la posibilidad de ser utilizados como irrigantes 

endodóncicos uno de ellos es la Mammea americana62. 

Mammea americana L. es un árbol de hasta 20mts de altura del bosque húmedo 

tropical. Su distribución original era a través de la las Antillas y América del Sur, 

pero se presume que se introdujo en México, después de la colonización española 

en el siglo XVI. En Cuetzalán, en el estado de Puebla, México, sus frutos 

comestibles son llamados zapote domingo, y el árbol es cultivado por los 

campesinos en sus patios traseros, la literatura demuestra que el extracto aceitoso 

de esta planta medicinal tiene efectos antimicrobianos y se sugiere la posibilidad 

de ser usado como irrigante en el sistema de conductos radiculares. Por lo tanto, 

se han llevado a cabo investigaciones para encontrar alternativas a base de 

plantas para los medicamentos convencionales. 

En el año 2013, Subbiva, Mahalakshmi y Pushpagandan, evaluaron in vitro la 

actividad antimicrobiana de Mangifera indica L. y Ocimumsanctum L.  Contra 

Enterococcus faecalis en  biopelícula  dentinal; este estudio reveló actividad 

antibacteriana de Mangifera indicaa 5mg / ml, concentración considerada como 

muy baja atribuida al método de extracción utilizado, mostrando una zona de 

inhibición de 24mm comparable conNaOCl5% con 

                                            
62

  DONES, EVANS. A new species of armored scale, Mycetaspis ailynaomi (Hemiptera, 
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29mm.Ocimumsanctumpresento una zona de inhibición de 13mm63. En 2014 

Mathew y colaboradores, realizaron un estudio ex vivo, 40 dientes humanos recién 

extraídos monorradiculares para evaluar la actividad antibacteriana de un 

preparado de hierbas autóctono de India llamado EndoPam (S. aromaticum, C. 

zeylanicum, E. globulus and M. piperita)  como irrigante intrarradicular comparado 

conclorhexidina al 2% y NaOClal 5.25% obteniendo como resultado que la mayor 

zona de inhibición bacteriana la mostró la clorhexidina con 14 mm, seguida de 

EndoPam con 9mm el cual fue comparable con el NaOCl al 5.25% con 8mm, 

cualitativamente los tres irrigantes inhibieron el crecimiento de colonias de E 

faecalis64. 

 

Bazvand, Ghasem, Farhad, Noormohammadi, Hasheminia y Mobasherizadeh, en 

2014,  compararon el efecto antimicrobiano de una mezcla triantibiotica compuesta 

por ciprofloxacino, metronidazol y minociclina, con gel de clorhexidina  y dos 

materiales naturales propóleo y aloe vera en un estudio in vivo, obtuvieron como 

resultado que no hubo diferencias significativas entre la mezcla triantibiótica, el gel 

de clorhexidina  y propóleo (P> 0,05). El grupo aloe vera fue significativamente 

más eficaz en la disminución de numero de colonias de E. faecalis en 

comparación con el grupo de control positivo (P <0,05), pero tenía el efecto 
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antibacteriano más bajo comparado con los otros grupos de estudio65. En este 

mismo año Nabavizadeh y Cols, estudiaron in vitro el aceite esencial Myrtus 

communis  sobre los microorganismos implicados más comúnmente en la 

infección persistente de endodoncia (Staphylococcus aureus, E. faecalis, y 

Candida albicans)  en comparación con dos irrigantes endodóncicos  más usados 

NaOCly CHX encontrando que con el MIC en el intervalo de 0,032 a 32 mg / ml  

en aceite esencial de  M. communis era un agente antimicrobiano eficaz contra los 

microorganismos endodónticos persistentes66.  

 

En 2015 Abbaszadegan y Cols, realizaron un estudio in vitro sobre la actividad 

antibacteriana y citotoxicidad de aceite de Ferulagummosa comparado con NaOCl 

y CHX, demostrando que este aceite inhibió el crecimiento de Staphylococcus 

aureus y Enterococcus faecalis a concentraciones de 3,125 l / ml y 0,2 mg / ml, 

respectivamente seguido de CHX y NaOCl, en cuanto a la toxicidad FG  a 50 l / ml 

fue capaz de mantener  la viabilidad celular del 88% en fibroblastos L92967. 
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En el año 2011 Lin Du y colaboradores, estudiaron moléculas antitumorales 

naturales en Mammea Americana, encontraron cumarinas presentes en la planta 

capaces de inhibir la  activación de HIF-1 (factor inducible por hipoxia-1) en células 

de mama y tumor de próstata humanos; en un ensayo de indicador de carcinoma 

de  próstata humano PC3  basado en células, el extracto de lípidos de la planta 

Mammea Americana inhibe la hipoxia (1% de O2) inducida por HIF-1activado en 

un 89% en 5 mg / ml. El bioensayo realizado por  aislamiento y la elucidación de la 

estructura del extracto activo (4,1 g) proporcionó tres nuevas cumarinas de tipo 

Mammea68. 

 

El grupo de investigación GITOUC cuenta con experiencia previa en estudios de 

compuestos naturales derivados de plantas tal como el realizado por Herrera y 

colaboradores en 2014,  en el cual evaluaron la sensibilidad de Porphyromona 

Gingivalis y Estrepctococus Mutans al extracto de Mammea Americana; 

encontrando que estas bacterias muestran sensibilidad significativa a ambas fases 

del extracto69. Otro de estos fue la evaluación del efecto antibacteriano de 

Macluratinctoria y Azadirachta indica sobre Streptococcus mutans y 

                                            
68

 LIN DU FM, MIKA B. JEKABSONS, DALE G. NAGL, AND YU-DONG ZHOU. Natural and 
Semisynthetic Mammea-Type Isoprenlated Dihydroxycoumarins Uncouple Cellular Respiration. 
National Institutes of Health. 2011 February 25; 74(2): 240–248. 
69

 HERRERA  A , FRANCO L, FANG M. DIAZ A. Susceptibility of Porphyromonas  gingivalis and 
Streptococcus mutans to Antibacterial Effect from Mammea americana. Advances in 
Pharmacological Sciences.2014 apr.6 pages. 
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Porphyromonas gingivalis realizado por Matson y colaboradores en 2015 con 

resultados promisorios en la actividad inhibitoria sobre estas bacterias70. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                            
70 MATSON  A, HERRERA  A AND DÍAZ A. In vitro Antibacterial Activity of Maclura tinctoria and 

Azadirachta indica against Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis. British Journal of 

Pharmaceutical Research. 2015 Jun, 7(4): 291-298. 
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5. METODOLOGIA 

 

Tipo de estudio: experimental de laboratorio in vitro. 

 

Se tomaron las muestras de semillas de la Mammea americana (Mamey) para la 

realizar del extracto. Estas a su vez se recolectaron y entregaron a un miembro del 

Laboratorio de Investigaciones Fitoquímicas y Farmacológicas de la Universidad 

de Cartagena LIFFUC que acompañó durante salida de campo a zona rural de 

San Bernardo Del Viento en el departamento de Córdoba. Gracias a las 

condiciones geo-ambientales de la zona esta planta puede crecer de forma 

silvestre en varias regiones de la costa caribe colombiana. 

 

Para la identificación botánica y taxonómica de los especímenes  de esta planta, 

se enviaron  al herbario de la Universidad de Antioquia para su identificación, por 

pares expertos reconocidos.  
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OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

NOMBRE DE 
LA VARIABLE 

 
DEFINICIÓN 

 
NATURALEZA 

 
ESCALA 

 
NIVEL 
DE 
MEDICI
ÓN 

 
UNIDADES DE 
MEDIDA 

Concentración 
mínima 
inhibitoria 

Mínima 
concentració
n del agente 
antibacterian
o que inhibe 
la 
multiplicación 
y producción 
de 
crecimiento 
de una cepa 
bacteriana 
dada en el 
sistema de 
prueba.  

 
 
 
Cuantitativa 

 
 
 
Continua 

 
 
 
Numéric
o 

 
 
 
Nanómetros 

Sensibilidad  Si la  bacteria 
es afectada 
por el 
extracto. 

 
Cualitativa 

 
Nominal 

 
Categóri
ca 

 
Si/no 

Concentración 
mínima 
bactericida 
(CMB)  

Concentració
n minina a la 
cual el 
extracto 
destruye la 
bacteria 

 
Cualitativa 

 
Nominal 

 
Categóri
ca 

 
Si/no  
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Preparación de los extractos 

 

Las semillas de Mammea americana seleccionadas fueron lavadas con agua 

potable, secadas a temperatura ambiente por 15 días, la cascara fue eliminada 

con elemento contundente  y reducidas a polvo por molienda, dicho procedimiento 

se realizó por personal contratado para tal fin. El material vegetal seco y molido 

fue sometido a extracción por maceración con etanol, hasta agotamiento(1). Los 

extractos totales obtenidos fueron concentrados a sequedad en rotaevaporador  

(HEIDOLPH LABORROTA 4000 - Alemania) a temperatura constante de 50ºC.  

 

Los extractos totales obtenidos se utilizaron como muestra en los modelos para la 

evaluar  la actividad antibacteriana y determinación de  Concentración inhibitoria 

mínima (MIC) y Concentración bactericida mínima (MBC) 

 

Cultivo de los microorganismos 

 

Los  microorganismos propuestos para este estudio fueron: Enterococcus Faecalis 

ATCC 29212 (American Type Culture Collection) y Fusobacterium nucleatum 

ATCC 25586. 

 

Los microorganismos adquiridos se extrajeron de su medio de transporte de 

acuerdo a las especificaciones de ATCC y se  cultivó el Enterococcus faecalis en 

agar MuellerHinton (Scharlau, Ref: 01-136) y caldo MuellerHinton (Scharlau para 
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el Ref: 02-136) y para el caso de Fusobacterium nucleatum se utilizó como medio 

de cultivo el caldo y agar Brucella suplementado con hemina (5ug/ml), vitamina K 

(1mg/ml). Estos se cultivaron a 37° en condiciones anaerobias en cámara Bug- 

Box “M”  (West Yorkshire, UnitedKingdom) en dicho medio de cultivo.  

 

Determinación de la actividad antimicrobiana 

Para cada ensayo, las cepas bacterianas se sembraron en los agares 

correspondientes, 24 horas antes de la preparación del inóculo; transcurrido este 

tiempo se tomaron de las cajas de petri 3-4 colonias bien diferenciadas, es decir 

en donde pudo observarse a simple vista la cantidad suficiente de los 

microorganismos, inoculándose en tubos de ensayo que contenían 10 ml de caldo 

nutritivo. Se llevó el tubo a 37 ºC por 24 horas, hasta que se verificó a 620 nm, que 

la solución del inóculo presentó una absorbancia semejante a la escala 0,5 de Mc 

Farland (0,08–0,10). Dentro de los 15 minutos siguientes se realizó una dilución 

del inóculo previamente homogenizado en el caldo correspondiente para cada 

bacteria, hasta obtener una concentración final en el pozo de 5 x 105 UFC/ ml. 

(NCCLS, 2003)(2). 

 

Ensayos preliminares 

Curva de crecimiento bacteriano 

Se realizó una prueba en caldo correspondiente para cada bacteria, adicionando 

por sextuplicado 100 µL/pozo de cada inóculo diluido en placas de polietileno (96 
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pozos) y realizando mediciones a 620 nm a 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12,18, 24 y 48 horas 

de incubación. Se utilizaron como controles pozos con caldo sin microorganismos. 

 

Ensayo de toxicidad del solvente 

Se prepararon diluciones de  las muestras en el solvente que sea más soluble, 

antiguamente probadas (ya sea dimetilsulfóxido, etanol y metanol) y se 

incorporaron   por cuadruplicado en una placa de 96 pozos, se utilizaron como 

control positivo Vancomicina 32 mg/ml y un control negativo vehículo. Estas placas 

se incubaron a 37°C durante 24 horas,  se midió la absorbancia en un lector de 

placas a 620nm para determinar la viabilidad de los gérmenes.  

 

Evaluación de la sensibilidad bacteriana 

Una vez comprobado el crecimiento de los inóculos en el medio seleccionado para 

las pruebas, se procedió a la preparación de diluciones seriadas del extracto de 

Mammea americana. Dichas diluciones se prepararon en una mezcla de 

Dimetilsulfóxido (DMSO). Para el desarrollo de la prueba de sensibilidad se 

adicionaron por cuadruplicado en la placa de 96 pozos,  muestras a una 

concentración de 512 µg/ml. Las placas se sometieron a un período de incubación 

de 24 horas, tiempo al cual se determinará su absorbancia a 620 nm.  

 

Cuantificación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se evaluó haciendo uso del método de 

microdilución en caldo, descrita por el comité nacional de normas de laboratorios 
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clínicos (NCCLS) en 2003. En una placa de polietileno de 96 pozos se evaluaron 

12 concentraciones de los diferentes compuestos iniciando en 128 µg/mL y 

disminuyendo hasta 0,0625 µg/mL. 4 pozos se emplearon como control positivo de 

crecimiento, otros 4 fueron control negativo y otros 4 controles de esterilidad; en 

todos los casos se mantuvieron un volumen final de 100 µL. La placa se agitó en 

un Vórtex a 10 rpm durante cinco minutos, sellándola con papel aluminio para 

reducir la evaporación del contenido y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. 

Transcurrido este tiempo, se procedió a verificar en el lector de placas a 620nm 

las absorbancias finales. La CMI se interpretó  como la mínima concentración del 

agente antibacteriano que inhibe la multiplicación y producción de crecimiento de 

una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba.  

 

Evaluación de la concentración mínima bactericida (CMB) 

La concentración mínima bactericida (CMB) de los extractos de la planta de 

estudio se  determinaron mediante el método descrito por el Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio, en donde las muestras seleccionadas fueron  

aquellas concentraciones que no demostraron crecimiento bacteriano durante la 

determinación de la CMI (no existencia de diferencia significativa entre la densidad 

óptica de las muestras y el caldo)71. 

 

                                            
71

 TOLOSA L, CAÑIZARES E. Obtención, caracterización y evaluación de la actividad 
antimicrobiana de extractos de propóleos de Campeche. Ars Pharmaceutica 2002; 43(1-2): 187-
204. 
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Para esto, se procedió a  tomar una asada de los pozos que las contengan, 

realizando un subcultivo en cajas de Petri con agar correspondiente para cada 

bacteria (con los pozos de control positivo y negativo también se efectuó esta 

misma operación). Las cajas de Petri inoculadas se incubaron en anaerobiosis  

dependiendo de la bacteria a 37°C. Luego de este período se observó la 

existencia o no de crecimiento de colonias bacterianas y se clasificaron los 

extractos como bacteriostáticos (aquellos que mostraron crecimiento bacteriano en 

el subcultivo) o bactericida (aquellos en los que no se evidenció crecimiento 

bacteriano). 

Análisis preliminar fitoquímico 

Los diferentes extractos se caracterizaron a través de una marcha  fitoquímica por 

medio de cromatografía de capa delgada (CCD) de  cuerdo  a la metodología 

descrita por Wagner and Bladt., (1996) utilizando los  eluentes, patrones y 

reveladores presentados en la siguiente tabla: 
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Pruebas químicas: 

Fenoles 

Prueba de cloruro férrico: se realizó disolviendo 2mg de la muestra en 1ml de 

agua o etanol, después se añadieron gotas de cloruro férrico al 12.5% en agua; la 

aparición de un precipitado rojo, azul, verde o violeta se consideró positiva. 

 

Triterpenos y esteroles 

 

Se disolvió una pequeña muestra en cloroformo para añadir el reactivo que se 

prepara añadiendo una gota de ácido sulfúrico en una mezcla de anhídrido acético 

con 1 ml de cloroformo, la aparición de cualquier color en el lapso de una hora 

indicó que la prueba era positiva. 
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Cumarinas 

Se realizó disolviendo 2mg de la muestra en  una solución de hidróxido de sodio 

(NAoH) al 10%, si aparecía una coloración amarilla que desaparece al acidular la 

prueba se catalogó como positiva. 

 

Lactonas 

Se utilizaron dos soluciones que se mezclaron en volúmenes iguales antes de 

usarse. Solución A: 1 g de ácido pícrico en 100ml de etanol, solución B 10 g de 

NAoH en 100ml de agua. Para la prueba se  utilizaron 3 mg del compuesto a 

estudiar y 4 gotas del reactivo siendo positiva al producirse una coloración naranja 

o rojo oscuro. 

 

Flavonoides 

La muestra disuelta en etanol, se trató con limaduras de magnesio, se aplicó calor 

(60°C) y se agregaron gotas de ácido clorhídrico concentrado, la prueba se 

consideró positiva al presentar colores naranja, rojo, rosa-azul y violeta. 

 

Alcaloides  

El reactivo que se utilizó consta de dos soluciones: solución A, 5 ml de subnitrato 

de bismuto al 1.6 % en ácido acético al 20 %. La solución B, se preparó 

mezclando 5 ml de yoduro de potasio al 40 % y 20 ml de ácido acético aforando a 

100 ml con agua destilada. Se  disolvió1-2 mg de la muestra en etanol y se 

colocaron unas gotas en una placa de porcelana, luego se añadió gotas del 
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reactivo de Dragendorff; la prueba se consideró positiva al aparecer un precipitado 

naranja marrón. 

 

Taninos  

Se empleó un reactivo de gelatina sal, la cual produce precipitados blancos en 

presencia de taninos, estos precipitados deben ser solubles en urea  y producir 

coloraciones verdes, azules o negras al añadir cloruro férrico al 10% en agua. 

 

Saponinas 

Se realizó prueba de formación de espuma que consiste en agitar vigorosamente 

la solución obtenida del extracto etanólicos en un tubo de ensayo, la espuma 

obtenida debía ser estable por lo menos 30 minutos para determinar  si el 

resultado es positivo.  

 

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en la evaluación de las curvas de crecimiento bacteriano, 

pruebas de sensibilidad y concentración mínima inhibitoria fueron analizados y 

graficados utilizando el software GraphpadPism 5.01, en donde se efectuó un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de un post-test de Dunnet para 

las comparaciones múltiples y tomándose un grado de confianza considerando 

que la diferencia entre los grupos tratados y el grupo control es significativa 

cuando P<0.05 (95% de confianza). Los datos fueron graficados como la media ± 

la desviación estándar de la media. Previo al análisis se realizó test de normalidad 
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de Kolmogórov-Smirnov, utilizando el software Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) versión 20 (IBM®), observando una distribución normal de los 

datos.  

 

CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Tomando en cuenta lo establecido en el artículo 67 de la resolución 008430 de 

1993 del ministerio de salud de Colombia, donde se disponen los reglamentos y 

estatutos a seguir en investigación con microorganismos patógenos o material 

biológico que pueda contenerlos, se tuvo en cuenta y se incluyó el proyecto como 

grupo de riesgo número uno: en el cual los microorganismos representaron un 

escaso riesgo para el individuo y para la comunidad, por tal motivo pueden ser 

manipulados en laboratorios tipo básico de microbiología. 
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6. RESULTADOS 

 

 

OBTENCIÓN DEL EXTRACTO 

Después del proceso de maceración, remojo en etanol al 97% por 1 semana y 

rotaevaporación hasta agotamiento, se obtuvieron de cada extracto un total de 

88,66 gr de Mammea americana Oleosa y 110,08 gr de Mammea americana 

etanólica. Los extractos tenían una consistencia viscosa y presentaron sensibilidad 

a la luz.   

PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE EXTRACTOS 

Para ambas fases del extracto de Mammea americana se tomó una cantidad de 

70 mg con la ayuda de una balanza analítica los cuales se depositaron un tubo 

eppendorf con capacidad para 1,5 ml y se pudo determinar que el mejor solvente 

fue Dimetilsulfóxido (DMSO) al 1%, puesto que otros solventes como el etanol y 

metanol, no logran disolverlo completamente. Los resultados de esta prueba se 

observan en la Tabla 1. 

Tabla 1. Resultados prueba de solubilidad de los extractos de Mammea 

americana oleosa y Mammea americana etanólica. 
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Extracto solvente   

Mammea 
americana 
oleosa 
 
 

DMSO 1% +++ 
Etanol 1% + 
Metanol 1% + 
  

Mammea 
americana 
etanólica 

DMSO 1% +++ 
Etanol 1% + 
Metanol 1% + 

 

CULTIVO Y CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 

La reconstitución de los microorganismos y cultivo del Enterococcus faecalis y el 

Fusobacterium nucleatum, según la metodología seguida en este ensayo mostró 

un crecimiento abúndate en cajas de Petri como se observa en la figura 1. 

 

(A)   (B)  
 

Figura 1.Crecimiento bacteriano del Enterococcus faecalis (A) y Fusobacterium 

nucleatum (B). 

 

La curva de crecimiento ejemplificada en la figura 2 para Enterococcus faecalis 

muestra el comportamiento de dicha bacteria en el periodo de incubación. Se 

puede observar que el periodo de adaptación de la bacteria es aproximadamente 
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a las 6 horas, desde donde se inicia la fase exponencial de crecimiento que 

alcanza el pico máximo a las 12 horas. Desde este punto se da paso a la fase 

estacionara y posterior muerte bacteriana.   

 

Figura 2. Curva de crecimiento graficada de Enterococcus faecalis. 

 

La curva de crecimiento de Fusobacterium nucleatum se muestra en la figura 3, en 

donde se puede analizar que la fase adaptativa tiene un tiempo de duración de 2 

horas, y seguidamente se inicia la fase exponencial hasta el pico máximo a las 40 

horas.  
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Figura 3. Curva de crecimiento graficada de Fusobacterium nucleatum.  

 

Según este resultado se puede establecer el tiempo de medición para las pruebas 

de sensibilidad bacteriana y determinación de la concentración mínima inhibitoria 

como se muestra en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Tiempos de incubación de los ensayos según la curva de crecimiento 

bacteriano. 

 

 

Bacteria Tiempo de incubación según 
curva de crecimiento 

E. faecalis 12 horas 

F. nucleatum 40 horas 
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PRUEBA DE TOXICIDAD DE SOLVENTES 

Previo a los estudios de actividad antibacteriana se realizó las pruebas de 

toxicidad de los solventes con el fin de tener seguridad que estos no interfieren en 

el crecimiento de las bacterias. Los resultados se pueden observar en las figuras 4 

para Enterococcus faecalis y figura 5 para Fusobacterium nucleatum. De la misma 

forma también se tuvo como referencia el control de crecimiento negativo con 

vancomicina. Los solventes se consideraron como inocuos pues mostraron que el 

crecimiento bacteriano superaba el 90% según el porcentaje de crecimiento 

bacteriano.  

 

 

Figura 4.  Prueba de Toxicidad de Solventes sobre Enterococcus faecalis. El valor 

de p se consideró como p<0,05. 
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Figura 5. Prueba de toxicidad de solventes sobre Fusobacterium nucleatum. El 

valor de p se consideró como p<0,05. 

SENSIBILIDAD BACTERIANA 

Antes de hacer la evaluación de la concentración mínima inhibitoria se realizó la 

prueba de sensibilidad bacteriana con la metodología anteriormente explicada, 

para poder clasificar a los extractos como idóneos para realizar el ensayo. Para 

esto se consideró que si las bacterias a 4000 ppm no mostraban sensibilidad se 

descartaría el extracto. 

 

Sensibilidad bacteriana del Enterococcus faecalis sobre extractos de 

Mammea americana oleosa y Mammea americana etanólica. 

Los resultados de la prueba de sensibilidad del Enterococcus faecalis sobre los 

extractos de Mammea americana oleosa y Mammea americana etanólica se 

observan en la figura 6. 

 

Porcentaje de crecimiento de 
Fusobacterium nucleatum.
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a. b.  

Figura 6.  a. Sensibilidad de Enterococcus faecalis a las diferentes 

concentraciones del extracto de Mammea americana etanólica b. Sensibilidad de 

Enterococcus faecalis a las diferentes concentraciones del extracto de Mammea 

americana oleosa. ns: no diferencia significativa, *Diferencia poco significativa, 

**Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos representan 

la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05. 

 

Sensibilidad bacteriana de Fusobacterium nucleatum sobre extractos de 

Mammea americana oleosa y Mammea americana etanólica. 

Los resultados de la prueba de sensibilidad de Fusobacterium nucleatum sobre los 

extractos de Mammea americana oleosa y Mammea americana etanólica se 

grafican en la figura 7. 
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a. b.  

Figura 6.  Sensibilidad de Fusobacterium nucleatum a extractos de Mammea 

americana oleosa y mammea americana etanólica. ns: no diferencia significativa, 

*Diferencia poco significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy 

significativa. Los gráficos representan la media ± la SEM.El valor de p se 

consideró como p<0,05. 

 

EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC 

 

Aquellos compuestos que tengan actividad inhibitoria por debajo de 1000ppm se 

toman como considerables, y aquellos que muestren actividad por debajo de 

500ppm se pueden considerar como promisorios. 

Basándose en los resultados anteriores, de evaluación de la sensibilidad 

bacteriana, se procedió a incluir en este estudio ambos extractos, el de Mammea 

americana oleosa y Mammea americana etanólica, ya que los dos mostraron 

actividad inhibitoria a 500ppm sobre las bacterias evaluadas. La metodología 
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planteada se utilizó sobre las bacterias en estudio, utilizando las 14 

concentraciones oscilantes entre 500ppm y 0,0610ppm. En la evaluación de la 

MIC de Mammea americana etanólica sobre Enterococcus faecalis, se encontró 

que no hay diferencia significativa con la referencia de crecimiento a una 

concentración de 500 ppm, 250 ppm. Al evaluar la MIC de este extracto etanólico 

sobre Fusobacterium nucleatum se observó que no presentó diferencia 

estadísticamente significativa a 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm. Estos resultados se 

pueden observar en las figuras 8 y 9. 

 

 

Figura 8.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Mammea americana 

etanólica sobre E.faecalis. ns: no diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05. 
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Figura 9.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Mammea americana 

etanólica sobre F. nucleatum. ns: No Diferencia significativa,*Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM.El valor de p se consideró como p<0,05. 

 

En la determinación de la MIC del extracto de Mammea americana oleosa, se 

evidenció que no hay diferencia significativa con la referencia de crecimiento a 

500ppp, 250ppm y 125ppm sobre Enterococcus faecalis. Por el contrario en la 

evaluación de la MIC sobre Fusobacterium nucleatum no se encontró diferencia 

significativa a 500ppm, 250ppm, 125ppm, 62,5 ppm. Lo anterior se observa en las 

figuras 10 y 11. 
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Figura 10. Concentración mínima inhibitoria del extracto de Mammea americana 

oleosa sobre Enterococcus faecalis. . ns: No Diferencia significativa,*Diferencia 

poco significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los 

gráficos representan la media ± la SEM.El valor de p se consideró como p<0,05. 
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Figura 11. Concentración mínima inhibitoria del extracto de Mammea americana 

oleosa sobre Fusobacterium nucleatum. . ns: No Diferencia 

significativa,*Diferencia poco significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia 

muy significativa. Los gráficos representan la media ± la SEM.El valor de p se 

consideró como p<0,05. 

 

CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA 

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluación de la concentración minina 

inhibitoria, se tomaron aquellas concentraciones que no mostraron diferencia 

estadísticamente significativa o mostraron poca diferencia con el caldo de cultivo, 

ilustradas en la tabla 3. 

Tabla 3. Concentraciones seleccionadas para hacer la evaluación de la 

concentración mínima bactericida. 

 

Extractos  bacterias  

Enterococcus 
faecalis 

Fusobacterium 
nucleatum 

Mammea 
americana 
fase etanólica 

500 ppm, 250 ppm 
 

500 ppm, 250 ppm,     
125 ppm. 
 

Mammea 
americana 
fase oleosa 

500 ppm, 250 
ppm, 125 ppm 

500 ppm, 250 ppm,     
125 ppm, 62,5 ppm. 
 

 

 

Se determinó que el extracto de Mammea americana etanólica tiene propiedades 

bacteriostáticas sobre Enterococcus faecalis a concentraciones de 500ppm e 

inferiores. Sin embargo para el caso de Fusobacterium nucleatum el extracto 
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presentó actividad bacteriostática a 125 ppm pero actividad bactericida a 500 ppm 

y a 250 ppm.  

Por su parte la fase oleosa del extracto de Mammea americana mostró actividad 

bacteriostática sobre Enterococcus faecalis a concentraciones de 500ppm y 

menos. Para el caso de Fusobacterium nucleatum mostró actividad bacteriostática 

a 62,5 ppm y actividad bactericida a 500 ppm, 250 ppm y 125 ppm. Las figuras 12 

a 15  muestran el proceso de determinación de la concentración mínima 

bactericida.         

 

Evaluación de la concentración mínima bactericida de Mammea americana 

fase etanólica y oleosa sobre Enterococcus faecalis. 

 

Figura 12. CMB de Mammea americana fase etanólica sobre Enterococcus 

faecalis a 500ppm, 250ppm. 

500 ppm 250 ppm 
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Figura 13. CMB Mammea Americana fase etanólica sobre Fusobacterium 

nucleatum a 500 ppm y 250 ppm. 

 

 

 

 

500 ppm 
250 ppm 
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Figura 14. CMB de Mammea americana fase oleosa sobre Enterococcus faecalis 

a 500ppm, 250ppm, 125 ppm, 62,5 ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 ppm 62,5 ppm 
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Evaluación de la concentración mínima bactericida de Mammea americana 

fase etanólica y oleosa sobres Fusobacterium nucleatum. 

 

 

Figura 15. CMB de Mammea americana fase etanólica sobre Fusobacterium 

nucleatum a 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm.  

 

500 ppm 250 ppm 

125 ppm 62,5 ppm 
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Figura 16. CMB de Mammea americana fase oleosa sobre Fusobacterium 

nucleatum a 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

500 ppm 
250 ppm 

125 ppm 

62,5 ppm 
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8. DISCUSIÓN 

 

Esta establecido que tanto el E. faecalis como el F. nucleatum juegan un papel 

importante en la persistencia de la enfermedad endodóncica, la resistencia sobre 

todo del E. faecalis tanto a antibióticos como a irrigantes sintéticos sumado a sus 

conocidas desventajas ha impulsado la búsqueda de nuevas alternativas a base 

de compuestos naturales. 

 

En este estudio se evaluó el extracto de semillas de Mammea americana 

reconocida por su efecto  antibacteriano debido posiblemente a la presencia de 

fenoles, taninos y cumarinas, Harold Remón Rodríguez y colaboradores en el año 

2012, realizaron un estudio sobre el tamizaje fitoquímico de hojas y corteza del 

tallo de Mammea americana para determinar su actividad antibacteriana en el cual 

comprobaron la presencia de una alta cantidad de metabolitos secundarios con 

predominio de los alcaloides, cumarinas, fenoles o taninos, quinonas y 

flavonoides. Los extractos secos mostraron actividad antibacteriana in vitro frente 

a la cepa de Staphylococcus aureus72. En el presente estudio para probar la 

sensibilidad de los microorganismos a los extractos tanto etanólicos como oleosos 

se realizaron pruebas de densidad óptica sobre pozos en  espectrofotómetro por 

ser una prueba rápida, sin contacto y no destructiva del medio ambiente. 

                                            
72

  RODRIGUEZ H, ALARCON A, ALMEIDA M,VIERA Y, RAMOS M, BAZAN Y. Phytochemical 
screening and antibacterial activity of dry extracts of 20 % tinctures from Mammea americana L. 
Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2012; 17(4): 300-307 
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 En cuanto a la sensibilidad, los extractos  etanólico y oleoso, muestra que tanto el 

E faecalis como el F nucleatum son sensibles a 500ppm comparado con el caldo 

estéril, con lo cual se puede afirmar que por estar debajo de 1000ppm los 

extractos son considerables para este estudio, no hay diferencia estadísticamente 

significativa p<0,05, las bacterias son más sensibles a la fase oleosa. 

 

No existen otros estudios del uso del extracto de esta planta con fines 

endodónticos pero si de otros extractos en las mismas bacterias como posibles 

irrigantes en endodoncia como el realizado por  Swati y Cols, que en febrero de 

este año publicaron los resultados de su estudio el cual se basó en la actividad  

antimicrobiana de los extractos hidro alcohólicos  de aloe vera y ajo sobre E. 

faecalis comparándolos con  NaOCl, la prueba de sensibilidad la  llevaron a cabo 

en placas de agar donde se encontraba cultivada la bacteria colocando los 

inóculos con los extractos, incubando por 24 horas y midieron la zona de inhibición 

en milímetros. En su estudio evidenciaron que el extracto de aloe vera tuvo 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al NaOCl, con un halo de 

inhibición de 13 milímetros sobre el E faecalis siendo efectivo contra este 

microorganismo en medio agar73. Aunque esta forma de estudio es práctica para 

estudiar posibles compuestos antibacterianos, el tamaño de la zona de inhibición 

no es el más adecuado para indicar actividad antibacteriana ya que los resultados 

                                            
73

 SWATI RAMESH KARKARE, NIVEDITA PRAMOD AHIRE, SMITA UDAY KHEDKAR. 
Comparative evaluation of antimicrobial activity of hydroalcoholic extract of Aloe vera, garlic, and 
5% sodium hypochlorite as root canal irrigants against Enterococcus faecalis: An in vitro study urnal 
of Indian Society of Periodontics and Preventive Dentistry. February 03, 2016, IP: 181.141.255.56. 
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podrían estar afectados por la solubilidad, la velocidad de difusión en el agar o la 

volatilización del extracto a estudiar. Para el presente estudios se utilizó el método 

de densidad óptica con espectrofotómetro el cual es un modo rápido y fácil  para 

obtener la curva de crecimiento bacteriano, sensibilidad, y estimar las CMI y CMB.  

 

La concentración mínima inhibitoria de la fase etanólica del extracto frente a E.  

Faecalis,  muestra  que a 500 ppm y hasta 250 ppm es efectivo contra la bacteria; 

en cuanto a la concentración mínima inhibitoria frente a F. nucleatum se evidencia 

que es efectivo a 500, 250, y hasta 125  ppm ya que no hay diferencia significativa 

p<0,05 en comparación con el caldo. Lo anterior indica que la fase etanólica del 

extracto es aún más promisoria para el F. nucleatum. La estimación de la 

concentración mínima inhibitoria de la fase oleosa del extracto para e faecalis en 

la que se aprecia que hasta 125 ppm no hay diferencia significativa con el caldo,  

por su parte con un valor se p<0,05 muestra que el extracto en su fase oleosa 

actúa sobre F nucleatum hasta a 62 ppm. 

 

En este estudio se determinó que tipo de actividad realiza las fases del extracto 

sobre los microorganismos para esto se tomaron los datos de  las MIC ya 

establecidas para la fase oleosa sobre E. faecalis de 250 ppm y 500 ppm la cual 

mostró actividad bacteriostática sobre la bacteria ya que se evidencia nuevo 

crecimiento bacteriano. Sobre F. nucleatum el extracto en fase oleosa mostró 

actividad bacteriostática a 62,5 ppm y actividad bactericida a 500 ppm, 250 ppm y 

125 ppm. 
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Herrera y colaboradores en 2014, realizaron un estudio en el cual evaluaron la 

susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans al efecto 

antibacterial de extracto de  Mammea Americana, usando una metodología similar 

determinaron que los microorganismos son susceptibles al extracto y este inhibe el 

crecimiento de los mismos, La fase oleosa mostró  propiedad bactericida contra S. 

mutans de 500 mg / ml a 125 mg / ml, y las concentraciones <125 mg / ml se 

comportó como bacteriostático. Mientras que la fase etanólica mostró  actividad 

bactericida de 500 mg / ml a 250 mg / ml, concentraciones más bajas tuvieron 

efecto bacteriostático. El extracto no mostro actividad bactericida contra P 

.gingivalis. Concluyen también que el efecto antibacteriano es posible que se deba 

a la presencia de  compuestos fenólicos, taninos, y cumarinas74 

 

En comparación con este estudio la fase etanólica muestra mayor efecto 

bactericida que la fase oleosa, en el caso del trabajo de Herrera el extracto fue 

más efectivo contra E mutans que P gingivalis, para este estudio se evidencio 

mayor efecto sobre F nucleatum que sobre E faecalis. 

 

Un estudio que destaca  el gran potencial del extracto Mammea Americana  como 

un agente activo  fuel el realizado por Lin Du y colaboradores en 2011,donde 

evaluaron moléculas antitumorales naturales en Mammea Americana, encontraron 

cumarinas presentes en la planta capaces de inhibir la  activación de HIF-1 (factor 

                                            
74

 Herrera .A op.cit. pag 3. 
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inducible por hipoxia-1) en células de mama y tumor de próstata humanos; en un 

ensayo  indicador de carcinoma de  próstata humano PC3  basado en células, el 

extracto de lípidos de la planta Mammea americana inhibe la hipoxia (1% de O2) 

inducida por HIF-1activado en un 89% en 5 mg / ml desacoplando la cadena de 

transporte de electrones mitocondriales e interrumpiendo la señalización celular. El 

bioensayo realizado por  aislamiento y la elucidación de la estructura del extracto 

activo (4,1 g) proporcionó tres nuevas cumarinas de tipo Mammea, las cuales se 

ha reportado exhiben un amplio espectro de actividades biológicas que van desde 

antimicrobianos, citostaticos, citotóxicos para células tumorales y antioxidantes75.  

Ambas fases del extracto de M.americana muestran actividad antimicrobiana 

sobre las bacterias, aunque con resultados más promisorios sobre F, nucleatum, 

lo que deja un espacio para el desarrollo de futuros estudio no solo sobre el efecto 

antibacteriano sino en lo referente a citotoxicidad y capacidad antibiofilm. 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

                                            
75 LIN DU FM, MIKA B. JEKABSONS, DALE G. NAGL, AND YU-DONG ZHOU. Natural and 

Semisynthetic Mammea-Type Isoprenlated Dihydroxycoumarins Uncouple Cellular Respiration. 

National Institutes of Health. 2011 February 25; 74(2): 240–248. 
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El extracto de semillas de Mammea Americana presenta una actividad 

antibacteriana considerable frente a Enterococcus Faecalis y Fusobacterium 

Nucleatum.  

La fase oleosa y  etanólica del extracto de  Mammea americana demostró 

actividad bacteriostática sobre Enterococcus Faecalis, para el caso del  

Fusobacterium nucleatum ambas faces del extracto  demostraron actividad 

bacteriostática a bajas concentraciones y bactericida a concentraciones mayores a 

500ppm. 
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RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda para futuros estudios realizar pruebas en dientes extraídos 

inoculados con bacterias preferiblemente con E. faecalis ya que es considerada la 

más patógena y directamente relacionada con la persistencia de la enfermedad 

endodontica y los fracasos en los tratamientos. 

 También se recomienda realizar prueba de toxicidad de los extractos ya sea con 

M.americana o el extracto de otra planta a estudiar. 

Todo esto con el objetivo de hallar una nueva alternativa como irrigante 

endodontico a base de extractos naturales. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

BIBLIOGRAFIA 

 
1. ABBAS ABBASZADEGAN AG, HOSEIN MIRHADI, MINA SALIMINASAB, 

ABOOZAR, KAZEMI MRM. Antimicrobial and cytotoxic activity of Ferula 



71 
 

gummos a plant essential oil compared to NaOCl and CHX: a preliminary in 
vitro study. RDE Restorative Dentistry and Endodontic.2015;40(1):50-7. 
 

2. ABDULHAKIM SULIMAN AL-BADAH A ASSI, C, ALI A. AL-SALAMAHB, 
SHEBL SALAH S.  Ibrahimd. Clonal diversity and antimicrobial resistance of 
Enterococcus faecalis isolated from endodontic infections. Electronic 
Journal of Biotechnology.2015;18:175-80. 
 

3. A.D. FRAME, E.R´IOS-OLIVARES, L.DE JES´US,D.ORTIZ, J. PAG´AN, 
AND S.M´ENDEZ, Plants from Puerto Rico with anti-Mycobacterium 
tuberculosis properties, Puerto Rico Health Sciences Journal 1998, vol. 17, 
no. 3, pp. 243–252. 
 

4. ALVARADO-CÁRDENAS G H-SS, RUEDA-GORDILLO F, AGUILAR-
OROZCO N. Identificación molecular de Fusobacterium nucleatum en 
conductos radiculares necróticos de dientes con periodontitis apical crónica. 
Revista odontológica latinoamericana. 2011;3(1):7-10.  
 

5. BARNHART BD, CHUANG A, LUCCA JJ, ROBERTS S, LIEWEHR F, 
JOYCE AP. An in vitro evaluation of the cytotoxicity of various endodontic 
irrigants on human gingival fibroblasts. Journal of endodontics. 2005 
Aug;31(8):613-5.  
 

 
6. BAKER NA, ELEAZER PD, AVERBACH RE, SELTZER S. Scanning 

electron microscopic study of the efficacy of varius endodontic irrigating 
solutions. Journal of Endodontic, 1975,1;127-135. 
 

7. BAZVAND L, MGA, ALIREZA FARHAD, HAMID NOORMOHAMMADI, 
SEYED MOHSEN HASHEMINIA, AND SINA MOBASHERIZADEH 
Antibacterial effect of triantibiotic mixture, chlorhexidine gel, and two natural 
materials Propolis and Aloe vera against Enterococcus faecalis: An ex vivo 
study. Dental Research Journal. 2014;11(4):469-74. 
 

8. CARNEIRO, GOULART DA ROSA, CHUNG, CARVALHO,DIEHL 
FIGUEIREDO, CANATO, AND  MIOTTO . Comparison of Different Irrigants 
in the Removal of Endotoxins and Cultivable Microorganisms from Infected 
Root Canals.  Scientific World Journal Volume 2015, Article ID 125636, 6 
pages. 

 
 



72 
 

9. C. E. RADCLIFFE , L. POTOURIDOU , R. QURESHI , N. HABAHBEH , A. 
QUALTROUGH , H. WORTHINGTON & D. B. DRUCKER. Antimicrobial 
activity of varying concentrations of sodium hypochlorite on the endodontic 
microorganisms Actinomyces israelii, A. naeslundii, Candida albicans and 
Enterococcus faecalis International Endodontic Journal, 2004, 37, 438–446. 
 

10. DAKSHITA J. SINHA AND ASHISH A. SINHA. Natural medicaments in 
dentistry Ayu. 2014 Apr-Jun; 35(2): 113–118. 
 

11. DELANY GM, PATTERSON SS, MILLER CH, NEWTON CW. The Effect of 
Chlorhexidine Gluconate Irrigation on the Root Canal Flora of freshly 
extracted necrotic Teeth. Oral Surg Oral med Oral Pathol, 1982, 53(5),528-
533. 
 

12. DIVYA SAXENA, SUPARNA GANGULY SAHA, MAINAK KANTI SAHA, 
SANDEEP DUBEY, MARGIE KHATRI. An in vitro evaluation of antimicrobial 
activity of five herbal extracts and comparison of their activity with 2.5% 
sodium hypochlorite against Enterococcus faecalis. Indian Joournal of 
Dental Research.2015. 26 (5) 254-257. 
 

13. DOMENICO RICUCCI, MD, DDS, AND JOSE´ F. SIQUEIRA, Jr., Biofilms 
and Apical Periodontitis: Study of Prevalence and Association with Clinical 
and Histopathologic Findings Journal of Endodontics  2010 Aug;36(8):1277-
88. 
 

14.  DRISCOLL CO, DOWKER SE, ANDERSON P, WILSON RM, 
GULABIVALA K. Effects of sodium hypochlorite solution on root dentine 
composition. J Mater Sci Mater Med. 2002 Feb;13(2):219-23. 
 

15. ESTRELA C, ESTRELA CR, BARBIN EL, SPANÓ JCE, MARCHESAN MA, 
PÉCORA JD. Mechanism of action of sodium hypochlorite. Braz Dent J. 
2002;13(2):113-7. 
 

16. EVENTOV VL, ANDRIANOVA M, KUKAEVA EA. Detoxication and 
disinfection by sodium hypochlorite. Meditsinskaia tekhnika. 1998 Nov-Dec 
(6):36-9.  
 

 
17. FERGUSON DB, MARLEY JT, HARTWELL GR. The effect of chlorhexidine 

gluconate as an endodontic irrigant on the apical seal: long-term results. 
Journal of endodontics. 2003 Feb;29(2):91-4.  
 



73 
 

18. FERREIRA REA. Histological analysis of the cleaning  capacity of  niquel 
titanium rotatory intrumentation with ultrasonic irrigation in root canals. aust 
journal J. 2004;30(2):56-8. 
 

19. FOUAD AF BJ, CAIMANO M, CLAWSON M, ZHU Q, CARVER R,,HAZLET 
K RJ. PCR-Based identificaion of bacteria associated with endodontic 
infecions. Journal Clinical of Microbyologic. 2002;40(l):3223- 
 

20. GAMBARINI G, DE LUCA M. Chemical stability of heated sodium 
hypochlorite endodontic irrigants. Journal of  Endodontic. 1998; 24(6):432-4. 
 

 
21. GERNHARDT CR, EPPENDORF K, KOZLOWSKI A, BRANDT M. Toxicity 

of concentrated sodium hypochlorite used as an endodontic irrigant. 
International endodontic journal. 2004 Apr;37(4):272-80.  
 

22. GHONMODE WN, BALSARAF OD, TAMBE VH, SAUJANYA KP, PATIL 
AK, KAKDE DD. Comparison of the antibacterial efficiency of neem leaf 
extracts, grape seed extracts and 3% sodium hypochlorite against E. 
feacalis - An in vitro study. Journal of international oral health : JIOH. 2013 
Dec;5( 6):61-6. 
 

23. GIARDINO L, AMBU E, BECCE C, RIMONDINI L, MORRA M. Surface 
tension comparison of four common root canal irrigants and two new 
irrigants containing antibiotic. Journal of endodontics. 2006 Nov; 
32(11):1091-3. 
 

24. GIORGOS N. TZANETAKIS, DDS, MSC, , ANDREA M. AZCARATE-PERIL, 
PHD, SOPHIA ZACHAKI, BSC, MSC, PHD, PANOS PANOPOULOS, DDS, 
ODONT DR, EVANGELOS G. KONTAKIOTIS, DDS, PHD, PHOEBUS N. 
MADIANOS, DDS, MSC, PHD, AND KIMON DIVARIS, DDS, PhD6. 
Comparison of Bacterial Community Composition of Primary and Persistent 
Endodontic Infections Using Pyrosequencing. Journal of Endodontics. 2015 
August ; 41(8): 1226–1233. 
 

25. GONZALEZ-LOPEZ S, CAMEJO-AGUILAR D, SANCHEZ-SANCHEZ P, 
BOLANOS-CARMONA V. Effect of CHX on the decalcifying effect of 10% 
Citric Acid, 20% Citric Acid or 17% EDTA. Jorunal of Endodontic 2006; 
32(8): 781–784. 
 

26. GOOD M, EL KI, HUSSEY DL. Endodontic 'solutions' part 1: a literature 
review on the use of endodontic lubricants, irrigants and medicaments. 
Dental update. 2012 May;39(4):239-40, 42-4, 46.  



74 
 

 

27. GULSAHI,  TIRALI,  CEHRELI, CEREN, KARAHAN,  UZUNOGLU,  
SABUNCUOGLU. The effect of temperature and contact time of sodium 
hypochlorite on human roots infected with Enterococcus faecalis and 
Candida albicans. The Society of The Nippon Dental University, 2014 Jan; 
102(1):36-41. 

 
 

28. HERRERA A, FRANCO L, FANG M. DIAZ A. Susceptibility of 
Porphyromonas  gingivalis and Streptococcus mutans to Antibacterial Effect 
from Mammea americana. Advances in Pharmacological Sciences.2014 
apr.6 pages. 
 

29. INGLE J. Endodoncia. 3 Edición. Editorial Mac Graw Hill. Mexico.1993. 
 

 
30. JAYAHARI NK, NIRANJAN NT, KANAPARTHY A. The efficacy of passion 

fruit juice as an endodontic irrigant compared with sodium hypochlorite 
solution: an in vitro study. Journal of investigative and clinical dentistry. 2014 
May;5(2):154-60. 
 

31. KAZEM ASHOFTEH YAZDI , MOHAMMAD SABETI, POORIYA 
MOTAHHARY , ALIREZA KOLAHDOUZAN , MOHSEN SHAYESTEH , 
NOUSHIN SHOKOUHINEJAD. Subcutaneous Tissue Responses to Three 
Endodontic Irrigants: A Comparative Study. Iran Endodontic Journal. 2012 
July; 7(3): 144–148. 

 
32. LANA M R-SA, STEHLING R, GARCIA G, SILVA B,, HAMDAN J NJ, 

CARVALHO M, FARIAS L. Microorganism isolated from root canals 
presenting necrotic pulp and their drug susceptibility in vitro. Oral 
microbiology and immunology.2001;16(2):100-5. 
 

33. LIN DU FM, MIKA B. JEKABSONS, DALE G. NAGL, AND YU-DONG 

ZHOU. Natural and Semisynthetic Mammea-Type Isoprenlated 

Dihydroxycoumarins Uncouple Cellular Respiration. National Institutes of 

Health. 2011 February 25; 74(2): 240–248. 

 

34. LUCIANO GIARDINO  , CARLOS ESTRELA  , LUIGI GENERALI  , ZAHED 

MOHAMMADI  , SAEED ASGARY . The in vitro Effect of Irrigants with Low 

Surface Tension on Enterococcus faecalis. Iran Endodontics Journal.  2015 

July; 10(3): 174–178. 



75 
 

 

35. MATHEW SP, KOTTOOR, RANJITH KARATHTHODIYIL,ALANI, MATHEW. 
Evaluation of an Indigenously Prepared Herbal Extract (EndoPam) as an 
Antimicrobial Endodontic Irrigant: An Ex Vivo Study. Journal of International 
Oral Health 2015. 2015;7(6):88-91. 

 

 

36. M.LEONARDO Endodoncia :Tratamiento de conductos radiculares-

principios técnicos y biológicos. Vol.1.p. 435 -476. 

 

37. M. Z. Root canal irrigants. Journal of Endodontic. 2006;32:389-98. 
 

38. M. Z Op. Cit. 
 

39. MATHEW J, PATHROSE S, KOTTOOR J, KARATHTHODIYIL R, ALANI M, 
MATHEW J. Evaluation of an Indigenously Prepared Herbal Extract 
(EndoPam) as an Antimicrobial Endodontic Irrigant: An Ex Vivo Study. 
Journal of international oral health : JIOH. 2015 Jun;7(6):88-91. 
 

40. MATSON  ALVARO, HERRERA  ALEJANDRA AND DÍAZ ANTONIO. In 

vitro Antibacterial Activity of Maclura tinctoria and Azadirachta indica against 

Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis. British Journal of 

Pharmaceutical Research. 2015 Jun, 7(4): 291-298. 

 

41. MEHDIPOUR O, KLEIER DJ, AVERBACH RE. Anatomy of sodium 
hypochlorite  accidents. Compendium  of continuing education in dentistry. 
2007 Oct; 28(10):544-6, 8, 50.. 
 

42. MEHDIPOUR O, KLEIER DJ, AVERBACH RE. Anatomy of sodium 
hypochlorite accidents. Compendium of continuing education in dentistry. 
2007 Oct;28(10):544-6, 8, 50.  
 

43. MOHAMMADI Z, ABBOTT PV. The properties and applications of 
chlorhexidine in endodontics.International endodontic journal. 2009 
Apr;42(4):288-302.. 
 

 
44. MOHAMMADI Z, SHALAVI S. Antimicrobial activity of sodium hypochlorite 

in endodontics. Journal of the Massachusetts Dental Society. 2013 Spring; 
62(1):28-31.. 
 



76 
 

45. Monte MA. Perspectiva de la fitoterapia. Acta Farm Bonaerense. 1990;9 
(2):131-9. 

 
 

46. MURRAY PE, FARBER RM, NAMEROW KN, KUTTLER S, GARCIA-
GODOY F. Evaluation of Morinda citrifolia as an endodontic irrigant. Journal 
of endodontics. 2008 Jan;34(1):66-70. 
 

 
47. NABAVIZADEH M, ABBASZADEGAN A, GHOLAMI A, SHEIKHIANI R, 

SHOKOUHI M, SHAMS MS, ET AL. Chemical constituent and antimicrobial 
effect of essential oil from Myrtus communis leaves on microorganisms 
involved in persistent endodontic infection compared to two common 
endodontic irrigants: An in vitro study. Journal of conservative dentistry : 
JCD. 2014 Sep;17(5):449-53. 
 

48. NAZANIN ZARGAR , OMID DIANAT  , MOHAMMAD ASNAASHARI  , MOJTABA 
GANJALI  , SAEEDE ZADSIRJANA. The Effect of Smear Layer on Antimicrobial 
Efficacy of Three Root Canal Irrigants. Iran Endodontic Journal. 2015 July; 10(3): 
179–183. 

 

49. PAPEN F, BOLZANI L, RODRIGUEZ S, TANUMARU FILHO M. Efecto 
antimicrobiano de soluciones irrigadoras utilizadas en endodoncia. Rev.Estomatol 
Herediana 2003;13(1-2): 9-11. 

 
 

50. PECIULIENE V, BALCIUNIENE I, ERIKSEN HM, HAAPASALO M. Isolation 
of Enterococcus faecalis in previously root-filled canals in a Lithuanian 
population. Journal of endodontics. 2000 Oct;26(10):593-5.  

 
51. PECIULIENE V, REYNAUD AH, BALCIUNIENE I, HAAPASALO M. Isolation 

of yeasts and enteric bacteria in root-filled teeth with chronic apical 
periodontitis. International endodontic journal. 2001 Sep;34(6):429-34. 
 

 
52. PINHEIRO ET, GOMES BP, FERRAZ CC, SOUSA EL, TEIXEIRA FB, 

SOUZA-FILHO FJ. Microorganisms from canals of root-filled teeth with 
periapical lesions. International endodontic journal. 2003 Jan;36(1):1-11.  
 

53. RAMÓN A. DONES, GREGORY A. EVANS2, A new species of armored 
scale, Mycetaspis ailynaomi (Hemiptera, Diaspididae, Aspidiotinae), 
associated with Mammea americana L. (Malpighiales, Calophyllaceae) from 
Puerto Rico. ZooKeys , 2014, 108: 1–10 (2011) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4509126/


77 
 

54. RODRIGUEZ H, ALARCON A, ALMEIDA M,VIERA Y, RAMOS M, BAZAN 
Y. Phytochemical screening and antibacterial activity of dry extracts of 20 % 
tinctures from Mammea americana L. Revista Cubana de Plantas 
Medicinales. 2012; 17(4): 300-307 

 
55. ROSALINE H, KANDASWAMY D, GOGULNATH D, RUBIN M. Influence of 

various herbal irrigants as a final rinse on the adherence of Enterococcus 
faecalis by fluorescence confocal laser scanning microscope. Journal of 
conservative dentistry : JCD. 2013 Jul; 16(4):352-5. 
 

56. ROSSI-FEDELE G, DOGRAMACI EJ, GUASTALLI AR, STEIER L, DE 
FIGUEIREDO JA. Antagonistic interactions between sodium hypochlorite, 
chlorhexidine, EDTA, and citric acid. Journal of endodontics. 2012 Apr; 
38(4):426-31. 

 
57. ROSSI-FEDELE G, PRICHARD JW, STEIER L, DE FIGUEIREDO JA. The 

effect of surface tension reduction on the clinical performance of sodium 
hypochlorite in endodontics .International endodontic journal. 2013  
Jun;46(6):492-8. 
 

58. SHABAHANG S, POURESMAIL M, TORABINEJAD M. In vitro antimicrobial 
efficacy of MTAD and sodium hypochlorite. Journal of Endodontics. 2003 
Jul; 29(7):450-2. 
 

 
59. SIQUEIRA JF, JR, BATISTA MM, FRAGA RC, DE UZEDA M. Antibacterial 

effects of endodontic irrigants on black-pigmented gram-negative anaerobes 
and facultative bacteria.J Endod. 1998;24:414–6. 

 
 

60. SUBBIYA A, MAHALAKSHMI K, PUSHPANGADAN S, PADMAVATHY K, 
VIVEKANANDAN P, SUKUMARAN VG. ANTIBACTERIAL EFFICACY OF 
MANGIFERA INDICA L. KERNEL AND OCIMUM SANCTUM L. leaves 
against Enterococcus faecalis dentinal biofilm. Journal of conservative 
dentistry : JCD. 2013 Sep;16(5):454- 

 
61. SUNDQVIST G, FIGDOR D, PERSSON S, SJOGREN U. Microbiologic 

analysis of teeth with failed endodontic treatment and the outcome of 
conservative re-treatment. Oral surgery, oral medicine, oral pathology, oral 
radiology, and endodontics. 1998 Jan;85(1):86-93. 
 

 



78 
 

62.  SWATI RAMESH KARKARE, NIVEDITA PRAMOD AHIRE, SMITA UDAY 
KHEDKAR. Comparative evaluation of antimicrobial activity of 
hydroalcoholic extract of Aloe vera, garlic, and 5% sodium hypochlorite as 
root canal irrigants against Enterococcus faecalis: An in vitro study Journal 
of Indian Society of Periodontics and Preventive Dentistry. February 03, 
2016, IP: 181.141.255.56. 
 

63. Tolosa L, Cañizares E. Obtención, caracterización y evaluación de la 
actividad antimicrobiana de extractos de propóleos de Campeche. Ars 
Pharmaceutica 2002; 43(1-2): 187-204. 
 

64. VERTUCCI FJ. Root canal anatomy of the human permanent teeth. Oral 
surgery, oral medicine, and oral pathology. 1984 Nov;58(5):589-99. PubMed 
PMID: 6595621. 
 

 
65. VIEIRA AR, SIQUEIRA JF, JR., RICUCCI D, LOPES WS. Dentinal tubule 

infection as the cause of recurrent disease and late endodontic treatment 
failure: a case report. Journal of endodontics. 2012 Feb;38(2):250-4.. 

 
66. VINOTHKUMAR TS, RUBIN MI, BALAJI L, KANDASWAMY D. In vitro 

evaluation of five different herbal extracts as an antimicrobial endodontic 
irrigant using real time quantitative polymerase chain reaction. Journal of 
conservative dentistry : JCD. 2013 Mar;16(2):167-70. 
 

67. WERCH R, APICELLA J. Effect of 2%chrhexidine gel as an intracanal 
medication on the apical seal of the root canal. J Endod. 2004;30(11):788- 
91. 

 
68. WALKER TL, DEL RIO CE. Histological evaluation of ultrasonic 

debridement comparing sodium hypochlorite and water.Journal of 
endodontics. 1991 Feb;17(2):66-71.  

 
69. YUE L. Problem solving in endodontic diseases: XII. Crucial factors in 

preparation of root canal system (II): irrigation and disinfection in 
endodontics Chinese journal of stomatology. 2012 Jan;47(1):57-60. 
 

70.    ZHANG C, HOU BX, ZHAO HY, SUN Z. Microbial diversity in failed      
endodontic root-filled teeth. Chinese medical journal. 2012 Mar;125(6):1163- 
8. 

 
 


