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RESUMEN

Introduccion: durante la preparacion biomecanica el sistema de conductos
radiculares no es desinfectado en su totalidad. Las bacterias son capaces de
interactuar entre ellas y con la superficie que las rodea formando biofilm,
estructuras complejas de asociacion, que le otorga a las bacterias caracteristicas
superiores a las que presentan en suspensién o planctonicas. Enterococcus
faecalis es una de las especies asociada al fracaso endodontico. HybenX® es una
solucién a la cual se le atribuyen propiedades capaces de generar cambios fisicos
en el microambiente del biofilm. Objetivo: evaluar la actividad antibacteriana de
HybenX® sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ®™). Materiales y
métodos: se realizd6 un estudio experimental in vitro en el cual se evalué a
HybenX®, determinando su actividad antibacteriana sobre Enterococcus faecalis
(ATCC 29212°™), para posteriormente establecer la concentracién minima
inhibitoria y la concentracion minima bactericida a través de la técnica de
microdilucién en caldo. Resultados: la concentracibn minima que necesita
HybenX® para inhibir al Enterococcus faecalis (ATCC 29212°™) es de 25%;
HybenX® posee actividad bactericida a concentraciones del 100% y 50%.
Conclusién: el agente HybenX® presenta actividad antibacteriana sobre
Enterococcus faecalis (ATCC 29212°™).

PALABRAS CLAVE: Enterococcus faecalis, Irrigacion de canal, Biopelicula,
Fenoles Sulfonados, Pruebas de sensibilidad microbiana.(DECS)
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INTRODUCCION

Los microorganismos ejercen un papel fundamental en el desarrollo de la
enfermedad pulpar y periapical. Su completa eliminacién es compleja, por
consiguiente, se han planteado diferentes técnicas de instrumentacion mecanica
en combinacién con diversas sustancias quimicas irrigadoras.

Los microorganismos son capaces de desarrollar comunidades microbianas
complejas y heterogéneas con expresion genética diferencial, rodeadas de
sustancias poliméricas extracelulares, denominadas biofilm. Estas caracteristicas
hacen que el biofilm sea resistente al medio ambiente, a la terapéutica aplicada, al
sistema inmune y a los antibidticos®. Por lo tanto, existe la necesidad de
desarrollar compuestos “anti-biofilm” que no sélo posean efecto antibacteriano, si
no que permitan destruir el microentorno del biofilm para que las bacterias sean
susceptibles a la accion de los antimicrobianos.

Enterococcus faecalis (E. faecalis) es el microorganismo que con mayor
frecuencia se asocia al fracaso de la terapia de conducto radicular®. La habilidad
de E. faecalis para causar enfermedades periapicales y fracasos crénicos en un
diente tratado endoddnticamente, se debe en parte, a su capacidad de invadir los
tubulos dentinarios y mantenerse viable dentro de ellos e incluso reinfectar un
conducto radicular obturado. E. faecalis logra adherirse al colageno tipo | de la
dentina; sus caracteristicas fenotipicas y factores de virulencia como la sustancia
de agregacion, las adhesinas o proteinas de superficie, las feromonas sexuales, el
acido lipoteicoico, el superoxido extracelular, la gelatinasa, la hialuronidasa y la
citolisina, lo hacen capaz de sobrevivir ambientes con escasos nutrientes®.

En la actualidad no existe una sustancia que posea todas las caracteristicas de un
irrigante de sistemas de conducto radiculares ideal. HybenX® (Epien Medical, Inc.,

' ENCINAS, S y BARBERO, G.et al. Biofilm Un nuevo concepto de infeccién en Endodoncia. En. Endodoncia.
December, 2010. Vol. 28, N°. 4, p 1-16.

2 WECKWERTH, P y ORDINOLA, R, et al. In Vitro Alkaline pH Resistance of Enterococcus faecalis En:

Brasilefia dental Journal. Octubre 2013.Vol. 24, N°. 5. p. 5-10.

>TENNERT, C;FELDMANN, K y HAAMANN E.et al.Effect of photodynamic therapy ( PDT ) on Enterococcus
faecalis biofilm in experimental primary and secondary endodontic infections.En: Biomed Central. October.
2014.Vol. 14, N°.134, p. 1-3.
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St Paul, MN, Estados Unidos) es un agente de uso topico, al cual se le atribuyen
una amplia gama de aplicaciones en odontologia por contener desnaturalizantes
de tejidos, acido sulfarico y compuestos fendlicos sulfonados que poseen una
fuerte afinidad por el agua, generando la desecacién del biofim *. Por
consiguiente, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de
HybenX® sobre E. faecalis Empleando la cepa de control de la American Type
Cultive Colection (ATCC) E. faecalis (ATCC 29212 ®™).

* KARAN, S; FATEMEH, K ; ALI, F y TATIANA K. et al. Exploring Mechanisms of Biofilm
Removal. En: HHS Public Access. Abril. 2016. Vol.6, N°.4, p. 1-9.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El principal objetivo de la terapia de conducto radicular es la correcta y completa
desinfeccion, conformacion y obturacién del sistema de conductos radiculares,
utilizando técnicas y materiales que promuevan la reparacion de los tejidos vivos
relacionados, asf como evitar la recidiva de la patologia endodéntica®.

La enfermedad pulpar y perirradicular, en un alto porcentaje esta relacionada
directa o indirectamente con los microorganismos, los cuales utilizan diversas
puertas de entrada. La mas frecuente es la caries dental, pero también existe la
contaminacion por saliva a través de fracturas, grietas o restauraciones con
filtracion®. Otra via es por la exposicién de tdbulos dentinarios a través de bolsas

periodontales o recesiones gingivales’.

Ninguna técnica de instrumentacion logra la preparacion biomecanica completa de
los conductos radiculares debida principalmente a su complejidad anatomica. Se
hace necesario el empleo de sustancias irrigadoras que eliminen los
microorganismos y mantengan sus niveles por debajo de conteos patol6gicos®.

Uno de los grandes desafios para el control efectivo de infecciones es la
capacidad que tienen los microorganismos para formar biofilm, una estrategia de
supervivencia de los microorganismos ante condiciones ambientales adversas.

> ROCAS, I; SIQUEIRA, J y SANTOS, K.et al. Association of Enterococcus faecalis with different forms of
periradicular diseases. En: Journal of endodontics. Mayo, 2004. Vol. 30, N°. 5, p. 315-20.

S ARIAS, M. et al. Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso endoddntico.En:
Editorial Universidad de Granada. 2009.p 1-143.

" GIUROIU, C; CARUNTU, | y LOZNEANU, L.et al. Dental Pulp: correspondences and
Contradictions between Clinical and Histological Diagnosis.En: Biomed. April, 2015.Vol.
2015, N°.1, p 8-14.

8 GOZTAS, Z y ONAT, H.et al.Antimicrobial effect of ozonated water, sodium hypochlorite and chlorhexidine
gluconate in primary molar root canals.En: european journal of dentistry. October, 2014. Vol. 8, N°.4,p.469-
474,
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Causa mas del 65% de todas las infecciones bacterianas en los seres humanos,
incluidas caries, enfermedades pulpares y periapicales®.

1.1BIOFILM

El biofilm es una estructura compleja de asociacion de microorganismos similares
o de diferentes especies, que se organizan en forma de un supraorganismo con
caracteristicas superiores a las que presentan las bacterias individualmente (en
forma plancténica)'®. Aunque la composicién del biofilm es variable en funcién
del sistema en estudio, en general, esta constituido en un 15%-20% por células
bacterianas, matriz o glicocélix 75%-80%, cuyo componente mayoritario es el
agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total. Ademas
de agua y de las células bacterianas, la matriz del biofilm es un complejo formado
principalmente por exopolisacaridos. En menor cantidad se encuentran otras
macromoléculas como proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN)
y productos diversos procedentes de la lisis de las bacterias™.

Actta como una barrera fisica que impide la difusion de los agentes
antimicrobianos hasta las bacterias®?. El bajo nivel metabdlico de las bacterias en
el biofilm aumenta la resistencia contra agentes biosidas debido a que la principal
funcién no es multiplicarse, sino asegurar la persistencia del biofilm*2.

La presencia de biofilm dificulta la desinfeccion del sistema de conductos
radiculares debido a un mecanismo conocido como quorum sensing (QS), en el

9SHAHRANI, M y DIVITO, E.et al. Enhanced Removal of Enterococcus faecalis Biofilms in the Root Canal
Using Sodium Hypochlorite Plus.En: Photomedicine and laser surgery.May, 2014. Vol. 35, N°.5, p.260-266.

10 DIAZ, A; VIVAS, R; PUERTA, L; AHUMEDO, M.; AREVALO,L; CABRALES R y HERRERA, A. et al. Biopeliculas
como expresion del mecanismo de quorum sensing: Una revision. En: Avances en Periodoncia e
Implantologia Oral. Diciembre, 2011.Vol. 23, N°.3, p.1-7.

" Diaz, A.op.cit.14.

! CLOETE, T.et al. Resistance mechanisms of bacteria to antimicrobial compounds. En.science
direct, June, 2003. Vol.51, N°4, p.277-282.

¥ GEORGE,S; KISHEN,A y SONG,P.et al. The Role of Environmental Changes on Monospecies Biofilm
Formation on Root Canal Wall by Enterococcus faecalis, Diciembre, 2005.Vol.31, N°.12,p. 867-872.
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cual las bacterias mantienen una comunicacion permanente entre ellas, dentro de
los diferentes microambientes donde permanecen y conviven,

El E. faecalis es la cepa més frecuentemente aislada en fracasos endodoénticos ya
gue forma biofilm en ambientes escasos de nutrientes, penetra profundamente en
la dentina y ademas sobrevive en entornos de pH extremo sin interactuar con
otros microorganismos™. El E. faecalis en forma de biofilm, puede ser hasta mil
veces mas resistente a la accion de los antimicrobianos que cuando se encuentra
en forma plancténica suspendida en un medio liquido y no adherida a ninguna
superficie™.

Ricucci et al, en el 2010, mencionan que la mayoria de los casos de infecciones
periapicales son causadas por biofilm bacteriano intracanal, ya que estaba
presente en un 80% y un 74% de los casos de infecciones primarias y
secundarias'”

Adl A et al, en el 2014, encontraron biofilm de E. faecalis en conductos de dientes
obturados con cemento a base de Hidroxido de Calcio, demostrando que pueden
colonizar conductos radiculares medicados. E. faecalis puede penetrar los tubulos
dentinarios del canal principal y de los canales laterales; incluso, otras
irregularidades que dificultan la accion antimicrobiana directa de Ia
instrumentacion e irrigacion®®.

“NOWAK, M y KURNATOWSKI, P. et al. Biofilm caused by fungi--structure, quorum sensing, morphogenetic
changes, resistance to drugs.En. Wiad Parazytol. Summer, 2009.Vol.55, N°.1, p.19-25.

> WANG, Z y FUENTES, C.et al. Treatment of Oral Multispecies Biofims by an Anti-Biofim
Peptide. En: Plos One. July, 2013.Vol.10, N°.7, p. 1-16.

ESTRELA, C y SYDNEY, G.et al. A model system to study antimicrobial strategies in
endodontic biofilms. En: J Appl Oral Sci.Jun, 2009. Vol. 17, N°.2, p.87-91.

' SIQUEIRA, J y RICUCCI, D.et al. Biofilms and Apical Periodontitis : Study of Prevalence and Association with
Clinical and Histopathologic Findings. En:Journal of endodontics. August, 2010.Vol. 36, N°. 8, p. 1277-1288.

8 ADL, A; HAMEDI, S y SOBHNAMAYAN, F.et al. The Ability of Triple Antibiotic Paste and Calcium
Hydroxide in Disinfection of Dentinal Tubules.En: iranian Endodontic Journal.Spring, 2014. Vol 9.
N°.2, p.123-126.
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Debido a las variantes anatomicas del sistema de conductos radiculares y la
dificultad para lograr su desinfeccion con los protocolos actuales, es necesario el
desarrollo de investigaciones que optimicen las técnicas y materiales disponibles,
permitan el control de microorganismos y favorezcan el éxito del tratamiento.

1.2HYBENX®

HybenX® es un liquido semi-viscoso, opaco y de color parpura, considerado como
un desnaturalizante de tejidos. Contiene acido sulfurico y compuestos fendlicos
sulfonados. Muestra una amplia gama de aplicaciones odontoldgicas. Elimina la
capa de biofilm en contacto con tejidos blandos y duros de la cavidad oral. Posee
propiedades higroscépicas que absorben el agua del biofim de manera rapida y
efectiva, precipitando los polimeros organicos, actuando como un desecante y no
como un &cido, reduciendo los efectos adversos a nivel del periapice®

Segun el fabricante, HybenX® esta indicado para una sencilla profilaxis de rutina,

como enjuague oral para remocion de placa, incluso para procedimientos mas

complejos como el tratamiento de infecciones de las superficies de la cavidad
20.

oral

Basara et al, en el 2002, mencionan que HybenX® esta siendo utilizado para la
desecacion y desnaturalizacion del componente organico de los calculos del surco
gingival, facilitando su remocién y disminuyendo el trauma a los pacientes®'. Porter
et al, en el 2009, demostraron que con una sola aplicacion de HybenX® se
reducen los sintomas dolorosos de la estomatitis aftosa recurrente®” Michael L. et
al, en el 2013, aseguran que HybenX® es un producto que actia como
coadyuvante en cualquier procedimiento dental estandar, ya que logra una

19 MOHAMMAD, M y ALl, H.et al. Antimicrobial Effects of Four Intracanal Medicaments on Enterococcus
Faecalis: An in Vitro Study. En: Iranian Endodontic Journal. Summer, 2014. Vol.9, N°.1, p.195-198.

%% INVITADO EO, BAIRAN J, CALDERA MM. “Una Visién Actualizada del Uso del Hipoclorito de
Sodio en Endodoncia.” 2015:1-13.

2 MELAHAT, G; SELEN, K y MEHMET, O.et al. Evaluation of the effects of two novel irrigants on
intraradicular dentine erosion, debris and smear layer removal.En: Restorative dentistry &
Endodontics. August, 2015.Vol. 40, N°.3, p.216-222.

2 MOHAMMAD,F ;NEGIN, G y BABAK, R.et al. Effects of Chlorhexidine and Sodium Hypochlorite
on the Setting Time of Calcium-Enriched Mixture Cement. En: Iranian Endodontic Journal, Summer,
2015, Vol.10, N°.3, p. 162-164.
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limpieza real pocos segundos después de su aplicacion debido a la
desnaturalizacién y coagulacion de la placa®.

Por lo anteriormente expuesto y debido a la poca evidencia en la literatura
endodontica, surgid el interés en evaluar la actividad antibacteriana contra E.
faecalis, uno de los microorganismos presentes en mayor porcentaje en casos de
enfermedad periapical y fracasos endodénticos*.

Se plante6 el siguiente interrogante:;,Qué tipo de actividad antibacteriana
posee HybenX® sobre E. faecalis (ATCC 29212 ®™)?

2 ASHOFTEH, K; SOHRABI, K; IRANPARVAR, K y CHINIFORUSH, N.et al. In vitro comparison of the
antibacterial effect of three intracanal irrigants and diode laser on root canals infected with Enterococcus
faecalis.En: Iran Journalof Microbiology. February, 2014. Vol. 6, N°.1,p. 26-30.

2 PARDI, G; GUILARTE, C; CARDOZO, E y BRICENO, E.et al. Deteccidn de enterococcus faecalis en dientes con
fracaso en el tratamiento endodéntico, En: Acta Odontolégica Venezolana. Junio, 2008. Vol.47, N°.1, p. 1-11.
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2. JUSTIFICACION

La literatura reporta que un gran porcentaje de fracasos endoddnticos se asocian
a la presencia de microorganismos en el interior del sistema de conductos
radiculares y/o en los tejidos periapicales. E. faecalis se encuentra asociado en un
33% a enfermedades endodonticas secundarias y en un 24 a 77% a
enfermedades periapicales persistentes®™

En la consecucion del total desbridamiento y desinfeccion del conducto radicular
se hace necesario recurrir a técnicas de preparacion y de irrigacion que permitan
llegar a las zonas de dificil acceso. Diversas soluciones irrigadoras han sido
propuestas para el uso en endodoncia, el méas utilizado es el hipoclorito de sodio
(NaOClI). Es un potente antimicrobiano de bajo costo, que elimina la mayoria de
las bacterias al contacto directo de manera inmediata?®. Muchos clinicos lo
reprueban por su sabor desagradable, toxicidad, no elimina la capa de smear layer
e incapacidad para eliminar microorganismos asociados en biofilm. Esto podria
tener una repercusion clinica importante, ya que esta demostrado que los
microorganismos que crecen en biofilm son mas resistentes que cuando lo hacen
en forma planctonica.

En el presente estudio se evalud la actividad antimicrobiana de HybenX® sobre E.
faecalis. HybenX® es un agente topico, no antibiodtico, capaz de eliminar biofilm
patdégeno y microorganismos. Contiene una tecnologia patentada basada en el
“shock desecante”, eficaz en la eliminacion de microorganismos en una gran
variedad de biofims microbianos?’. Actia mediante compuestos aromaticos
sulfonados que absorben el agua del biofilm, precipitando los polimeros organicos,

%5 KHALIFA, L; SHLEZINGER, M y BEYTH, S.et al. Phage therapy against Enterococcus
faecalis in dental root canals. En:J Oral Microbiol. September, 2016. Vol. 8, N°. 10, p.1-33.

2 HAAPASALO, M; SHEN, Y; QIAN, W y GAO, Y.et al. Irrigation in endodontics. En: Dental Clinics of North

America, April. 2010. Vol. 54, N°. 2, p. 291-312.

7 ARGUELLO, M. Una mejor manera de eliminar el Biofilm bucodental, causante de la enfermedad
periodontal y la peri-implantaria. En Dental Tribune Spain, 2002. P. 6-9.
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haciendo que el biofilm colapse y se separe de la superficie de los dientes y las
encfas, haciendo a las bacterias susceptibles a la accién de lo antimicrobianos?.

Este proyecto de investigacion le permite a la Endodoncia ampliar la gama de
irrigantes mediante el estudio de nuevas sustancias y cambiar paradigmas sobre
el enfoque terapéutico actual el cual apunta a combatir a los microorganismos
como especies aisladas y no como estructuras complejas de asociacion,
manteniendo a la Universidad de Cartagena a la vanguardia de la ciencia para
minimizar el fracaso en los tratamientos endodonticos.

En la ejecucion del proyecto de investigacion, se contd con el apoyo parcial de la
casa comercial. La bibliografia y los antecedentes clinicos sobre la aplicacion de
HybenX® en la practica endodontica, no son concluyentes ni especificos.

28 LOMBARDO, G; SIGNORETTO, C y CORROCHER,G. et al. A topical desiccant agent in association with
ultrasonic debridement in the initial treatment of chronic periodontitis: a clinical and microbiological study.
En: New Microbiologica. May, 2015.Vol. 38, N°.3, p.93-407.
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antibacteriana in vitro de HybenX® sobre E. faecalis
ATCC 29212 ®™,

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

-Evaluar la sensibilidad bacteriana de E. faecalis ATCC 29212 ®™ frente a
diferentes concentraciones de HybenX®.

-Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria de HybenX® sobre E. faecalis
ATCC 29212 ®™,

-Determinar la Concentracion Minima Bactericida de HybenX® sobre E. faecalis
ATCC 29212 ®™,
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4. MARCO TEORICO

4.1 MARCO CONCEPTUAL

La composicion de la flora, asi como la localizacion de los microorganismos en el
sistema de conductos radiculares, es influenciada por varios factores locales
como: cantidad de oxigeno, acceso y disponibilidad de nutrientes, sinergismo
bacteriano y la competicién en el sistema de defensa del huésped?.

Luego que se instaura la infeccion endodontica en el conducto radicular, los
microorganismos entran en contacto con el periapice a través del foramen apical o
de conductos accesorios, ocasionando dafio a estos tejidos y suscitando cambios
inflamatorios™.

La supervivencia de las bacterias parcialmente puede atribuirse a su penetracion
en los tubulos dentinales, donde se protegen de las soluciones irrigantes por dos
mecanismos: la dificultad de éstas para penetrar en los tibulos y su inactivacién®.

En infecciones endodonticas primarias, la ecologia favorece la presencia de
bacterias anaerobias estrictas, acompafiadas de bacterias microaerofilicas y
anaerobias facultativas como Actinomyces spp., Lactobacillus Bacillus spp., y
Estreptococos spp. Para sobrevivir al interior del conducto radicular obturado los
microorganismos deben soportar las medidas de desinfeccion en un
medioambiente con pocos nutrientes disponibles. Por lo tanto, las pocas especies
microbianas que tienen tal capacidad pueden estar implicadas en el fracaso de un
tratamiento de conducto®. En infecciones secundarias la ecologia es diferente, ya

2 MARKUS, H; UNNI, E; HOMAN, Z y JEFFREY, M.et al. Eradication of endodontic infection by
instrumentation and irrigation solutions. En: Endodontic Topics. March, 2005.Vol.10, N°.1, p. 77-102.

*piaz, Aet al. Aspectos relevantes de Enterococcus Faecalis y su participacion en las infecciones de origen
endoddntico.En: Universidad Central de Venezuela. Febrero, 2008.p. 5-10.

*'WANG, Z ; SHEN Y y HAAPASALO M, et al. Effectiveness of endodontic disinfecting solutions against young
and old Enterococcus faecalis biofilms in dentin canals. En: Journal of endodontics. October 2012. Vol. 34,
N°1, p. 1376-1379.

32SIQUEIRA, J, et al. A etiology of root canal treatment failure: why well-treated teeth can fail. En:
International endodontics journal. June 2001. Vol.34, N°1, p.1-10.
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gue el entorno no permite el predominio de bacterias anaerobias. La especie mas
frecuentemente aislada en dientes previamente tratados con fracaso es el E.
faecalis*®.

4.1.1 Enterococcus spp.

Los Enterococcus son morfolégicamente semejantes a los Estreptococcus; causan
infecciones diversas y despiertan un creciente interés en procesos oportunistas>*.

4.1.2 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE Enterococcus spp.

Los Enterococcus son cocos grampositivos esféricos u ovoides. Oscilan entre 0,5
a 1 micra (um) de diametro, se visualizan como celulas aisladas, en parejas o en
cadenas cortas, formando colonias cremosas blanquecinas. La mayoria de las
cepas son no hemoliticas y no méviles®.

La mayoria de los Enterococcus son anaerobios facultativos, pero algunas
especies son aerobios estrictos. Aunque carecen de catalasa, poseen superoxido
dismutasa y peroxidasa que eliminan el Oxigeno y el Peréxido de Hidrégeno
respectivamente, generados en condiciones de aerobiosis. Catabolizan una gran
variedad de fuentes energeticas. Incluyendo carbohidratos, glicerol, lactato,
malato, citrato, arginina, agmatina y aceto- acidos®®

33 HAAPASALO, M. ENDAL, U y ZANDI, H. et al. Eradication of endodontic infection by instrumentation and
irrigation solutions. En: Endodontic Topics. March, 2005.Vol.10, N° 1. p. 77-102.

% PARDI, G; GUILARTE, C y CARDOZO, E.et al. Deteccién de enterococcus faecalis en dientes
con fracaso en el tratamiento endodéntico. En: Acta Odontolégica Venezolana. Junio, 2008. Vol.
47, N°.1, p. 1-11.

3 ROCAS, I; SIQUEIRA, J y SANTOS, K.et al. Association of Enterococcus faecalis with different forms of
periradicular diseases. En: Journal of endodontics. Mayo, 2004. Vol. 30, N°. 5, p. 315-20.

3 DJASMIN P.et al. Efectividad de la asociacién cetrimida-clorhexidina.En: Nacional U, San MDE, Odontologia
EAPDE, 2011, p 23-24.
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Los Enterococcus pueden sobrevivir en condiciones ambientales muy adversas,
de modo que soportan niveles de pH de 9.6, asi como elevadas concentraciones
de Cloruro Sédico (6.5%NacCl). La temperatura 6ptima de crecimiento in vitro es de
35°C. No obstante, se observa crecimiento entre 10°C y 45°C*'.

Todas las cepas pueden crecer en medios que contengan esculina, la cual
hidrolizan en presencia de sales biliares al 40% (medio agar bilis-esculina). Casi
todas son homofermentativas, siendo el acido lactico el producto final principal de
la fermentacion de la glucosa. No producen gas y no contienen enzimas
citocromicas®. E. faecalis posee una pared celular con antigenos del grupo D, el
cual es un &cido lipoteicoico que se encuentra asociado con la membrana
citoplasmatica de la bacteria y contiene residuos de glicerol, gran cantidad de
mureina y &cido teicoico®.

Las especies que pertenecen al género Enterococcus pueden encontrarse en
diversos entornos. Como el tracto gastrointestinal, el genitourinario y la cavidad
oral de los seres humanos. E. faecalis es la especie mas frecuentemente aislada
en infecciones orales, incluyendo casos de fracaso de tratamiento de conducto
radicular*®*,

Es un patégeno oportunista que sobrevive y crece en microambientes toxicos para
muchas bacterias, zonas con altas concentraciones de sales, temperaturas
extremas y hasta resisten a la accion de colorantes como azul de metileno al
0,1%. La capacidad de E. faecalis para formar biofiim puede conferir una ventaja
ecoldgica en determinadas situaciones®.

37 PORTURAS, D. Efectividad de la asociacién cetrimida-clorhexidina 15% / 0.15% frente a clorhexidina 2% en
la erradicacion de biofilms de Enterococcus faecalis. En: Cibertesis Perd, 2011,p 1-10.

38 RICHARD, F y TEXEIRA, L. Enterococcus. En: Manual of Clinical, editors. October 2011, 7th edition, p 297-
305.

39 PORTENIER, I; WALTIMO, T y HAAPASALO, M.et al. Enterococcus faecalis:-the root canal survivor and
"star" in post treatment disease. En: Endodontics Tropics. November 2003. Vol.6, N°.1, p.135-59.

‘0 ROCAS, I; SIQUEIRA, J y SANTOS, K.et al. Association of Enterococcus faecalis with
different forms of periradicular diseases. En: Journal of endodontics. Mayo, 2004. Vol. 30,
N°. 5, p. 315-20.

“ VIDANA, R;SULLIVAN, A y BILLSTROM,H.et al. Enterococcus faecalis infection in root canals - host-derived
or exogenous source.En: Lett Appl Microbiol. November, 2011. Vol. 52,N°.2, p. 1-2.

42 DUGGAN, J; SEDGLEY, M y CHRISTINE M.et al. Biofilm formation of oral and endodontic Enterococcus
faecalis. En: Journal of endodontics. July, 2007. Vol. 33, N°.7, p. 815-818.
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4.1.3 FACTORES DE VIRULENCIA DE E.faecalis.

La virulencia es la capacidad relativa del microorganismo para producir patologia
en el hospedero y se relaciona con su poder para colonizarlo y producir dafio
tisular** E. faecalis posee un gran nimero de factores de virulencia, entre otros:

- Antagonismo con bacterias.
- Resistencia a los mecanismos de defensa del hospedero.

- Produccion de enzimas proteoliticas (citolisina, gelatinasa y serina proteasa),
adhesinas, colageno y polisacaridos de la pared celular.

- La proteina de superficie del enterococcus (esp) implicada en la colonizacion,
adhesion y persistencia del E. faecalis dentro del conducto radicular*.

- Capacidad de suprimir la accion de los linfocitos.
- Gran variedad de polimorfismos genéticos.

- Produccion de gelatinasa y proteinas de union al colageno (Ace) que contribuye
a la union dentinaria.

- Tamafo pequefio para penetrar los tubulos dentinarios.
- Poder subsistir largas temporadas con escasez de nutrientes.

- Utilizar el suero proveniente del hueso alveolar y del ligamento periodontal como
fuente de alimento.

- Capacidad de unirse al colageno tipo I*°.
- Resistencia al hidroxido de calcio intraconducto.

- Capacidad de formar biofilm (1000 veces mas resistente a la fagocitosis,
anticuerpos y antimicrobianos que en su forma plancténica)®®.

DIAZ A.et al. Aspectos relevantes de Enterococcus Faecalis y su participacion en las infecciones de origen
endoddntico.En: Universidad Central de Venezuela, febrero. 2008, p 5-10.

*ZOLETTI, G. et al. Characterization of virulence factors and clonal diversity of Enterococcus faecalis isolates
from treated dental root canals. En: Research microbiology. February, 2011. Vol. 162, N°. 2, p. 151-158.

“RM, L.et al. Enterococcus faecalis: a mechanism for its role in endodontic failure. En: Int
Endod J. July, 2001. Vol. 34, N°.5, p. 399-405.
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Uno de los principales problemas de las infecciones causadas por Enterococcus
es su manejo terapéutico, debido a su resistencia natural a la mayoria de los
antimicrobianos comunmente utilizados para tratar infecciones por cocos gram-
positivos (cefalosporinas, clindamicina, lincomicina, trimetroprim/sulfametoxazol y
aminoglicésidos). Tiene alta capacidad para desarrollar resistencia frente al
reducido numero de antimicrobianos utiles contra el (ampicilina, cloranfenicol,
teicoplanina, vancomicina) *’.

4.1.4 E.faecalis Y FORMACION DE BIOFILM

En la actualidad es bien establecido que el estilo de vida bacteriano mas comun
en los ambientes naturales es aquel en que las bacterias se adhieren a una
superficie, formando una estructura conocida como biofilm donde encuentran los
medios fundamentales para su desarrollo43. Un biofilm son comunidades de
microorganismos que crecen embebidos en una matriz de exopolisacéaridos de
autoproduccion, proteinas y acidos nucleicos, adheridos a una superficie inerte o0 a
un tejido vivo (Hall-Stoodley et al., 2004; Jefferson, 2004). Son especies
potencialmente patdgenas capaces de adquirir una mayor resistencia o tolerancia
fenotipica a muchos desinfectantes®.

Las funciones que ejerce la matriz de polimeros extracelulares (EPS) son:

-Permitir, establecer y mantener asociaciones entre microorganismos y su medio
ambiente™.

- Reserva de energia y carbono.

- Protege a las enzimas secretadas por las bacterias que no estan en contacto
directo con la membrana celular y cuya funcién es la de hidrolizar moléculas
organicas de alto peso molecular.

4 KATSUTAKA, K: YUICHIRO N y SHIGEYUKI, E.et al. Promotion of Endodontic Lesions
in Rats by a Novel Extraradicular.En: Journal ASM.April, 2014. Vol. 80, N°. 13, p.3804-
3805.

~ VELASQUEZ, J; LIZARASO,S y FRANK Z.et al. Vigilancia de Enterococcus spp. resistente a Vancomicina En:
Boletin instituto de salud publica de chile. Septiembre, 2013. Vol.3, No.10, p. 1-20.

a8 PORTENIER, I; WALTIMO, T y HAAPASALO, M.et al. Enterococcus faecalis — the root canal survivor and
‘star’ in posttreatment disease. En: Endodontic Topic. November, 2003. Vol. 6, N°.1, p.135-159.

* SIQUEIRA J y RICUCCI, D.et al. Biofilms and Apical Periodontitis : Study of Prevalence and Association with
Clinical and Histopathologic Findings.En: Journal of Endodontics. August, 2010. Vol. 6, N°.8, p.1277-1279.
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-Proteccidn frente a la desecacion dada a la capacidad de los exopolisacaridos de
retener agua.

- Atrapar moléculas organicas e iones del medio acuoso para favorecer la
concentracion de nutrientes bacterianos en el interior del biofim®.

- Conferir proteccion frente a agentes antimicrobianos.

La capacidad de E. faecalis para crecer formando biofiim en las paredes del
conducto radicular ha sido demostrada in vitro. El biofiim le confiere mayor
resistencia a la terapia endodontica, ya que resiste la desinfeccion quimico-
mecénica °* .Adicionalmente esta caracteristica le permite sobrevivir a las
medicaciones intraconducto y adaptarse a ambientes con nutrientes escasos,
incluso permaneciendo latentes en un conducto adecuadamente obturado.

Si el conducto radicular esta pobremente obturado, o el cemento sellador se
disuelve, se formaran intersticios y llegaran nutrientes que favorecen el
crecimiento bacteriano y la formacion de biofilm. En dientes sobre-obturados, el
sellador alrededor del foramen apical podria no solidificar y disolverse por el
contacto con el fluido periapical. Los microorganismos remanentes, entre ellos el
E. faecalis, podrian colonizar el espacio dejado por el sellador y formar biofilm
extra-radicular. La filtracion bacteriana no solo ocurre por via apical, sino también
por via coronal, como sucede cuando existen defectos en el sellado marginal de
las restauraciones, infeccién periodontal y trauma®2.

4.2IRRIGACION EN ENDODONCIA.

El objetivo de la preparacién quimico-mecanica es limpiar al maximo el conducto
radicular y obtener paredes dentinales lisas para adherencia del material de

O TERESA, M y Mendoza, H.et al. El papel del biofilm en el proceso infeccioso y la resistencia. En : Nova -
publicacidn cientifica, 2004. P 77-78.

L ESTRELA, C y BLITZKOW, G; POLI J.et al. A model system to study antimicrobial strategies in endodontic
biofilms.En: J Appl Oral Sci. June, 2009. Vol. 17, N°.2,p.87-88.

>2 JASON, M y DUGGAN C.et al. Biofilm Formation of Oral and endodontic enterococcus faecalis.En: JOE. The
University of Michigan School of dentistry, Ann Arbor, Michigan. July, 2007. Vol. 33, N°.7, p. 1-4.
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obturacién®®. La morfologia del sistema de conductos genera dificultades al
profesional para lograr un desbridamiento total, ya que con la sola instrumentacién
mecdénica no se tiene acceso a todas las variaciones de éste. Por tal razoén, el
clinico se ve obligado a utilizar sustancias irrigantes que permitan llegar a estas
zonas de dificil acceso con el fin de obtener una mejor desinfeccién.

Los microorganismos y sus productos son el principal factor etiolégico de la
enfermedad pulpar y periapical. Las fuentes bacterianas mas comunes son la
caries dental y la saliva, que a través de los tubulos dentinarios permeables,
invaden y se multiplican. Los tubulos dentinarios miden aproximadamente 2,5
micrones cerca de la pulpa y 1 micron en las uniones amelodentinaria y
cementodentinaria. > . El éxito del tratamiento endodéntico depende de la
erradicacion de los microorganismos y la prevencion de la reinfeccion.

Estudios basados en técnicas avanzadas como la microtomografia, demuestran
gue grandes areas del conducto radicular permanecen intactas después de la
instrumentacion; de alli la importancia del empleo de medios quimicos que
permitan una mayor desinfeccién del conducto radicular®.

Entre los objetivos quimicos y mecanicos de la irrigacion estan: eliminar el smear
layer o prevenir su formacion durante la preparacion, lubricar el canal, disolver el
tejido organico e inorganico. EIl objetivo biolégico esta relacionado con su efecto
antimicrobiano, no ser caustico para los tejidos periapicales y no causar una
reaccion anafilactica®’.

Desde hace mucho tiempo se investiga en la busqueda de técnicas de irrigacion
eficaces para eliminar desechos y bacterias del sistema de conductos radiculares.

> BASRANI,B y HAAPASALO,M. et al. Update on endodontic irrigating solutions. En: Endodontic Topics.
September 2013. Vol. 27, N°. 7,p. 74-102.

>*ZAHED,M y SOUSAN,S. et al. Chlorhexidine an Ideal Vehicle for Calcium Hydroxide A Microbiologic Review.
En: Iran Endodontics Journal. May, 2012.Vol.7, N°.3, p.115-122.

>> GERMAN P; CAROLINA G; ELBA |y ELSI, N.et al. Deteccion de enterococcus faecalis en dientes con fracaso
en el tratamiento endoddntico. En: Acta Odontoldgica Venezolana. Junio 2009. Vol. 47 N2. 1, p. 1-11.

¢ HAAPASALO, M. Op.cit. p.78.

>’ BASRANI, B. Op.cit. p.55.
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Estas técnicas se clasifican en dos grandes categorias: manual y rotatoria®®. Las
manuales son la irrigacion con agujas y la agitacién dindmica manual con puntas
de gutapercha. Las técnicas de irrigacién rotatoria incluyen cepillos rotatorios,
vibraciones sonicas y ultrasoénicas, y la aplicacion de presion negativa. El uso de
estos métodos resulta en una mejor limpieza del canal en comparacion con la
irrigacion con jeringa convencional®.

Las cualidades deseables de un irrigante endodontico incluyen: capacidad de
disolver tejido pulpar, poseer efecto antimicrobiano prolongado, no irritante para
los tejidos periapicales, estable en solucion, activo en presencia de sangre, suero
y proteinas, capaz de eliminar completamente la capa de smear layer, baja tension
superficial, capaz de desinfectar los tubulos dentinarios, no interferir con la
reparacion de los tejidos periapicales, no manchar la estructura del diente, no
inducir una respuesta inmune mediada por células, no antigénico, no toxico, no
tener efectos adversos sobre las propiedades fisicas de la dentina expuesta, no
tener ningun efecto adverso en la capacidad de sellado de los materiales de
obturacién, facil de utilizar / aplicar y que sea econémico®.

4.2.1 HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es usado en concentraciones entre 0,5% y 6%. Es
un potente agente antimicrobiano que elimina instantaneamente a la mayoria de
las bacterias al contacto directo. También disuelve eficazmente restos pulpares,
colageno y los principales componentes organicos de la dentina®.

¥ KHAORD, P; AMIN, A; SHAH, M; UTHAPPA,R y RAJ,N. et al. Effectiveness of different irrigation
techniques on smear layer removal in apical thirds of mesial root canals of permanent mandibular first
molar: A scanning electron microscopic study.En: J Dent conserv. August, 2015. Vol. 18, N°.4, p. 321-
326.

59WINTER, Endodontics Colleagues for Excellence. En: American Association of Endodontists, 2011.p 2-7.
%9 ROCAS, 1.0p. cit.p.317.

1 HAAPASALO, M. Op. cit.p.80.
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Muchos clinicos de la endodoncia reprueban al NaOCl a causa de su sabor
desagradable, toxicidad relativa y por causar complicaciones graves al ser extruido
a los tejidos periapicales®.

4.2.2 COMPUESTOS FENOLICOS SULFONADOS

Agentes antimicrobianos de tipo fendlico han sido utilizados como antisépticos,
desinfectantes o como conservantes®®. El fenol induce la fuga progresiva del
contenido intracelular. Pulvertaft y Lumb demostraron que bajas concentraciones
de fenoles (0,032%, 320 g / ml) y otros agentes no fendlicos, lisaron cultivos de
rapido crecimiento de Escherichia coli, Estafilococos y Estreptococos, sin
involucrar enzimas autoliticas. Srivastava y Thompson aducen que el fenol actla
s6lo en el punto de separacion de células hijas pares, y que las células
bacterianas jévenes son mas sensibles a éste®.

Compuestos fendlicos tales como el eugenol se utilizan ampliamente en
odontologia. Son utiles como medicamentos de uso topico para el tratamiento del
dolor dental, un sintoma de la inflamacion pulpar. Una posible explicacién es que
el efecto analgésico de estos compuestos se debe a la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas, igual a la accién de farmacos antiinflamatorios como la aspirina®.

4.3 HYBENX ®

4.3.1 GENERALIDADES

®2 bid. p. 82.

® HIRAFUJI,M.et al.Inhibition of Prostaglandin 12 Biosynthesis in Rat Dental Pulp by Phenolic Dental
Medicaments. En. Japan J Pharmacol. October, 1984. Vol. 36, N°. 545, p. 1-3.

*MCDONNELL, G y RUSSELL, D.et al. Antiseptics and Disinfectants: Activity, Action, and Resistance.
En: Clinical Microbiology Reviews. January, 2001 Vol. 12, N°.1 p. 147-179.

> HIRAFUJI, M.et al. Inhibition of prostaglandin 12 biosynthesis in rat dental pulp by phenolic dental
medicaments. En: Jpn J Pharmacol. December, 1984.Vol. 36, N°.4, p.544-6.
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La compafiia norteamericana de biotecnologia EPIEN Médical Inc, centrada en la
investigacion y el desarrollo de poderosos agentes topicos no antibiéticos capaces
de eliminar biofilm patégeno y los microorganismos, ha desarrollado la tecnologia
patentada HybenX®. Este emplea “el shock desecante”, que a diferencia de otros
productos del mercado es seguro y eficaz en la eliminacién de una gran variedad
de biofilms microbianos ®®. Recientemente se han obtenido datos sobre la
evaluacién de la seguridad y eficacia en el tratamiento tépico de aftas orales por
sus propiedades moleculares de desecacién®’.

4.3.2 DESCRIPCION QUIMICA DE HYBENX®

HybenX® esta compuesto de una mezcla acuosa concentrada de acido
hidroxibencensulfonico (37%) y acido hydroxymethoxybencénico (23%), acido
sulfarico (28%) y agua (12%). Debido a su estructura quimica, el material puede
desnaturalizar las proteinas que utilizan las bacterias para unirse a la matriz del
biofilm, a través de una potente accion desecante (secado topico). La desecacion
del biofilm es consecuencia de la rapida sustraccion del agua de la matriz
producida por los acidos sulfonico y sulfarico. Sobre la base del alto contenido de
agua que presenta el biofilm, se puede esperar que éstos pierdan su integridad
una vez se encuentren expuestos a la accion topica de un agente con propiedades
higroscopicas. Esto permite una mejor eliminacion de los microorganismos
presentes en el biofilm® %,

4.3.3 INDICACIONES Y USOS DE HYBENX®

% ARGUELLO, M. Una mejor manera de eliminar el Biofilm bucodental, causante de la enfermedad
periodontal y la peri-implantaria. En Dental Tribune Spain, 2002. P 6-9.

" PORTER, S y JOHANI K.et al. Randomised controlled trial of the efficacy of HybenX in the symptomatic
treatment of recurrent aphthous stomatitis. En: Oral Diseases. February 2009. Vol.15, N°.2, p.155-161.

68 LOMBARDO,G;ROVERA,A y CORROCHER,G. et al. Decontamination using a desiccant with air powder
abrasion followed by biphasic calcium sulfate grafting: a new treatment for peri-implantitis. En: Hindawi
Publishing Corporation. April 2015. Vol. 25, N°.15, p. 1-7.

% LOMBARDO, G. A topical desiccant agent in association with ultrasonic debridement in the initial
treatment of chronic periodontitis: a clinical and microbiological study Op. cit., p. 19.
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Este producto fue aprobado para su comercializacién en la Union Europea y
Canad& como dispositivo médico clase |, para uso dental profesional como un
irrigante focal complementario destinado a la eliminacion del biofilm. También fue
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) para su uso en endodoncia’.

Estudios con pruebas de cromatografia ibnica demuestran que las propiedades de
HybenX® son las de un desecante y no las de un acido (es menos erosivo que el
acido citrico -jugo de naranja- y el acido lactico). No dafia la pulpa dental ni los
tejidos periodontales o periimplantarios™ "2,

De acuerdo al fabricante, HybenX® esté indicado desde la mas sencilla profilaxis
de rutina hasta procedimientos complejos. Esta disefiado para ser utilizado como
enjuague en la remocion de la placa dental y para el tratamiento de otras
infecciones de las superficies de la cavidad oral”®.

Al realizar enjuagues periddicos, HybenX® facilita la remocion del componente
organico acumulado en el surco gingival por desecacién y desnaturalizacion,
dejando al paciente menos traumatizado y mas cémodo’. Con una sola aplicacion
se reducen los sintomas dolorosos de la estomatitis aftosa recurrente con
seguridad y eficacia ® .Ademas actta como un adyuvante a cualquier
procedimiento dental estandar’®.

"9 ARGUELLO, Maria Claudia. Una mejor manera de eliminar el Biofilm bucodental, causante de la
enfermedad periodontal y la peri-implantaria. En: Dental Tribune Spain, p. 10-15.

" Ibid. p. 12.
2 Ibid. p. 14.
*PAUL S. HybenX Development Review.

" ASHOFTEH, K; SOHRABI, K; IRANPARVAR,K; CHINIFORUSH,N.et al. In vitro comparison of the
antibacterial effect of three intracanal irrigants and diode laser on root canals infected with
Enterococcus faecalis.En: Iranian Journal of Microbiology. February, 2014. Vol. 6, N°1,p.26-30.

7 PORTER, SR; JOHANI K.et al. Randomised controlled trial of the efficacy of HybenX in the symptomatic
treatment of recurrent aphthous stomatitis. En: Oral Diseases. February, 2009. Vol .15, N°.2, p. 155-161.

’® |bid. p. 160.
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4.4 MARCO REFERENCIAL

Segun la literatura, HybenX® esta indicado para mdltiples tratamientos
odontolégicos de la mas variada complejidad: profilaxis, enjuague rutinario,
remocion de placay en el tratamiento de infecciones de la cavidad oral’’.

Basara et al, en el 2002, mencionan que HybenX® est4 indicado en la remocién de
célculos’. Porter et al, en el 2009, demostraron que con una sola aplicacion de
HybenX® se reducen los sintomas dolorosos de estomatitis aftosa recurrente .
Michael L. et al, en el 2013, aseguran que HybenX® es un producto que actla
como un coadyuvante ante cualquier procedimiento dental estandar, ya que logra
una accion de limpieza real en cuestion de segundos después de su aplicacion por
la desnaturalizacion y coagulacion de la placa y los tejidos mismos de la cavidad
oral ® . Lombardo Get al, en el 2015, evaluaron los efectos clinicos y
microbiolégicos de la administracion de HybenX® en asociacién con el
desbridamiento ultrasénico sub-gingival, en pacientes con periodontitis moderada
a severa cronica. Demostraron una reduccion de la carga bacteriana
estadisticamente significativa inmediatamente después del tratamiento®'. Bracke
Jet al, en el 2015, sugieren que el agente HybenX ® puede ser un agente de
limpieza coadyudante en la eliminacion completa del biofilm en pacientes con
periodontitis crénica avanzada®.

7 Paul S. Op. cit., p. 31.

8 |bid. p. 32.

’® PORTER, SR. Op. cit., p. 157.
8 ASHOFTEH, K. Op. cit., p. 27.

*' LOMBARDO, G; SINORETTO, C;CORROCHER, G; PARDO, A y PIGHI, J.et al. Un agente desecante
tépica en asociacion con desbridamiento ultrasénico en el tratamiento inicial de la periodontitis crdnica: un
estudio clinico y microbiolégico. En: Departamento de Cirugia, Escuela de Odontologia Universidad de
Verona, ltalia. July, 2015.Vol.38, N°.3, p. 393-407.

8 BRACKE,J ; BASARA, M; SAVORD, E; DUNAWAY, A; WATKINS, M.et al. Piloto de evaluacién de un
método simple complementario para mejor eliminacién del biofilm oral durante el raspado convencional y
terapia alisado radicular. En: Acta odontolégica, September, 2015. Vol. 29, N°.1, p. 6-9.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizd un estudio experimental in vitro, en el que se determind la actividad
antibacteriana de HybenX® sobre E. faecalis (ATCC 29212 ®™). Para estudiar la
susceptibilidad in vitro de E. faecalis se empled la técnica de microdilucion en

34



caldo avalada y estandarizada por Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) del afio 2014%,

Se utilizé la cepa de E. faecalis (ATCC 29212 ®™) la cual es recomendada para
realizar las pruebas de sensibilidad y control de calidad de CLSI®*. (Ver anexo 1.)
Esta ATCC fue proporcionada por el grupo interdisciplinario de investigaciones y
tratamientos odontologicos Universidad de Cartagena (GITOUC), manipulada
segun las indicaciones del fabricante.

Las cepas ATCC fueron obtenidas por el sistema KWIK-STIK, conformado por un
hisopo que contenia las bacterias en estado de liofilizacion. Ese mismo sistema
poseia un liquido hidratante, el cual suspendia las bacterias antes de ser
sembradas en el medio de cultivo.

Importante resaltar que, una vez crecieron las bacterias, se realizé control de
pureza. Para esto se realizd una coloracion de Gram, la cual consiste en
diferenciar bacterias gram positivas de las gram negativas; el cristal violeta es
tomado por las gram positivas adquiriendo una coloraciéon violeta, mientras que,
las gram negativas, toman el colorante de contraste que es la fuscina o safranina,
guedando con una tonalidad rojiza (fucsia). Como los Enterococcus son cocCOS
gram positivos, al observarlos al microscopio, con aceite de inmersion en objetivo
de muy alto poder (objetivo de 100X), se pudo apreciar que adquirieron una
coloracion violeta y se evidencié un crecimiento homogéneo.

5.2 ENSAYOS PRELIMINARES

5.2.1 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA ENSAYO

8 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), 2014: M100. S24. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational
Supplement. Clinical Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, EE. UU.p.1-5

# Ibid. p. 2.
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Para el ensayo, el medio de cultivo sélido que se utilizé fue agar Mueller Hinton
(Scharlau, Ref: 01-136; Lote: 100742) al igual que el caldo Mueller Hinton
(Scharlau, Ref: 02-136; Lote: 100454) los cuales fueron preparados de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. (Ver anexo 2y 3.)

Es menester resaltar, que buscando controlar la esterilidad del medio, luego de ser
preparado, fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15
minutos y se mantuvo en bafio de Maria hasta alcanzar una temperatura entre 48-
50°C.

Posteriormente el agar Mueller Hinton fue repartido en placas de Petri, se agregé
a cada caja, 21 — 22 ml del agar fundido, dando un espesor equivalente a 4
milimetros (mm). Estos procedimientos fueron realizados al interior de la camara
de flujo laminar.

Figura 1. Medios de cultivo agar y caldo Mueller Hinton.

5.2.2 PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

Una vez abierto el sistema KWIK-STIK, previamente reconstituido, se cultivo la




bacteria E. faecalis (ATCC 29212 ®™) por el método de suspension directa de
colonias, para ello se realizé una siembra por agotamiento en el medio de cultivo
agar Mueller Hinton previamente preparado y esterilizado. (Ver figura 2.)

Figura 2. Cultivo de E. faecalis (ATCC 29212 ®™) por el método de suspensién
directa de colonias.

Las cajas de Petri cultivadas fueron incubadas dentro de los 15 minutos siguientes
a 37°C en aerobiosis por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se tomé un
aproximado de 5 a 10 colonias y se suspendieron en 5 mililitros (ml) de caldo
Mueller Hinton, agitandola en vértex buscando la homogéneidad de la suspension.
(Ver figura 3.)
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Figura 3. Toma de 5 a 10 colonias de la placa de Petri cultivada con E. faecalis
(ATCC 29212 ®™) y suspension en caldo Mueller Hinton.

Posteriormente, la turbidez de la suspension del caldo Mueller Hinton se
estandarizo fotométricamente, para ello se tomaron 100 microlitros (pl) de la
suspensién del caldo Mueller Hinton y se depositaron en una micro placa de 96
pozos por triplicado para su posterior lectura, en un lector MultiScan Ex a una
escala de 0,08 - 0,1 de absorbancia, a una longitud de onda de 620 nm. La
turbidez de la suspension fue estandarizada al estandar 0,5 de McFarland, esta
absorbancia equivale, aproximadamente a 1,5 X 10°® Unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/ml). (Ver figura 4.)

Figura 4. Toma de 100 pL del inoculo y deposito en una micro placa de 96 pozos
por triplicado para su posterior lectura, en un lector MultiScan Ex.

Cabe resaltar que la escala 0,5 de MCFarland es la escala que se emplea para
realizar pruebas de susceptibilidad bacteriana en la mayoria de bacterias,
exceptuando aquellas con requerimientos especiales.

El procedimiento se realizé por triplicado para asegurar la homogeneidad de la
suspension.
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5.2.3 PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES

Se tomé el producto HybenX® partiendo de una concentracién del 100%, a partir
de esta se realizaron diluciones 1:2, para ello se tomaron 50ul de HybenX®,
diluyéndolos con 50ul de agua destilada estéril para disminuir su concentracién a
la mitad. Se obtuvieron dos tubos, uno para el estudio de esa concentracion y otro
para la preparacion de la siguiente dilucion. A partir de éste se siguié haciendo el
mismo procedimiento hasta obtener 14 concentraciones decrecientes, siendo la
minima 0,012%. (Ver figura 5.)

Figura 5. Fotografias A Y B de 14 concentraciones de HybenX® en tubos
eppendorf.

5.2.4 PREPARACION DEL CONTROL DE VANCOMICINA

A partir de una solucién inyectable de Vancomicina (laboratorios Lasante
31421138) que contenia inicialmente una concentracién de 80 miligramos por
mililitros mg/ml, se tomo un volumen de 1 ul y se llevo hasta un volumen de 5 ml
en un tubo falcon de 15 ml para obtener una concentracion final de 32 (mg/ml).
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5.2.5 ELABORACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Una vez preparado el indculo, se tomaron 3 tubos de ensayo con 9,9 mililitro (mL)
de caldo Mueller Hinton y se le adicionaron a cada uno de estos 100 pL del
in6culo, consiguiendo una concentracion bacteriana de aproximadamente 1,5 x10°
UFC/mL (denominado indculo diluido), agitando cada tubo en un vértex y llevando
a incubacion a 37°C en condiciones aerobias. Las mediciones se realizaron a
tiempo O, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 horas de la inoculacion,
adicionando por cuadruplicado 100 pL/pozo de cada in6culo, previa agitacion, en
una microplaca de poliestireno de 96 pozos y determinando la densidad Optica
mediante un lector de microplacas (Multiscan EX, Thermo Scientific). Se tomd
como control de esterilidad caldo sin bacterias.

5.2.6 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA

Una vez realizados los ensayos preliminares se tomo las solucion de HybenX® al
100% para evaluar la sensibilidad bacteriana. Para ello se adicionaron 50 pL de
cada concentracion de HybenX® en una microplaca de 96 pozos (por
cuadruplicado) y 50 pL de indculo, con una concentracion de aproximada de
1,5x10% UFC/mL de las cepa bacteriana. (Ver anexo 4).

La microplaca se incub6 a 37°C durante 12 horas el cual fue el tiempo que indicé
la curva de crecimiento, Y se determin6 su densidad en un lector MultiScan EX a
una escala de 0,08 - 0,1 de absorbancia, a una longitud de onda de 620 nm.

Para el presente ensayo se tuvieron en cuenta controles positivos (100ul del
inéculo), controles negativos (50 pl del in6culo + 50 pl de Vancomicina), controles
de esterilidad (100ul de agua y 100ul de caldo esteril sin inocular) y controles de
color (50 pl caldo + 50 pl HybenX®). (Ver figura 6.)

Valor| 1 2 3 4 5 6 71819 10 11 12

A CALDO 100ul
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B 50ul de caldo + 50ul de HybenX 50ul de in6culo + 50 ul de HybenX

C | 50ul de Vancomicina + 50ul de in6culo 100ul de in6culo

Figura 6. Disefio de placa de la sensibilidad del E. faecalis (ATCC 29212 ®™) a
HybenX® al 100%.

5.2.7 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

La concentracion minima inhibitoria se determin6 igualmente mediante la técnica
de microdilucion en caldo en placas de 96 pozos. Para esto la solucién de
HybenX® se diluydé con agua destilada estéril, seriadamente en 14
concentraciones (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%,
0,19%, 0,097%, 0,048%, 0,024%, 0,012%) hasta alcanzar la solucion con la
concentracion mas baja en la suspension bacteriana: 1,5 x 10® UFC/mL. Para el
presente ensayo también se tuvieron en cuenta controles positivos (100ul de
inéculo), controles negativos (50 pl de in6culo + 50 ul de Vancomocina), controles
de esterilidad (100ul de agua y 100ul de caldo esteril) y controles de color (50 pl
caldo + 50 pl HybenX®). (Ver figura 7.)

Mediante espectrofotometro Multiskan Thermo con una longitud de onda de
620nm, se evaluaron los cambios en la densidad Optica de las muestras, teniendo
en cuenta el tiempo de la curva en su maximo crecimiento el cual fue a las 12
horas.

Las placas se incubaron a 37°C bajo condiciones de aerobiosis durante 24 horas.
La menor concentracion HybenX® que inhibié significativamente el crecimiento
bacteriano se consideré como MIC.
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Figura 7. Disefio de placa para la MIC de HybenX®.

Figura 8. Fotografia de la placa de 96 pozos tomada para la MIC de HybenX®.
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5.2.8 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA.

A partir de la MIC detectada, se tomaron asadas de un pozo al azar de cada
concentracion donde no hubo crecimiento bacteriano y se realizd un subcultivo en
cajas de Petri con agar Mueller Hinton, (con los pozos de control positivo y
negativo se efectud esta misma operacion). (Ver figura 9.)

Figura 9. Ejecucion de concentracion Minima Bactericida de HybenX®.

Las cajas de Petri inoculadas se incubaron en aerobiosis a 37°C durante 24 horas.
Posterior a esto, se identificaron visualmente aquellas concentraciones donde se
formaron colonias bacterianas.

5.3 VARIABLES.

Naturaleza . )
Variable Definicién de la vae! ., de Unld.ad de
. medicién medida
Variable

43




Concentracion

Minima
concentracion del
antimicrobiano

estandarizadas.

minima capaz de inhibir| Cuantitativa |Razén Ppm
inhibitoria .
el crecimiento de
(MIC)
un
microorganismo
A partir de la MIC
se evaluo Ila
minima cantidad
Concentracion de
. antomicrobiano Bactericida
minima - o .
bactericida capaz de eliminar | Cualitativa Nominal
el 99.9% de la
(MBC)
muestra
inoculada en
condiciones

Tabla 1.Operacionalizacion de variables.

5.4ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de las curvas de crecimiento bacteriano,
pruebas de sensibilidad y concentracién minima inhibitoria fueron analizados y
graficados utilizando el software Graphpad Pism 5.01. Con este software se
efectud un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de un post-test de
Dunnet para las comparaciones multiples, 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 desviacion estandar de
la media. Previo al analisis, se realiz6 test de normalidad de Kolmogérov-Smirnov,
utilizando el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version

20 (IBM®), observando una distribucién normal de los datos.

5.5 ASPECTOS ETICOS
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Este trabajo se realiz0 bajo las consideraciones expuestas en la resolucién
008430 de 1993 del Ministerio de Salud, en proyeccion de ausencias de riesgo
para su aplicacion.

Se tuvieron en cuenta los siguientes articulos:

ARTICULO 63. Las instituciones investigadoras en las que se realice investigacion
con microorganismos patdgenos o material biolégico que pueda contenerlos.

ARTICULO 64. En las instituciones de investigacién mencionadas en el articulo
anterior, los laboratorios de microbiologia cumpliran con los requisitos que sefialen
las normas técnicas. En este caso se utilizé laboratorio basico de microbiologia.

6. RESULTADOS.

La reconstitucion y cultivo del E. faecalis (ATCC 29212 ®™) se observo
positivamente en las cajas de Petri (ver figura 10).

Figura 10. Crecimiento bacteriano del Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ®™).

Posteriormente al realizar la curva de crecimiento de E. faecalis (ATCC 29212
®™). Se pudo observar el comportamiento de la bacteria en el periodo de
incubacion. El periodo de adaptacion de la bacteria fue aproximadamente a las 4
horas, desde donde se inicio la fase exponencial de crecimiento que alcanzo el
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pico maximo a las 12 horas. Desde este punto inicio la fase estacionaria hasta las
18 horas y posterior muerte bacteriana. (Ver figura 11.)

Curva de crecimiento de
Enterococcus faecalis
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Figura 11. Curva de crecimiento de E. faecalis (ATCC 29212 ®™).

Con este resultado se puede afirmar, que el tiempo de incubacién para la medicion
de las pruebas de sensibilidad bacteriana y determinacién de la concentracion
minima inhibitoria, debe hacerse a las 12 horas.

6.1 SENSIBILIDAD BACTERIANA.

Al realizar la prueba de sensibilidad bacteriana con la metodologia anteriormente
expuesta se determind que HybenX® a la concentracién del 100% referenciada
por el fabricante mostré actividad inhibitoria frente al E. faecalis (ATCC 29212 ®™)
y fue idénea para realizar los ensayos posteriores de Concentracion Minima
Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida. Para esto se consider6é que si la
bacteria frente a HybenX® al 100% no mostraba sensibilidad, se descartaria el
producto. (Ver figura 12.)
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HybenX®
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Figura 12. Sensibilidad del E. faecalis (ATCC 29212 ®™) a la solucion de
HybenX®. *Diferencia estadisticamente significativa. Los graficos representan la
media = la SEM. El valor de p se consideré como p<0,05.

6.2 EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

En la evaluacion de la MIC se encontré que no existe diferencia significativa en
relacion con la inhibicibn de crecimiento de E.faecalis. (ATCC 29212 ®™) en
concentraciones de HybenX® al 100%, 50% y 25%.

A partir de este hallazgo se puede interpretar que la minima concentracion que se
necesita de HybenX® para inhibir el crecimiento de E.faecalis. (ATCC 29212 ®™)

es al 25%. (Ver figura 13.)
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Concentracion minima inhibitoria de
HybenX ® sobre Enterococcus faecalis
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Figura 13. Concentracién minima inhibitoria de HybenX® sobre E.faecalis. (ATCC
29212 ®™), * El valor de p se consider6 como p<0,05. Diferencia
estadisticamente significativa. Los graficos representan la media + la SEM.

ns: no significativa.
6.3 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion de la MIC, se tomaron
aquellas concentraciones que no mostraron diferencia estadisticamente
significativa (100%,50%,25%) ilustradas en la tabla 2.

Producto Bacteria

Enterococcus faecalis

HybenX® 100%, 50% y 25%

Tabla 2. Concentraciones seleccionadas para hacer la evaluacion de la CMB.
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Se determiné que la solucién de HybenX®tiene propiedades bactericidas sobre E.
faecalis (ATCC 29212 ®™) a concentraciones del 100% y 50%. (Ver figura 14 y
15).

Figura 14. Concentracion Minima Bactericia (CMB) de HybenX® al 100%.
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Figura 15.Concentracion Minima Bactericida (CMB) de HybenX® al 50%.

7. DISCUSION.

Las pruebas de laboratorio son sélo los primeros pasos en el estudio de la eficacia
de irrigantes. La actividad antimicrobiana in vitro depende del pH de los sustratos
en placas o tubos, sensibilidad de la droga, tipo de bacteria, el nimero de
bacterias inoculadas, tiempo de incubacion, y la actividad metabdlica de los
microorganismos®- E. faecalis es un coco Gram positivo anaerobio facultativo
responsable de infecciones intrarradiculares persistentes®®.

Para el desarrollo del presente ensayo se utilizd la cepa de E. faecalis,
(ATCC 29212 ®™) ya que es la cepa recomendada para realizar las pruebas de
sensibilidad y control de calidad de CLSI®'.

Diversas aplicaciones clinicas son bien conocidas para HybenX®, tal y como lo
reportan Basara®, Porter® |, Michael L%., Lombardo G% sin embargo son
limitados los estudios que permitan evaluar la actividad de HybenX®, desde la
perspectiva microbioldgica. Sobre la base de este conocimiento y teniendo en
cuenta que la contaminacién bacteriana es la principal causa de patologias

% GOMES, C; FERRAZ, C; VIANNA M; BERBER V y TEIXEIRA F. et al. In vitro
antimicrobial activity of several concentrations of sodium hypochlorite and chlorhexidine
gluconate in the elimination of Enterococcus faecalis. En. International Endodontic
Journal. Summer, 2001. Vol. 34, N°.1, p. 424-428.

8 GOMES, C. Op. cit., p. 426.

87 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Op. cit. p. 2.
# paul S. Op. cit., p. 32.

¥ PORTER, SR. Op. cit., p. 160.

% ASHOFTEH, K. Op. cit., p. 26.

' LOMBARDO, G Op. cit., p. 159.
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pulpares y periapicales*?, se consider6 pertinente el desarrollo del presente
trabajo, ya que hasta la fecha no se dispone de investigaciones que permitan
emitir conclusiones objetivas sobre su efecto antibacteriano sobre cepas de
cavidad oral.

Rohrer y Prasad® desarrollaron una investigacién que abre las puertas al uso de
HybenX® en endodoncia, a través del recubrimiento pulpar directo en dientes de
una especie canina, comparando la aplicacion de HybenX® con la de hidréxido
de calcio (Ca (OH) 2), encontrando como resultados a los 7 dias un porcentaje de
100% de vitalidad pulpar en los dientes donde se us6 HybenX® y un 50% de
vitalidad pulpar en los dientes donde se us6 Ca (OH) ,; A los 21 dias del estudio
se evidencia que en los casos donde se us6 HybenX® mostraron una nueva
formacién de dentina, vitalidad pulpar y presencia de odontoloblastos diferente a lo
encontrado en los casos donde se uso Ca (OH),,

La investigacion moderna ha pasado de atacar directamente a los microbios con
antisépticos o antibioticos a destruir la estructura del biofilm y en consecuencia
provocar la muerte de las bacterias que contiene. La rapida e inmediata
deshidratacion y coagulacion del biofilm y la posterior muerte de las bacterias son
consecuencia de las propiedades quimicas del material, compuesto principalmente
por acido hidroxibencensulfénico (37%) y acido hydroxymethoxybencénico (23%),
acido sulfarico (28%) y agua (12%). Teniendo en cuenta que los grupos sulfuricos
y sulfénicos con su fuerte carga negativa, ejercen una fuerte atraccion sobre la
molécula de agua de la matriz del biofilm, que tiene una superficie de carga
positiva debido a la presencia de atomos de hidrogeno, lo cual conduce a la
desecacion del biofilm®**.

Sobre la base del alto contenido de agua que presenta el biofiim, se puede
esperar que este pierda su integridad una vez se encuentre expuesto a la accion

%2 STUART, C; SCOTT, A y THOMAS J.et al. Enterococcus faecalis: Its Role in Root
Canal Treatment Failure and Current Concepts in Retreatment.En: Journal of
Endodontics, 2006. Vol.32, N°.2, p.93-98.

> ROHRER, M; PRASAD, H.et al. A histologic assessment of a HYBENX® oral tissue
decontaminant in vital pulp therapy in dogs.En. J Biol Regul Homeost Agents, June. 2016.
Vol.30, N°.2, p.189-97.

% LOMBARDO, G Op. cit., p.5.
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topica de un agente con propiedades higroscopicas como lo es HybenX®,
permitiendo de esta forma una mejor eliminacion de los microorganismos
presentes en el biofim. %

En el presente estudio el analisis bacteriologico se realizd con la técnica de
microdilucién en caldo, método utilizado por Herrera A 'y Franco LY, en un estudio
in vitro, donde evaluaron la concentracibn minima inhibitoria y concentracién
minima bactericida en diferentes bacterias orales tales como S. mutans y P.
gingivalis utilizando extracto de Mammea americana.

Una limitacion del presente estudio se refiere al uso exclusivo de una sola especie
de microorganismo, en este caso E. faecalis. Se seleccion6 como el
microorganismo de ensayo, debido a su alta prevalencia en las patologias
pulpares y periapicales, incluso es vinculado en casos de fracaso del tratamiento
endododntico, ademas de su capacidad para formar biofilm, resistiendo los
procedimientos quimico-mecanicos de la terapéutica endoddntica, como lo
corroboran Haapasalo y Shen®. Asi mismo la literatura lo reporta como una
especie cominmente asociada con el fracaso endodéntico®%.

Mojica D y Roméan Y%, desarrollaron un ensayo experimental con 16 extractos de
plantas sobre cepas de E. faecalis, resistentes a vancomicina. Para esto se utilizd
al igual que en el presente estudio el método de microdilucién en caldo propuesto
por el CLSI. Mostraron la capacidad inhibitoria de las plantas frente a E. faecalis,

> LOMBARDO, G Op. cit., p. 6.
% Ibid.p.7.

% HERRERA, A; FRANCO, L; FANG,L y DIAZ, A. et al. Susceptibility of Porphyromonas gingivalis and
Streptococcus mutans to Antibacterial Effect from Mammea americana. En. Hindawi Publishing Corporation.
April, 2014. Vol.2014, N°.1, p.1-6..

% HAAPASALO, M. Op. cit.p.28

* SIQUEIRA JR. Et al. La etiologia de la falla en el tratamiento del canal radicular: épor qué el

diente bien tratado puede fallar. En: Endoddntico internacional oficial, 2001. Vol.34, N°.1, p.1-10.

1% SIQUEIRA JR y ISABELA, N. et al. Basados en la reaccidn en cadena de la polimerasa analisis de

microorganismos asociados con error de endodoncia. En. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod, 2004. Vol.97, N°.1, p.85-94.

%1 Mmolica, D y ROMAN, Y. et al. Evaluacién de la actividad antibacteriana de extractos vegetales contra

Enterococcus faecalis resistente a vancomicina. En. Salud Soc Uptc.Junio, 2015.Vol.2, N°.1, p. 27-32.
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en concentraciones de 500 mg/mL, observandose halos de inhibicion de 10 mms.
Los autores indicaron que con el mismo volumen menos extractos de plantas eran
necesarias para producir la inhibicion del crecimiento. Lo mismo ocurrié al
comparar los valores obtenidos en la actividad bactericida del E. faecalis, al utilizar
HybenX®y vancomicina como control, ya que se necesit6 la misma cantidad para
inhibir el crecimiento de la bacteria.

Lauritiano, C!% evalué a través de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) la actividad antimicrobiana de HybenX® sobre Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola y Tannerella forsythia en pacientes con enfermedad
periodontal, observando una reduccion de aproximadamente 99% de las
bacterias del complejo rojo y de aproximadamente el 96% de la cantidad total de
bacterias después del tratamiento. Ello se asemeja a los resultados obtenidos en
el presente estudio, aunque no se utilizd la misma técnica de identificacion. Se
concluyé que la solucién de HybenX®? concentraciones del 100% y 50% provocé
la eliminacion de la poblacion bacteriana.

192 AURITANO,C y GIRARDI,F. et al. La eficacia descontaminante del tejido bucal HYBENX® para el
tratamiento de la enfermedad periodontal: un estudio de serie de casos. En: Revista Internacional
de avances en el caso de informes, 2015, Vol. 2, N°7, p.405-408.
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8. CONCLUSIONES

HybenX® es una sustancia promisoria en la endodoncia debido a que la evidencia
cientifica apunta a que la deshidratacién que genera en el biofiim favoreceria la
accion de los antimicrobianos. En el presente estudio se evalué su actividad
antibacteriana sobre uno de los microorganismo mayormente asociado a casos
de fracaso endoddntico (E. faecalis ). Se encontré que E. faecalis (ATCC 29212
®™) fue sensible a HybenX® a concentracién del 100% y fue idéneo para realizar
los ensayos posteriores, los cuales revelaron que la minima concentracion que se
necesita de HybenX® para inhibir el crecimiento de E.faecalis. (ATCC 29212 ®™)
es al 25%. La solucién de HybenX® posee propiedad bactericida sobre E. faecalis
(ATCC 29212 ®™) a concentraciones del 100% y 50%.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se podrian cambiar
paradigmas sobre el enfoque terapéutico actual el cual apunta a combatir a los
microorganismos como especies aisladas y no como estructuras complejas de
asociacion. Contando con un producto que no solo presenta actividad
antibacteriana si no que posea un efecto desecante sobre el biofilm.
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9. RECOMENDACIONES

Sin duda, merece que se lleven a cabo estudios que incluyan otras bacterias
relacionadas con las patologias pulpares y periapicales. Como sucede con la
mayoria de los estudios in vitro, los presentes resultados deben ser confirmados
clinicamente. Resulta pertinente investigar los posibles efectos adversos que
pueda generar HybenX® en los tejidos periapicales y su posible interaccién con
materiales e irrigantes empleados en la practica endodontica.

A partir de los hallazgos obtenidos se pretende que sean generadas una serie de
investigaciones que aporten nuevos datos sobre las propiedades de HybenX®
como un posible coadyuvante en la terapia de conductos radiculares.

Realizar estudios que permitan aclarar su mecanismo de accién a nivel celular.
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11.1 ANEXO 1.

4y

ATCC

Enterococcus faecalis
(ATCC® 29212™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Section

Intended Use

This product is intendad for research use only. It is not
intended for any amimal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Enterococcus faecalis (ATCC' 29212™)

11.ANEXOS

CEPA CONTROL Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ®™)

e Description

Designation: [Portland]

Deposited Name: Streptococcus faecalis Andrewes and Horder

Product Description: Used in media testing, suscep#ibility testing, and as a CLSI quality control strain. Used
as a quality control strain for BD, bioMérieux VITEK, RaplD, MicroScan, and Sensititre products.

<
“d Propagation

Medium
ATCC® Medium 44: Brain Heart Infusion Agar/Broth
ATCC® Medium 260: Trypticase soy agar/broth with defibrinated sheep blood

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Aerobic

Propagation Procedure

- Open vial according o enclosed instructions or visit www.alce.org for instructions.

2. Rehydrate the entire pellet with approximately 0.5 mL of #44 broth. Aseptically transfer the entire
contents to a 5-6 mL tube of #44 broth. Additional test tubes can be inoculated by transferring 0.5 mL
of the primary broth tube to these secondary tubes.

Use several drops of the primary broth fube to inoculate a #260 plate and/or #260 agar slant.
hcubate at 37°C for 24 hours.

& W

@ Notes

Additional information on this culture is available on the ATCC® web site at www.atcc.org.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atcc.org.

’Q Biosafety Level: 2

Appropriate safety procadures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Health.
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ATCC

Enterococcus faecalis
(ATCC® 29212™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Section

Intended Use

This product is intended for research use only. Itis not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner- Enterococcus faecalis (&TC(Zl 20212™)

Additicnal information on this culture is avaisble on the ATCC web sile &t www.atce.org
© ATCC 2015. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Cullure Collection. [08/14]
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11.2 ANEXO 2.

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE MUELLER HINTON EN CALDO

Se recomienda como el medio de eleccidn para las pruebas de sensibilidad de
microorganismos aerébicos o facultativos de rapido crecimiento ya que:

* Muestra una reproducibilidad de lote a lote aceptable para las pruebas de
susceptibilidad.

* Presenta baja cantidad de inhibidores.
» Apoya el crecimiento satisfactorio de la mayoria de los patégenos.

» Se ha reunido una gran cantidad de datos y experiencias sobre las pruebas
realizadas con este medio.

Modo de Preparacion del producto

1.

2.

Anadir 38 gr de polvo en 1 litro de agua purificada:
Mezclar bien.

Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para

completamente disolver el polvo.
Autoclave a 116-121 ° C durante 10-15 minutos. No sobrecaliente.

Asegurar que el pH final es de 7,2 y 7,4 a temperatura ambiente y, por lo
tanto, debe comprobarse después de la gelificacion. Si el pH es menos de
7,2, algunos farmacos parecen perder potencia (por ejemplo,
aminoglucosidos, macrélidos), mientras que otros agentes pueden parecer
tener una actividad excesiva (por ejemplo, tetraciclinas). Si el pH es
superior a 7,4, pueden esperar efectos opuestos. Compruebe el pH por uno

de los siguientes medios:

» Macerar suficiente agar para sumergir la punta de un electrodo de pH.

* Permita que una pequefia cantidad de agar se solidifique alrededor de la
punta de un electrodo de pH en un vaso.
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6.

Realizar muestras de ensayo del producto preparado utilizando, cultivos de

control tipicos estables.

Fuente:

- Himedia laboratoriae. Disponible en sitio web.
https://www.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/Difco_BBL/275710.pdf -
Clinical and Laboratory Standards Institute. 2006. Approved Standard: M7-A7.
Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow
aerobically, 7th ed. CLSI, Wayne, Pa.
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11.3 ANEXO 3.

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE MUELLER HINTON EN AGAR

Se recomienda como el medio de eleccién para las pruebas de sensibilidad de
microorganismos aerébicos o facultativos de rapido crecimiento ya que:

* Muestra una reproducibilidad de lote a lote aceptable para las pruebas de
susceptibilidad.

* Presenta baja cantidad de inhibidores.
» Apoya el crecimiento satisfactorio de la mayoria de los patdgenos.

» Se ha reunido una gran cantidad de datos y experiencias sobre las pruebas
realizadas con este medio.

Modo de Preparacion del producto

1.

2.

Anadir 21 gr de polvo en 1 litro de agua destilada o desionizada.
Mezclar bien.

Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para

completamente disolver el polvo.
Autoclave a 116-121 ° C durante 10-15 minutos. No sobrecaliente.

Se requiere enfriar a temperatura de 50 a 55°C y mantener esta

temperatura al bafio de maria.

Verter en las placas aproximadamente de 15 a 20 ml en cada placa y dejar

solidificar.

Las placas deben ser usadas inmediatamente o almacenadas en bolsas de

plastico de 2 a 8 °C hasta un maximo de una semana antes de su uso.

Realizar muestras de ensayo del producto preparado utilizando, cultivos de

control tipicos estables.

Fuente:
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- Himedia laboratoriae. Disponible en sitio web.
https://www.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/Difco_BBL/275710.pdf -
Clinical and Laboratory Standards Institute. 2006. Approved Standard: M7-A7.
Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow
aerobically, 7th ed. CLSI, Wayne, Pa.

http://mww.mastgrp.com/IFUS/IFU335_SPA.pd
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11.4 ANEXO 4.

Registro de los resultados de la concentraciones de HybenX® frente a E.faecalis (ATCC 29212 ®™) por el método

de microdilucién en caldo.

CMI

CMB

NR |C+ | D1 D2 |D3 |D4 D5 D6 D7
100% | 50% | 25% | 12,5% | 6,25% | 3,12% | 1,56%

D8
0,78%

D9
0,39%

D10
0,19%

D11

0,097
%

D12

0,048
%

D13

0,024
%

D14

0,012
%

Concentrac
ion

Bacteric
ida

R1

R2

R3

R4

R5

R6

NR: numero de repeticiones.

R1: repeticion 1 - R2: repeticion 2- R3: repeticion 3- R4: repeticion 4- R5: repeticion 5- R6: repeticion 6.

C+: control positivo C-: control negativo

D1 hasta D14: corresponde a las diferentes diluciones de HybenX®

CMI: es la menor concentraciéon de HybenX® capaz de inhibir el crecimiento de Enterococcus faecalis (ATCC 29212

®m™).

CMB: es la minima cantidad de HybenX® capaz de destruir Enterococcus faecalis (ATCC 29212 ®™),
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