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RESUMEN

Objetivo: El presente estudio fue realizado para
determinar la actividad antimicrobiana del extracto de Allium
sativum y del digluconato de clorhexidina en aislamientos
de Enterococcus faecalis de infecciones endodonticas
primarias. Materiales y Métodos: A partir de 41 muestras
de pacientes con infecciones endodonticas primarias,
que fueron atendidos en el Servicio de Endodoncia del
Departamento de Odontoestomatologia del Hospital
Nacional Hipdlito Unanue durante el periodo Agosto a
Octubre del afio 2012, se aislaron 14 (34,14%) cepas de
Enterococcus faecalis. Para la elaboracion del extracto de
Allium-sativum, se utilizé-un cultivar de -ajo peruano (ajo
morado arequipefio). Se determind la concentracién minima
inhibitoria del extracto de Allium sativum y del digluconato
de clorhexidina por el método de macrodilucion en caldo:
luego, se determiné la concentracion minima bactericida
mediante subcultivacion en agar. Para el analisis de los
datos se utilizé la prueba t de Student para muestras

relacionadas. Resultados: En los aislamientos clinicos
de Enterococcus faecalis, se observé que los valores de
la concentracién minima inhibitoria del extracto el extracto
de Allium sativum y del digluconato de clorhexidina se
encontraban entre 2 343,75 pg/ml hasta 9 375 pg/ml y
2,5 ug/ml hasta 5 pg/ml respectivamente; ademas, se
determiné que no existe diferencia entre la concentracion
minima inhibitoria y la concentracién minima bactericida
para el extracto de Allium sativum; sin embargo, si
existe una diferencia significativa (p=0.029) entre estos
valores para el digluconato clorhexidina. Conclusién: El
extracto de Allium sativum y el digluconato de clorhexidina
presentan actividad antimicrobiana en aislamientos clinicos
de Enterococcus faecalis.

Palabras clave: Infeccion endodéntica primaria,
Enterococcus faecalis, clorhexidina, Allium sativum,
concentracion minima inhibitoria, concentraciéon minima
bactericida
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ABSTRACT

Aim. antimicrobial activity of Aflium sativum extract
and chlorhexidine digluconate in isolates of Enterococcus
faecalis from primary endodontic infections. Matenals and
Methods: Starting from 41 samples from patients with
prmary endodontic infections which were treated at Servicio
de Endodoncia del Departamento de Qdontoestomatologia
del Hospital Nacional Hipdlito Unanue during the period
from August to October 2 012, strains of Enterococcus
faecalis were isolated from 14. To prepare the Allium
sativum extract with the antimicrobial agent, It was used a
Peruvian type of Allium sativum (ajo morado arequipesio).
The minimum inhibifory concentration of Allium sativum
extract and chlorhexidine diglhiconate was determined by
macrodilution method, and then the minimum bactericidal
concentration was determined by subcultivation on agar
Student t test was used for statistical analysis. Results: For

INTRODUCCION

Los microorganismos son la principal causa de
enfermedades pulpares y periapicales.' Por eso, uno
de los principales objetivos de la terapia endodontica es
la reduccion de la carga bacteriana, que promovera el
proceso curativo normal de {os tejidos periodontales.?

Enterococcus faecalis, coco gram-positivo anaerobio
facullativo, ha sido considerada una de las especies
mas resistentes en la cavidad oral y una posible causa
de la enfermedad posttratamiento  endodéntico.®
En las infecciones endodonticas primarias, que son
usualmente polimicrobianas,* se pueden aislar cepas de
E. faecalis, dependiendo det método utilizade.? Numerosas
investigacianes han sido dirigidas para encontrar maneras
efectivas para erradicar o prevenir que E. faecalis tenga
acceso al sistema de conductos radiculares, Los estudios
sobre las soluciones desinfectantes a base de hipoclerito
de sodio, &cido citrico, hidroxido de calcio, sales de yodo,
dorhexidina, MTAD (Mixtura de isémero de tetraciclina, un
acido y un detergente), agua ozonizada y fluorure estarioso
han demostrado ser efectivas contra £. fagcalis.

El digluconato de clorhexidina (CHX} es un polente
anfiseptico, sin embargo, no puede ser usado como
un imigante principal en el tratamiento endodontico

clinical isolates of Enterococcus faecalis, ft‘t‘vas observed
that the minimum inhibitory concentration values for the
Alfium  sativum extract and chlorhexidine digluconate
were among to and to respeclively, in addition, it was
determined that there is no significant difference between
minimurm inhibitory concentration and minimum bactericidal
concentration for the Allium sativum extract, however,
there is a significant difference between these values for
CHX (p=0.029). Conclusion: Allium sativum extract and
chiorhexidine digluconate have got antimicrobial activity in
clinical isolates of Enterococcus faecalis.

Keywords: Pnmary endodontfic infection, Enterococcus
faecalis, chiorhexidine, Allium safivum, minimum inhibitory
concentration, minimum bactericidal concentration.

convencional porque es incapaz de disclver tejido necrético
remanente y es mas efectiva frente a cocos gram-positivos
y menos activa frente a bacilos gram-positivos y gram-
negativos.” Ademas, los estudios sugieren gque CHX es
altamente citotoxico in vitro, por lo que se deberia tener
cuidado en su administracidn durante procedimientos
quirirgicos orales.®

Et Afium sativum (Ajo} ha sido conocide por tener
propiedades antimicrobianas, antifungicas y antivirales. £l
principal componente del ajo, la alicina, es generado por
la enzima alinasa cuando €l ajo es molturado.® El extracto
de Alfium sativum presenta actividad antimicrobiana
frente a especies bacterianas orales, particularmente
especies gram-negativas,” y frente a Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina.” Sin embargo, no se ha
estudiado la actividad antimicrobiana de un extracto de
Allium sativurn frente a aislamientos clinicos de E. faecalis
en nuestre medio.

El objetivo de este estudio fue determinar ia actividad
antimicrobiana del extracto de Afium sativum y del
digluconato de clorhexidina en aislamientos clinicos de E.
faecalis.



MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Fueron incluidos en el estudio 41 pacientes atendidos
en el Servicio de Endodoncia del Departamento de
Odontoestomatologia del Hospital Nacional Hipalito Unanue
durante el periodo Agosto a Octubre del afio 2012, Todos
los procedimientos clinicos fueron revisados y aprobados
por el Comité Institucional de Etica en Investigacion del
Hospital Nacional Hipolto Unanue. No fueron incluidos
los pacientes que no podian tolerar el uso de aislamiento
absolulo. que habian recibido terapia antibidtica 3 meses
previos al tratamienic o que padecian de patologias
sistémicas o de condiciones medicas, que podian influir en
el estado periodontal. Las piezas dentarias de los pacientes
seleccionados debieron presentar evidencia radiografica
asociada a una lesion radiolucida periapical, adecuado
tamafo coronal para el aislamiento absoluto y no haber
recibido tratamiento endodéntico previo.

Protocolo Clinico y Recoleccién de Muestras

Las piezas dentarias fueron pulidas con piedra pémez
y luego, sometidas a aislamiento absoluto. Las superficies
dentarias, diques de goma, clamps y eugenatc de zinc
fueron desinfectados mediante lavado con peréxido
de hidrogeno al 30% hasta que no se observd burbujeo
evidente. Luego, hipoclorito de sodio al 2,5% fue aplicado
por 1 minuto. Finaimente, se utilizé una solucidon estéril
de tiosulfato de sodio al 5% para inactivar residuos de
hipoclorito de sodio. Los procedimientos de desinfeccion
fueron repelidos después de la preparacion de la cavidad
de acceso usando fresas diamantadas en una pigza de
mano de alta velocidad.™? La longitud de los conductos
radiculares fue determinada radiograficamente usando una
K-file #20. Para la aobtencion de la muestra, se colocd una
punta de papel estéril a lo largo del conducto radicular por 1
minuto. En piezas monorradiculares, este procedimiento se
realizé 2 veces, porque los conductos son mas anchos. Una
vez retirada del conducto, la punta de papel fue introducida
inmediatamente en el medio de transporte AMIES, que
es un agar gel sin carbon {(COPAN Venturi Transystem®)
para ser enviado al laboratorio de Microbiclogia del
Departamento de Patolcgia Clinica y Anatomia Patolagica
de Hospital Nacional Hipolito Unanue.

Aislamiento Bacteriano y Condiciones de Conservacién

Se utilizo como control una cepa de £ faecalis ATCC®
29212. Las muestras clinicas se cultivaron en agar sangre

de carnero, agar azida bilis esculina, agar McConkey,
agar manitol salado y caldo ticglicolato. Estos medios
fueron incubados a 3512 °C por 24 horas. A las muestras
que presentaron colonias sugestivas de E. faecalis, se les
realizd la coloracion Gram e identificacion bidquimica. Los
aislamientos clinicos de E. faecalis fueron conservados
en caldo tripticasa de soya con glicerol al 20% wviv y en
mantenidos en congelacién a -20 °C.

Extracto de Allium sativum

100gr de bulbos de ajo morado arequipefio frescos
fueron pelados y procesados en un extractor de jugos
(OSTER® Express model 333-88), que fue desinfectado
previamente con una solucion de digluconato de
clorhexidina al 1.5% (ROKER® SAFE BLON-H). Se
obtuvieron 30 m{ de extracto de Alfium sativum. El extracto
fue alicuotado en contenedores estériles y en congelacion
-20 °C hasta ser requeridas.

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
(cmiy

Los aislamientos clinicos de £. faecalfis, que estaban
conservados en congelacion, fueron sembrados en
agar sangre de carnero 24 horas antes de la prueba de
sensibilidad. La concentracion de los indculos fue ajustada a
1x 108 UFC/mI. La concentracion inicial del extracto de Alliurn
sativurm fue 30 000 pg/ml. Los agentes antimicrobianos
fueron diluidos desde 1:2 hasta 1:512. Los tubos de ensayo
N°2 al N°12 recibieron 1 ml de caldo Mueller-Hinton cada
uno. Luego. Los tubos de ensayo N®1 y N°2 recibieron 1
ml del extracto de Alium sativum. El tubo de ensayo N2
se mezclé cuidadosamente con un vortex mixer. Despues,
1 mi del contenido del tubo de ensayo N°2 fue adicionado
al tubo de ensayo N°3 y mezclado cuidadosamenie con
el vortex mixer (SA7 Stuart). Este proceso fue realizado
sucesivamente hasta el tubo de ensayo N®10, de donde se
descartd 1ml del contenido final. El mismo procedimiento
fue realizado para CHX (MAQUIRA INDUSTRIA DE
PRODUTOS ODONTOLOGICOS LTDA, Maringa, Parana,
Brasil}, cuya concentracion inicial fue 20 000 pg/ml. Para
determinar la CMI se ajusto la concentracion de CHX a
320 pg/ml. Finalmente, 1ml de inoculo de un aislamiento
clinico de E. faecalis fue adicionado a los tubos de ensayo
1 al 11. La serie de tubos de ensayo fueron incubados a
3512 °C por 16 a 20 horas. La CMI se definié a simple
vista por la falta de turbidez del caldo, para ello se compard
cada tubo con el tubo de ensayo N°11, que fue el control
de crecimiento. El tubo de ensayo N°12 fue el control de
esterilidad."?



Determinacién de la concentracién minima bactericida

(CMB)

Alicuotas (10ul) de caldo procedente de los tubos
que no presentaron turbidez fueron sembrados en placas

con agar Mueller-Hinton y se incubaron en ambiente

aerobico con una temperatura de 35+2 °C. Los resultados

preliminares se analizaron a las 24 horas y los resultados

finales, a las 48 horas. Segun Pearson et al,'* el punto

de corte para un indculo inicial con una concentracién de
1x10° UFC/ml fue de 47 colonias.

Los datos fueron procesados y analizados mediante
el programa SPSS version 20. Para el analisis univariado
se procedio a obtener la media, la moda y la desviacion
estandar de las variables de estudio, registrada en una
tabla de frecuencias. Ademas, para conocer la relacion
entre la CMl y la CMB de los agentes antimicrobianos se
realizé la prueba t de Student para muestras relacionadas
con una significancia estadistica de p=0,05.

RESULTADOS

E. faecalis fue recuperado en 14 (34.14%) de 41
piezas dentarias con infecciones endodénticas primarias
mediante métodos de cultivo (Figura 1). En todas las
muestras positivas, E. faecalis coexistié con otros géneros
bacterianos. E. faecalis no fue identificado en 27 (66.85%)
del total de muestras; sin embargo, se aislaron otros
géneros bacterianos (Figura 1).

“ Muestra positiva

“# Muestra negativa

primarias. Servicio de Endodoncia. Departamento de Odontoestomatologia. Hospital
Nacional Hipdlito Unanue. Agosto 2012 - Octubre 2012.

Los valores obtenidos de CMI'y CMB son enumerados
en la Tabla |. El extracto de Allium sativum presentd
valores de CMI de 2343.75, 4687.5 y 9375 ug/ml en los
aislamientos; ademas, presenté valores de CMB de
2343.75, 4687.5 y 9375 pg/ml respectivamente. Mientras
tanto, CHX presentd valores de CMI de 2.5 y 5 ug/ml para
los aislamientos clinicos de E. faecalis: asimismo, presento
valores de CMB de 2.5, 5y 10 pg/ml para estas bacterias.

Al analizar los valores obtenidos por los agentes
antimicrobianos, se encontrd que la CMI del extracto de
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Allium sativum presenté una media de 4 854.89 pg/ml con
una desviacion estandar de 1 443,15 pg/ml. Al comparar se
encontré que los valores de la CMI y la CMB del extracto de
Allium sativum eran iguales, por lo que no pudo realizarse
la prueba de T para muestras relacionadas (Tabla Il).

La CMI del CHX presentd una media de 3.57 pg/ml
con una desviacion estandar de 1.28 pg/ml. Al comparar
se encontrd que los valores de la CMI y la CMB del CHX
mostraron diferencia significativa (p=0.029) (Tabla IIf).

Tabla |
Actividad antimicrobiana (CMI y CMB) del extracto de Allium
sativum y CHX en aislamientos clinicos de E. faecalis

2 Extracto de Allium " CHX
Unét;ad- Cédigo de sativum
analisis | Aistamiento | ¢y CMB | CMI CMB
: pg/ml pgiml pg/ml pgimi
1 2 46875 | 46875 2,5 25
2 5 9375 9375 5 5
3 8 46875 | 46875 5 5
4 1 46875 | 46875 | 5 5
5 12 46875 | 46875 25 5
6 13 46875 | 46875 5 10
7 15 a6e75 | 46875 | 25 5
8 19 46875 | 46875 25 25
9 20 46875 | 46875 25 5
10 30 23435 | 23435 5 10
1 M 46875 | 46875 5 5
12 35 46875 | 46875 25 25
13 36 46875 | 46875 | 25 25
14 41 46875 | 46875 25 25
Tabla Il

Evaluacion estadistica de la actividad antimicrobiana (CMI y
CMB) del extracto de Allium sativum en aislamientos clinicos
de E. faecalis

. - f Desviacion
‘ Grupo Media M,Oda, Minima | Maxima et
CMipgiml - 485489 = 46875 23435 9375 1_443,15
- CMBug/iml 485489 46875 23435 ¢ 9375 1443,15

La prueba T no pudo ser realizada.

Tablalll
Evaluacién estadistica de la actividad antimicrobiana (CMI y
CMB) del CHX en aislamientos clinicos de E. faecalis

. Pl Wiy Desviacién

Grupo Media | Moda Minima Maxl.ma Rt
CMI pg/ml 3,57 25 25 5 1,28
CMB pgml 4,82 5 25 10 249

Prueba T (p=0,029).



DISCUSION

En el presente estudio se determind la actividad
antimicrobiana del extracto de Allium sativurm y del CHX
en aislamientos clinicos de E. faecalis. Dos pruebas de
sensibilidad. CMI y CMB, fueron usadas en este estudio.
Se determing la CMI de los agentes antimicrobianos
por el metodo de macrodilucion en caldo y la CMB. por
subcultivacion en agar. E. faecalis fue seleccionado porque
ha sido considerada una de las especies mas resistentes
en la cavidad oral y una posible causa de la enfermedad
post-tratamiento endodontico ?

En este estudio, 2 343.75 4 687.5 y 9375 ug/ml de
extracto de Allfum sativurm, mostraron efectos inhibitorios
frente al E. faecalis en las pruebas de CMI, mientras CHX
puede lograr el mismo efecto a concentraciones de 2.5 y
5 pg/ml. Los valores de CMB fueron iguales a los valores
de la CMI del exiracto de Allium safivum; sin embargo, se
presentaron diferencias significativas entre los valores de
la CMly la CMB de la CHX, en su mayoria, aunque fueron
una dilucién menos.

Bakri y Douglas'™ demostraron que el extracto acuoso
de Allium sativumtiene actividad antimicrobiana frente a una
cepa clinica de £. faecalis, en nuestro estudio. los valores
de la CMi y la CMB de! extracto de Allium sativum fueron
menores que los reportados por estos autores (CMI=71.4
mg/ml y CMB>574 mg/mi). La diferencia de estos valores
puede deberse a la concentracion del principio active
del Allivr sativum en cada uno de los extraclos usados.
Kundakovic ef af* demostraron que el polvo de Alfium
sativum tiene actividad antimicrobiana frente a una cepa
controt ATCC® 29212 de E. faecalis. Aunque el procesadao
del Alium sativumn fue diferente, el valor de la CMI (5 000
pg/ml} fue similar a los valores obtenidos por el presente
estudio. Se puede relacionar con que ambos procesados
de Aflium salivum contienen suficiente principio active para
poder inhibir el crecimiento del E. faecalis.

CHX a altas concentraciones provocd una turbidez
blanquecina al contactar con el caido Mueller-Hinton.

L4

Lotfi ef ar'®* reportaron una experiencia similar, que les
impidio determinar la CMI para una cepa control ATCC®
2367 de E. faecalis por el método de microdilucion en
caldo, Sin embargo, en el presente estudio se pudo
determinar [a CMI porque se ajustd su cencentracion
al inicio del procedimiento; asi, CHX al 2% fue diluido,
concentracion que permitidé lecturas adecuadas en los
medios de cultivo. Amorin et al'” demostraron que la CMI
del digluconato de clorhexidina fue 3.3 pg/nl para una cepa
clinica de E. faecalis por el método de dilucion en agar.
Este valor es similar a los obtenidos en nuestro estudio.
L.a ligera diferencia de eslos valores puede deberse a la
metodologia para determinar la sensibilidad antimicrobiana
utilizada en cada estudio. Gorduysus ef af'® afirmaron que
el digluconato de clorhexidina no es efectiva frente a una
cepa control ATCC® 29212 de E. faecalis. Sin embargo, en
el presente estudio se determin¢ que la CMI del digluconato
de clorhexidina toma valores entre 2.5 - 5 pg/mi para los
atslamientos clinicos de E. faecalis.

CONCLUSIONES

£l extracto de Affium sativum y el digluconato de
clorhexidina presentan efectos bactericidas en aislamientos
clinicos de E. faecalis. Se debe vailorar el posible uso
terapéutico det extracte de Alfiurn sativum y del digluconato
de clorhexidina para tratar las infecciones endodonticas
primarias, que serviria para controlar al £. faecalis, el mas
comun y dominante de las especies bacterianas y, a veces,
la unica bacteria aislada de fos dientes con enfermedad
post-tratamiento.
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