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Objetivos. a) evaluar la accion de soluciones
de irrigacion sobre el biofilm de Enterococcus
faecalis al microscopio electrénico de barrido
(MEB) y b) observar el desarrollo bacteriano
determinando las unidades formadoras de co-
lonias (UFC) después de la accion de los irri-
gantes.

Materiales y métodos. a) Se incubaron 36 dis-
cos de raices dentarias con E. faecalis durante
14 dias y fueron divididos en seis grupos se-
gun el irrigante empleado, el que actud durante
5 minutos: grupo 1 (n=6): hipoclorito de sodio
(NaOCl) 1%, grupo 2 (n=6): NaOCI 2,5%, grupo
3 (n=6): gluconato de clorhexidina (CHX) 1%,
grupo 4 (n=6): CHX 2 %, grupo 5 (n=6): lodo
ioduro de potasio (IKI) 0,3% y grupo 6 (n=6):
agua destilada (control). La mitad de las piezas
(n=3) de cada grupo fueron observadas al MEB
evaluando el biofilm segun Estrela y col. 2009.
La otra mitad (n=3) de cada grupo se incubaron

individualmente en medio de cultivo estéril y se
realizé el recuento de UFC a las 24 y 48 hs.

Resultados. a) Con NaOCI 1y 2,5% no se de-
tecto presencia de biofilm, con CHX 1% y 2% se
observaron areas colonizadas con invasion de
los tubulos dentinarios (grado 2) con IKI 0,3%
se observaron la mayoria de las areas coloni-
zadas con invasion de los tubulos dentinarios
(grado 3), en el grupo control todas las areas
se observaron cubiertas sobre los tubulos den-
tinarios (grado 4). b) el recuento de UFC a las
24 y 48 hs. dio los siguientes resultados: NaOCI
1% 24hs sin crecimiento, 48hs crecimiento (14
X 102?), NaOCI 2,5% sin crecimiento a las 24 y
48 hs. 1% CHX 24h crecimiento 16x10?, 48 hs
crecimiento 18x10*. CHX 2% 24hs crecimiento
24x10?, 48hs crecimiento 27x10%. IKI 0,3% a
24hs crecimiento 12x108. Agua destilada (con-
trol) a 24 hs crecimiento 23x108.
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Conclusiones. Al MEB el biofilm de E. faeca-
lis fue eliminado por NaOCI 2,5% y NaOCI 1%,
mientras que CHX 1% y 2% afectaron el biofilm
pero no lo eliminaron. IKIl y agua destilada (con-
trol) no mostraron afectar al biofilm. Con respec-
to al recuento de UFC, al emplear NaOCI 2,5%
no se observd desarrollo hasta las 48 hs mien-
tras que al irrigar con el resto de las soluciones

R N

The aim of this study was to a) to evaluate
the action of irrigating solutions on the biofilm
by scanning electron microscopy (SEM) and b)
identifying bacterial colony which forms units
(CFU) after the action irrigating solutions.

Materials and Methods. a) 36 dental roots discs
were incubated with E. faecalis for 14 days and
they were divided into six groups according to the
irrigant employed, which acted during 5 minutes:
group 1(n = 6): sodium hypochlorite (NaOCI)
1%, group 2(n = 6): NaOClI 2 5%, group 3(n = 6):
chlorhexidine gluconate (CHX) 1%, group 4(n =
6): 2% CHX, group 5(n=6): lodine and potassium
iodide (IKI) 0.3 % and group 6(n = 6): distilled
water (control). Half of the pieces (n = 3) of each
group were observed by SEM according to Es-
trela et al. 2009. The other half of each group
was incubated amid sterile cultivation and the
CFU recount took place at 24 and 48 hours.

Results a) With NaOCl of 1% and 2.5% no fiofilm
presence was detected, with CHX 1% and 2%
we identified few areas colonized with invasion of
dentinal tubules (grade 2), with 0.3% IKI most
areas with invasion of dentinal tubules (grade
3) were monitored, in the control group all areas
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experimentales y con el control hubo desarrollo
bacteriano.

(Parcialmente subsidiado por el Consejo de Investiga-
cién de la Universidad Nacional de Tucuman, Argentina).
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were observed covering the dentinal tubules
(grade 4). b) the recount of the CFU at the 24
and 48 hours gave us the following results: no
growth at the 24 hours in the 1% NaOCI, growth
at the 48 hours (14 X 102?), no growth at 24 and
48 hours in the 2.5% NaOCI, growth at the 24
hours in % CHX 16x102, growth at the 48 hours
18x10% Growth at the 24 hours in CHX 2%
24x102, growth at the 48 hours 27x10°, growth
at the 24 hours in the IKI 0.3% 12x108. Growth
at 24 hours of distilled water 23x108.

Conclusions. The SEM biofilm of E. faeca-
lis was eliminated by 2.5% NaOCI and 1%
NaOCI while CHX 1% and 2% affected the bio-
film but did not remove it. IKI and distilled water
(control) did not affect the biofilm. With regard to
the UFC recount, when using the NaOCI 2.5% it
presented no development until 48 hours while
the irrigation with the rest of the experimental
solutions and with the control showed bacterial
development.

(Partially subsidized by The Research Council of Natio-
nal University of Tucuman, Argentina).

Key words: Biofilm, NaOCI, CHX, SEM.

I. INTRODUCCION

La etapa de preparacion endodontica comprende la conformacion y limpieza de los conductos radiculares.
Para realizarlo de manera efectiva es importante la adecuada seleccién de las soluciones a emplear y
tener en cuenta la compleja anatomia del conducto radicular1, donde la instrumentacién endoddntica no
alcanza todas las paredes del mismo y seran las soluciones de irrigacion las que ejerceran su accion en
esas zonas2. Esto cobra real importancia en casos de piezas dentarias portadoras de lesiones periapica-
les cronicas, donde se ha comprobado la invasién de gérmenes, organizados como biofilm, en la profun-
didad de la dentina que rodea al conducto®.

El bioflm es un conglomerado de bacterias que se adhieren a una superficie, secretando sustancias adhe-
sivas, la matriz extracelular, formada por polisacaridos y proteinas, fundamentales para la fijacion inicial de
los microorganismos asi como para la conformacion de la biopelicula. Esta estructura les da proteccion,
les confiere una gran resistencia a las defensas naturales del huésped, a los antimicrobianos y a la accion
de diferentes sustancias irrigadoras empleadas en endodoncia, otorgando a las bacterias mayor patoge-
nicidad que en su fase plancténica*®.

Nair® demostré que areas contaminadas del conducto, inaccesibles a los instrumentos y a los irrigantes,
pueden permanecer intactas después de la preparacion y podrian ser responsables de la persistencia de
la infeccion. La presencia de biofilm en el interior del conducto y en el extremo apical de las raices con
necrosis pulpar y lesion periapical crénica’ (Leonardo 2005), causa periodontitis apicales, resistentes al
tratamiento convencional®.

En observaciones al MEB el E. faecalis mostré que adherido a las estructuras de colageno, coloniza su-
perficies de dentina, logrando progresar hacia los tubulos dentinarios y formar una biopelicula madura®.
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar la ac-
cion de soluciones de irrigacion sobre el biofilm
de Enteroccocus faecalis mediante el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC) y ob-
servaciones al microscopio electrénico de barrido
(MEB).

II. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron 36 discos de 3mm. de espesor del
tercio medio de raices de incisivos y caninos su-
periores, las que fueron tratadas en un bafio ultra-
sonico con hipoclorito de sodio 2,5% y luego con
EDTA 17% y agua destilada, durante 5 minutos
cada uno y esterilizados en autoclave. Se incu-
baron individualmente a 37°C en tubos de Kahn
con 2 mL. de medio de cultivo tripticasa soya cal-
do (TS) suplementado con glucosa al 1% Yy suero
humano al 10% e inoculado con E. faecalis en una
concentracion de 108. Los medios se renovaron
cada 72 horas con la misma concentracion del
inoculo.

A los 14 dias las muestras se retiraron de la es-
tufa y del medio de cultivo, debido que en un es-
tudio previo se evidencié la formacién de biofilm1°
y se dividieron en seis grupos segun el irrigante
a emplear: grupo 1 (n=6): hipoclorito de sodio
(NaOCl) 1%, grupo 2 (n=6): NaOCI 2,5%, grupo 3
(n=6): gluconato de clorhexidina (CHX) 1%, grupo
4 (n=6): CHX 2 %, grupo 5 (n=6): lodo loduro de
Potasio (IKI) 0,3%, grupo 6 (n=6): agua destilada
(control).

Se hizo actuar cada irrigante por inmersioén, en
una capsula de Petri con 5 mL. de solucion du-
rante 5 minutos. Luego tres de las piezas de cada
grupo se incubaron individualmente en un medio
de cultivo estéril y se realiz6 el recuento de UFC a
las 24 y 48 hs.

Las otras tres piezas de cada grupo, se incluye-
ron individualmente en una solucién formada por
paraformaldehido al 8%, tampdn fosfato y glutaral-

Fig 1. Aum. 2.000X. Sup. irrigada con NaOCl 1%.
Aum. 6.000X. Sup.urigada con NaOCl 1%.
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dehido al 16% y se fijaron durante 48 hs. a 4°C. Se
lavaron 3 veces durante 10 min con tampon fosfato.
Se agreg6 una solucion 1/1 de osmio/tampén fos-
fato (OsO, 2%), durante una noche. Se descarto el
osmio, se lavé con etanol 30% durante 10 minutos
dos veces. Se deshidratoé la muestra pasando por
una bateria de alcoholes: etanol 50%, 70%, 80%,
90%, y 3 veces 100%, 10 minutos cada vez. Se
descarto el etanol 100%, se afiadié acetona 100%
durante 1 hora. Luego las muestras se montaron
en un portamuestras de aluminio y se cubrieron con
una capa de oro utilizando un metalizador. Se ob-
servo con alto vacio, en un microscopio JEOL JSM-
35CF (Tokio, Japdn). Se observo toda la superficie
de las muestras y se tomaron microfotografias a
4000X y 6000X, en ellas se evalué el biofilm segun
Estrela y col®.

lll. RESULTADOS

Recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC).

El recuento de UFC a las 24 y 48 hs dio los siguien-
tes resultados: NaOCIl 1% 24hs sin crecimiento,
48hs crecimiento (14 X 10?), NaOCI 2,5% sin creci-
miento a las 24 y 48 hs, CHX 1% 24hs crecimiento
16x102, 48 hs crecimiento 18x10% CHX 2% 24hs
crecimiento 24x102, 48hs crecimiento 27x103, IKI
0,3% a 24hs crecimiento 12x108, Agua destilada
(control) a 24 hs. crecimiento 23x108.

Evaluacion al microscopio electrénico de barri-
do (MEB)

Las muestras irrigadas con NaOCI 1y 2,5% (fig. 1,
2y 3) no se detecto presencia de biofilm. Con CHX
1% (fig. 4,5y 6) y CHX 2% (fig. 7, 8 y 9) se observa-
ron areas colonizadas con invasion de los tubulos
dentinarios (grado 2), con IKl 0,3% (fig. 10, 11y 12)
se observaron la mayoria de las areas colonizadas
con invasion de los tubulos dentinarios (grado 3).
En el grupo control (fig. 13, 14 y 15) todas las areas
se observaron cubiertas, aun sobre los tubulos den-
tinarios (grado 4).

Ausencia de biofilm
Ausencia de biofilm
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Fig 3. Aum. 2.000X. Sup.irrigada con NaOCI 2.5%. Fig 4. Aum. 6.000X. Sup.irrigada con NaOCl 2.5%.
Ausencia de biofilm Ausencia de biofilm

Fig 5. Aum. 2.000X. Sup. irrigada con CHX 1%. Fig 6. Aum. 6.000X. Sup. irrigada con CHX 1 %.
Biofilm poco afectado pero no eliminado Biofilm poco afectado pero no eliminado

Fig 7. Aum: 2.000X. Sup. irrigada con CHX 2 %. Fig 8. Aum: 6.000X. Sup. irrigada con CHX 2 %.
Biofilm afectado pero no eliminado totalmente. Biofilm afectado pero no eliminado totalmente.
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Fig 9. Aum: 2.000X. Sup. irrigada con IKI 0.3 %. Fig 10. Aum: 6.000X. Sup. irrigada con IKI 0.3%.
Biofilm poco afectado Biofilm poco afectado

Figll Aum:2.000X. Sup.irrigada con agua destilada Fig 12 Aum:6.000X. Sup.irrigada con agua destilada
Control Control

IV. DISCUSION

El concepto de biofilm dentro de la microbiologia endoddntica es importante para comprender la persis-
tencia de las infecciones perirradiculares. En las biopeliculas, los microorganismos poseen una maytiz
extracelular que contiene polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos originados por los mismos microor-
ganismos que cumple la funcion de proveer estabilidad estructural y proteccién al mismo contra condicio-
nes ambientales adversas'2.

Es por ello que en un estudio previo, se hicieron actuar las soluciones sobre el E faecalis en su forma
plancténica’y en el presente trabajo la irrigacion se realizé sobre el biofilm, para obtener resultados clini-
camente mas extrapolables, como lo expresan Shen 'y col.™.

Se empled E. faecalis que es ampliamente usado en estudios microbioldgicos, debido a que estéa presente
en fracasos endodonticos y se lo asocia a factores de virulencia como su capsula de polisacaridos, su
capacidad para formar ADN extracelular a partir de las 4 hs lo que facilita la formacién temprana de la
biopelicula y su resistencia a los antimicrobianos que Estrela y col.11. Otro factor importante que dichos
autores sefialan, es el tiempo necesario para la formaciéon de biofilm, el que que fue determinado en
estudios anteriores'. Estrela y col." (2009) recalcan también la importancia de la utilizacion de sustratos
adecuados. En el presente estudio se emplearon trozos de raices dentarias recién extraidas, como este
autor lo aconseja con un medio de cultivo enriquecido, que fue validado en un trabajo previo™.

Al analizar nuestros resultados coinciden con Wang y col'® quienes obtuvieron similares resultados al apli-
car NaOCI 2% y CHX 2%, empleandolo a 1 y 3 minutos. En el presente trabajo las soluciones irrigadoras
se emplearon durante 5 minutos, quizés esta mayor permanencia del NaOCI 1% result6 igualmente efec-
tiva que a mayor concentracion durante menor tiempo.
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Clegg y col."® emplearon biofilm polimicrobiano y
en observaciones al MEB, el NaOCI 3% fue capaz
de provocar la remocion del biofilm, mientras que
NaOCI 1% alterd el biofilm, pero no lo eliminé total-
mente visualizandose algunas colonias bacterianas
sobrevivientes sobre la dentina radicular, mientras
que la CHX 2% no fue capaz de removerlo ni alte-
rarlo.

Resultados semejantes obtuvieron Dunavant y
col.’) quienes encontraron al NaOCl 1% mas efec-
tivo que la CHX al 2% usando el método de inmer-
sion pasiva, semejante al empleado en el presente
trabajo. Asi como Giardino y col.'® en observacio-
nes al MEB, quienes evidenciaron que el NaOCI
1% elimino el biofilm de E. faecalis mas eficazmen-
te al compararlo con CHX 2%.

Machado Olivera y col'® hicieron actuar el hipoclori-
to de sodioal 1,25y 6% y CHX al 0.12, 0.2y 2%
durante 1, 3 y 10 minutos sobre el biofilm de E. fae-
calis desarrollado en placas de polietileno inmersas
en el medio de Tripticasa Soya caldo enriquecido
con glucosa. A los 10 minutos, todas las concen-
traciones de NaOCI eliminaron completamente el
biofilm, mientras que la CHX no lo afectd, aun en
su mayor concentracion y en el mayor tiempo de
exposicion.

Francescutti Murad y col.?® evaluaron la eficacia
antimicrobiana de NaOCI al 2,5% y 5,25%, CHX
liquida y gel al 2%, sobre biofilm de Enterococcus
faecalis desarrollado sobre trozos radiculares. Las
secciones se sumergieron en los irrigantes durante
1, 5, 15 y 30 minutos. Los irrigantes mas eficaces
fueron NaOCI en todas las concentraciones y 2%
en gel de CHX, en todos los intervalos de tiempo
ensayados, mientras que la CHX liquida no fue
efectiva.

En el presente trabajo al emplear hipoclorito de
sodio al 1%, se obtuvieron mejores resultados que
Case y col?!, quizas porque ellos lo emplearon du-
rante 2 minutos. No obstante al compararlo con el
gas ozono sobre biofilm de E. faecalis de 14 dias
de incubacion, concluyeron que si bien el irrigante
fue mas efectivo que el ozono, no inhibié completa-
mente al biofilm, probablemente debido a un menor
tiempo de accion que en el presente estudio.

En otros estudios?? realizaron irrigacion de NaOCI
complementada con activacién, demostrando en
observaciones al MEB, que este método seguido
de la irrigacion manual, mejora la eliminacion del
biofilm. Probablemente este complemento sea in-
corporar en estudios futuros.

Los resultados desfavorables obtenidos con la clor-
hexidina, probablemente se deban a que al carecer
de poder solvente, es ineficaz al actuar sobre una
estructura organizada como el biofilm, a pesar de
ser un agente antimicrobiano efectivo sobre biofilm
de E faecalis joven de tres dias de maduracion?®.
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El IKI es comunmente considerado un agente
antibacteriano efectivo en la terapia endodonti-
ca. Diversos autores lo recomiendan como solu-
cioén irrigadora?*2,

En el presente estudio no fue capaz de eliminar
el biofilm de E faecalis. Estos resultados proba-
blemente se deban a que se empled el IKI al
0,3%, ya que en estudios previos, fue efectivo
aun en bajas concentraciones sobre el E. faeca-
lis en forma plancténica.

Tello Barbaran y col.26 encontraron efectiva a la
solucién de IKI 2% al actuar en conductos me-
siales de molares inferiores contaminados con
Enteroccocus faecalis, al usarlo como irrigacion
final durante 15 minutos, ya que durante 5 minu-
tos no fue efectivo.

Con respecto a la deteccion de UFC con NaOCI
2,5% no hubo desarrollo en 24 ni 48 hs, el resto
de las soluciones mostré desarrollo de diferen-
tes magnitudes. Con NaOCI 1% a las 24 hs no
hubo crecimiento del E faecalis y a las 48 hs el
desarrollo fue de 14 X 102, mientras que con el
resto de las soluciones hubo mayor desarrollo
bacteriano. Lo sucedido con NaOCI 1%, proba-
blemente se deba a que transcurrido mas tiem-
po fueron las colonias intratubulares las que se
desarrollaron y se expresaron en el recuento.

Por ultimo, en cuanto a la extrapolacion de estos
resultados a la clinica, debe hacerse con cuida-
do ya que no solo es importante la eficacia de
los irrigantes sobre el biofilm, sino la certeza de
que éstos puedan contactarlo. Por esto las so-
luciones irrigadoras deben “mojar” la totalidad
de la superficie del conducto, para lo que debe
emplearse una técnica de irrigacion adecuada.

V. CONCLUSIONES

En las condiciones empleadas en este estudio,
al MEB el biofilm de E. faecalis fue eliminado
con NaOCI 2,5% y NaOCI 1%, mientras que
CHX 1% y 2% no fueron efectivas. IKI y agua
destilada (control) no afectaron al biofilm, al em-
plearlos durante 5 minutos. Con respecto al re-
cuento de UFC, al emplear NaOCI 2,5% no se
observo desarrollo hasta las 48 hs. mientras que
al irrigar con el resto de las soluciones experi-
mentales y con el control hubo desarrollo bacte-
riano a las 48 hs.
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