Revista Odontoldogica Mexicana

o as

Facultad de Odontologia

Vol. 11, Num. 1 e Marzo 2007
pp 30-37

TRABAJOORIGINAL

Estudio comparativo in vitro de la capacidad antibacteriana
de la clorhexidina, hidréxido de calcio y yoduro de potasio
yodado contra Fusobacterium nucleatum

Veronica Calderon Castillo,* Laurie Ann Ximénez Fyvie,’ Enrique Chavez Bolado"

RESUMEN

Introduccién: El tratamiento endodoncico tiene como uno de
sus principales objetivos la eliminacion de la microflora del siste-
ma de conductos radiculares. Esto se logra mediante la limpie-
za, desinfeccion y conformacion de dicho sistema mediante la
instrumentacion, irrigacién y utilizacién de medicacion intracon-
ducto. Objetivo: Comparar la capacidad para inhibir el creci-
miento de Fusobacterium nucfeatum con la utilizacion de tres
medicamentos intraconducto: clorhexidina (CHX), hidroxido de
calcio (Ca(OH),) y yoduro de potasio yodado (IKl) utilizados in-
dividualmente y en diferentes combinaciones. Metodologia: F.
nucleatum subespecie nucleatum fue sembrado en placas de
agar. Discos de papel filtro fueron embebidos en cada medica-
mento y colocados sobre la superficie del agar. Las placas fue-
ron incubadas en una camara de anaerobiosis durante 7 dias.
Se efectud el registro en milimetros de los radios de las zonas
de inhibicion del crecimiento. Resultados: La capacidad antimi-
crobiana fue mayor para CHX, seguida por IKI y Ca(OH),. La
CHX al 2% inhibi¢ significativamente mejor el crecimiento bacte-
riano que el IKl al 4% + 2% (p < 0.05). La CHX al 2% mostré
una capacidad antimicrobiana significativamente mayor que
cualquiera de las concentraciones de Ca(OH),. Ninguna de las
combinqciones de medicamentos intraconducto, mostraron ca-
pacidad:antimicrobiana superior a la de CHX al 4% y 2% indivi-
dualmente. Conclusiones: La CHX al 4%, 2% y 1% de manera
individual, presenté una actividad antimicrobiana elevada, seguida
por el IKI con una actividad moderada y el Ca(OH), que presento
una escasa capacidad para inhibir el crecimiento de F. nucleatum.
La combinacion de medicamentos intraconducto no potencio los
efectos antimicrobianos de los medicamentos evaluados.

ABSTRACT

Introduction: One of the primary objectives of root canal thera-
py is the removal of microbial species within the canal system,
Such goal is accomplished by cleansing, disinfecting and shap-
ing of the canals through mechanical instrumentation, irrigation
and the use of intracanal medicaments. Purpose: To compare
the effectiveness in inhibiting the growth of Fusobacterium nu-
cleatum of 3 intracanal medicaments: chlorhexidine (CHX), cal-
cium hydroxide (Ca(OH),) and iodine potassium iodide (IKl) used
individually and in various combinations. Methods: F. nucleatum
subspecies nucleaturm was grown on agar plates. Paper filter
disks were immersed in each medicament and placed on the
agar surface. Plates were incubated in an anaerobic chamber
for 7 days. The radius of growth-inhibition zones was recorded
in millimeters. Results: Antimicrobial effect was greater for CHX,
followed by IKI and Ca(OH),. 2% CHX inhibited significantly bet-
ter the bacterial growth than 4% + 2% IKI (p < 0.05). Two per-
cent CHX also exhibited a significantly greater antimicrobial ef-
fect than either of the concentrations of Ca(OH), tested. None of
the combinations of medicaments exhibited a greater antimicro-
bial effect than 4% and 2% CHX tested individually. Conclu-
sions: 4%, 2% and 1% CHX individually, exhibited the greatest
antimicrobial effect followed by IKI with a moderate effect and
Ca(OH), which exhibited only a discrete antimicrobial activity
against F. nucleatum. The combination of intracanal medica-
ments did not increase the antimicrobial effects of the medica-
ments evaluated individually.

Palabras clave: Medicamentos intraconducto, Fusobacterium nucleatum, clorhexidina, hidroxido de calcio, yoduro de potasio yodado.
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INTRODUCCION

La pulpa dental y los tejidos periapicales tienen la
capacidad de reaccionar ante una gran diversidad de
irritantes. Las bacterias que invaden el espacio pulpar
son uno de los principales irritantes, causando infla-
macion de este tejido, que al persistir puede resultar
en la necrosis del mismo. Dicha destruccion tisular
permite que las bacterias, sus productos y otros irri-
tantes alojados en el tejido necrético se difundan des-
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de el conducto hacia el periapice, produciendo una le-
sion inflamatoria en dicha region.' Por lo tanto, las es-
pecies bacterianas son esenciales en la progresion y
perpetuacion de las lesiones pulpares y periapicales.?
La reparacion del tejido periapical se logra sélo con la
eliminacion de los irritantes dentro del sistema de con-
ductos radiculares y su posterior obturacion total.® La
mayoria de las especies bacterianas aisladas de in-
fecciones endodoncicas son anaerobias estrictas.
Una de las que destacan con una prevalencia reporta-
da mayor al 48% en infecciones endodéncicas es Fu-
sobacterium nucleatum.* Siendo dicha especie una
bacteria Gram negativa, su pared celular contiene lipo-
polisacaridos que son su principal factor de virulencia
contribuyendo en la patogenia de la periodontitis apical
y el desarrollo de abscesos periapicales.®”

El tratamiento endodéncico tiene como objetivo pri-
mordial la eliminacion de la microflora y restos necroti-
cos del sistema de conductos radiculares, lo cual se
lleva a cabo mediante la limpieza, desinfeccion y con-
formacion de dicho sistema. La limpieza se logra ge-
neralmente con la instrumentacion, irrigacion y utiliza-
cién de medicacion intraconducto.® Algunos de los
medicamentos intraconducto frecuentemente emplea-
dos son la clorhexidina (CHX), el hidréxido de calcio
(Ca(OH),) y el yoduro de potasio yodado (IKl). La CHX
es un antiséptico catiénico bisguanidico con accion
antimicrobiana que en bajas concentraciones es bac-
teriostatico y en altas concentraciones tiene accion
bactericida.®'® Su mecanismo de accion se basa en la
absorcién del medicamento a través de la pared celu-
lar de la bacteria, provocando el rompimiento en los
enlaces peptidicos en la membrana citoplasmatica,
asi como la precipitacion y/o coagulacion del citoplas-
ma.'" Se ha demostrado que la CHX presenta baja
toxicidad en los tejidos periapicales cuando es em-
pleada como medicacion intraconducto en concentra-
ciones de 0.12 a 2%.'? Algunos estudios han sugerido
que la mayor actividad antimicrobiana de la CHX se
obtiene a las 48 6 72 horas cuando se utiliza al
20/0“0.13-!8

El Ca(OH), es un medicamento intraconducto que
posee un pH alcalino de aproximadamente 125,16
cual le confiere actividad bactericida’® mediante la li-
beracion de iones hidroxilo que se introducen en la
membrana citoplasmatica bacteriana® provocando hi-
drélisis de moléculas e inhibiendo actividades enzima-
ticas bacterianas.?'?* As{ mismo, el Ca(OH), posee ca-
pacidad para disolver el tejido pulpar'® y para activar a
la fosfatasa alcalina para la iniciacion del proceso de
mineralizacion.? El IKI es un agente antimicrobiano
que al ser empleado como medicacion intraconducto,
posee un bajo nivel de citotoxicidad en los tejidos pe-

riapicales.252¢ Algunos estudios han reportado que el
IKI puede ser un antimicrobiano mas potente que el hi-
poclorito de sodio y la clorhexidina.?’?® La mayorfa de
los estudios han sugerido la utilizacion de estos medi-
camentos como medicacion unica, sin embargo, se ha
reportado que puede existir una potenciacion de la ac-
tividad antimicrobiana de dichos medicamentos al
combinarios. 229

E_l objetivo del presente estudio fue comparar la ca-
pacidad para inhibir el crecimiento in vitro de F. nu-
cleatum con la utilizacién de diversas concentraciones
de'tr.es medicamentos intraconducto: clorhexidina, hi-
drox‘ldo de calcio y yoduro de potasio yodado utiliza-
dos individualmente y en diferentes combinaciones.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Se realizé un estudio en donde se evalué la activi-
dad antimicrobiana in vitro de diferentes concentracio-
nes de. tres medicamentos intraconducto, para inhibir
el crecimiento de F. nucleatum. La CHX, el Ca(OH), y
el IKI fueron utilizados de manera individual y en dife-
refntes combinaciones. En el cuadro I se presenta una
smtgsis de las concentraciones y combinaciones de
medicamentos que fueron empleados.

Evaluacién microbiolégica

Se utilizé la cepa de referencia del American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) No.
25585 de F. nucleatum subespecie nucleatum. La
cepa se sembré en placas de agar enriquecido [agar
base para Mycoplasma (Becton Dickinson, Microbiolo-
gy Systems, BBL, Sparks, MD, USA) suplementado
con 5% de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios
Microlab S.A. de C.V., México, D.F.), 0.3 ug/mL de
menadiona (vitamina K, Sigma Aldrich Quimica, S.A.
de C.V.; Toluca, México) y 5 ug/mL de hemina (Sigma)]
Y Sé crecio dentro de una camara de anaerobiosis con
amb.lente de 80% N,, 10% CO,, 10% H, a 35 °C. El
crecmiento sobre la superficie del agar fue recolectado
con hisopos estériles y se transfirié por duplicado en
placas de agar enriquecido con sembrado en césped.
Se Qmplearon discos de papel filtro Whatman de 6 mm
de didmetro, los cuales fueron embebidos en cada con-
centracion y combinacion de los medicamentos evalua-
dos (Cuadro /). Como control negativo se emplearon
discos .embebidos en agua destilada. Todas las placas
fueron incubadas en una camara de anaerobiosis a 35 °C
durar)tg 7 dias. Posteriormente, se efectud el registro
en milimetros por triplicado de los radios de las zonas
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de inhibicién del crecimiento de F. nucleatum mediante
la inspeccion visual de cada placa (Figura 1).

Analisis estadistico

Las tres mediciones de cada zona de inhibicion fue-
ron promediadas. Posteriormente, se calculé una me-
dia y desviacion estandar (DE) del duplicado para
cada una de las concentraciones de los medicamen-
tos y sus combinaciones evaluadas. Las diferencias
entre concentraciones, medicamentos y combinacio-
nes fueron determinadas para cada par de observacio-
nes mediante la prueba t de Student.

RESULTADOS

La figura 2 resume los resultados de la inhibicion pro-
medio del crecimiento de F. nucleatum (mm = DE) en
presencia de diferentes concentraciones de CHX,
Ca(OH), e IKI. En terminos generales, la capacidad para
inhibir el crecimiento bacteriano de los medicamentos in-

traconducto evaluados fue mayor para CHX, seguido por
IKI y Ca(OH),, en orden decreciente. La CHX al 4%
mostré significativamente mayor capacidad para inhibir
el crecimiento de F. nucleatum que la CHX al 0.12% (p <
0.05); el IKI en todas las concentraciones evaluadas ex-
ceptuando al 1% + 0.5% (8% + 4% p < 0.05, 4% + 2%
p<0.05y2% + 1% p < 0.01) y el Ca(OH), en las tres
concentraciones analizadas (0.17 g/mL p < 0.001, 0.35
g/mL p <0.01y 0.7 g/mLp <0.01). La CHX en una de
las concentraciones clinicas comunmente empleadas
(2%) inhibid significativamente mejor el crecimiento bac-
teriano que el IKI evaluado también a su concentracion
clinica (4% + 2% p < 0.05). La CHX y el IKI en todas las
concentraciones evaluadas, excepto CHX al 1% y IKl al
4% + 2%, inhibieron el crecimiento bacteriano significati-
vamente mejor que el Ca(OH), a 0.7 g/mL. Asimismo,
cualquiera de las concentraciones evaluadas de CHX ex-
ceptuando al 1% y 0.06% mostraron una capacudad de
inhibicién del crecimiento de F. nucleatum significativa-
mente mayor que cualquiera de las concentraciones
evaluadas de Ca(OH),.

Cuadro |. Concentracion de medicamentos evaluados.

Ca(OH),* IKI" Combinaciones de medicamentos en
CHX* (%) (g/mL) (% Kl + % 1,) concentraciones clinicas
0.06 0.17 1+05 CHX (0.12%) + IKI
0.129 0.35 2+1 CHX (0.12%) + Ca(OH),
0.25 0.79 4+ 27 CHX (0.12%) + IKI + Ca(OH)
0.5 8+4 CHX (2%) + IKI
1 CHX (2%) + Ca(OH),
21 CHX (2%) + IKI + Ca(OH)2
4 IKl+ Ca(OH),

*Clorhexidina. & Hidréxido de calcio en agua destilada. "Yoduro de potasio yodado (KI: yoduro de potasio, |,: yodo). Concentraciones co-

munmente empleadas en la practica clinica.

Figura 1. Imagenes de placas
con agar enriquecido en las que
se observa el crecimiento en
césped de Fusobacterium nu-
cleatum ss nucleatum (ATCC
25585) asi como la presencia de
zonas variables de inhibicidn del
crecimiento bacteriano en las
areas que circundan los discos
de papel embebidos en 0.06%,
0.12%, 0.25%, 0.5%, 1% (a), 2%
4% (b) de clorhexidina.
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En la figura 3 se presentan los resultados de la in-
hibicion promedio del crecimiento de F. nucleatum
(mm = DE) en presencia de diferentes combinaciones
de los 3 medicamentos intraconducto en sus concen-
traciones clinicas. Se determind que la combinacién
de la CHX al 2% y el IKI al 4% + 2%, resulté en una
mejor inhibicion del crecimiento de F. nucleatum al
ser comparado con las combinaciones de IK| al 4% +
2% y Ca(OH), al 0.7 g/mL (p < 0.05) y de CHX al
0.12% y Ca(OH), al 0.7 g/mL (p < 0.05). Asimismo, la
combinacién de CHX al 2%, IKI al 4% + 2% y
Ca(OH), al 0.7 g/mL present6 una mejor inhibicion del
crecimiento de |la bacteria en comparacion con las
combinaciones de CHX al 2% y Ca(OH),al 0.7 g/mL
(p < 0.01), CHX al 0.12% junto con IKI al 4% + 2% (p
< 0.05) y IKl al 4% + 2% y Ca(OH), al 0.7 g/mL (p <
0.001). Cabe sefalar gue ninguna de las combinacio-
nes de medicamentos intraconducto evaluadas, mos-
traron una capacidad de inhibicion del crecimiento bac-
teriano superior a la CHX al 4% y 2% en evaluaciones
individuales.

La figura 4 resume los resultados de la inhibicién
promedio del crecimiento de F. nucleatum (mm + DE)

en presencia de las concentraciones comunmente
empleadas en la practica clinica de los medicamentos
evaluados, tanto individualmente como en combina-
ciones. El crecimiento bacteriano fue inhibido signifi-
cativamente mejor con la CHX al 2% en comparacion
a las combinaciones de CHX al 0.12% con Ca(OH),
(p < 0.001) y CHX al 0.12% en combinacién con
Ca(OH),y IKI (p < 0.05). Asimismo, la CHX al 2% en
combinacién con IKI (p < 0.05), Ca(OH), (p < 0.05) y con
ambos (IKly Ca(OH),, p < 0.01) inhibi¢ el crecimiento de
F. nucleatum significativamente mas que el Ca(OH),.

DISCUSION

La limpieza biomecanica y la conformacion del siste-
ma de conductos radiculares junto con la medicacion
intraconducto son esenciales para la eliminacion de la
microfiora endoddncica presente en sistemas de con-
ductos radiculares contaminados para asi aumentar las
probabilidades de éxito en la terapia de conductos.?*
Se ha demostrado en diversos estudios que F. nuclea-
tum es una bacteria que se encuentra frecuentemente
en la microflora de lesiones pulpoperiapicales.*>” La
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Figura 2. Inhibicién promedio (mm = DE) del crecimiento de Fusobacterium nucleatum ss nucleatum (ATCC 25585) en
presencia de diferentes concentraciones de 3 medicamentos intraconducto. Tres mediciones de cada zona de inhibicién
fueron registradas y promediadas para cada duplicado. Posteriormente se calculo una media entre duplicados. * p <

0.05, **p<0.01y** p<0.001 prueba t de Student.
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Figura 3. Inhibicion promedio
T (mm = DE) del crecimiento de

Fusobacterium nucleatum ss
nucleatum (ATCC 25585) en
presencia de diferentes combi-
naciones de 3 medicamentos
intraconducto en concentracio-
nes clinicas. Tres mediciones de
cada zona de inhibicion fueron
registradas y promediadas para
cada duplicado. Posteriormente
se calcul6 una media entre dupli-
cados. *p <0.05 *p<0.01y**
p < 0.001 prueba t de Student.
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Figura 4. Inhibicién promedio (mm + DE) del crecimiento de Fusobacterium nucleatum ss nucleatum (ATCC 25585) en
presencia de 3 medicamentos intraconducto en las concentraciones frecuentemente empleadas en la practica clinica.
Tres mediciones de cada zona de inhibicién fueron registradas y promediadas para cada duplicado. Posteriormente s€
calculd una media entre duplicados. * p < 0.05, ** p < 0.01y *** p < 0.001 prueba t de Student.
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CHX por ser un antiséptico de espectro amplio ha sido
frecuentemente empleado como medicamento intra-
conducto en la practica endodéncica.®'® En el presen-
te estudio se confirmo la actividad antimicrobiana de
la CHX en las diferentes concentraciones que fueron
evaluadas, siendo las concentraciones de 4%, 2%
(concentracion clinica) y 1% las que mostraron mejo-
res resultados. Dicho hallazgo coincide con algunos
estudios previos en los que se determind que la CHX
al 2% proporcionaba una actividad antimicrobiana efec-
tiva.'%131516 En otro estudio, se demostrd que la CHX al
2% eliminé al 70% de los microorganismos que fueron
probados.?’ Sin embargo, la CHX al 0.12% mostré baja
actividad antimicrobiana.'?' Cabe sefalar que en con-
traste con los resultados del presente estudio, otros re-
portes han sugerido que las zonas de inhibicion del cre-
cimiento bacteriano no variaron significativamente con
el uso de CHX al 2%, 0.2y 0.12%.7®

El IKI es comunmente considerado un agente anti-
bacteriano efectivo en la terapia endodéncica.?** Sin
embargo, en el presente estudio el IKI tuvo efectos
antimicrobianos menores que la CHX. A diferencia
de la CHX con la que se observo un aumento en la
inhibicién del crecimiento bacteriano relativamente
proporcional al aumento en la concentracion del me-
dicamento, el IKI al 1% + 0.5% mostré mejor efecto
antimicrobiano que las concentraciones mayores de
8% + 4%, 4% + 2% y 2% + 1%. Una posible explica-
cion, podria ser que a diferencia de las concentracio-
nes mas elevadas, las zonas de inhibicién para la
concentracion de 1% + 0.5% se presentaron de ma-
nera regular. A pesar de que varios estudios han re-
portado que el IKI (4% + 2%) fue un agente antimi-
crobiano méas potente que la CHX para inhibir el
crecimiento de F. nucleatum® y Enterococcus faeca-
lis,?” los resultados del presente estudio no coinciden
con dichos reportes.

El Ca(OH), es un medicamento intraconducto consi-
derado como de valor terapéutico alto en el tratamien-
to endoddncico de dientes necréticos infectados, ya
que su pH alcalino de 12.5 le confiere actividad bacte-
ricida.”® En el presente estudio, sin embargo, el
Ca(OH), mostré muy baja actividad antimicrobiana.
Las pruebas de difusion en agar, frecuentemente han
sido empleadas para determinar la eficacia para inhibir
el crecimiento bacteriano in vitro de diversos medica-
mentos. Sin embargo, los resultados obtenidos me-
diante dichas pruebas son dependientes de la capaci-
dad de los medicamentos para difundirse en el agar.”
En un estudio se sugirié que el Ca(OH), tenfa poca
efectividad para inhibir el crecimiento de E. faecalis
en placas de agar, debido a que posefa baja capaci-
dad para difundirse en el agar, resultando esto en un
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pH reducido y por lo tanto en la escasa capacidad
para inhibir el crecimiento bacteriano detectada con di-
cha técnica.* Sin embargo, otros estudios han de-
mostrado que el Ca(OH), posee una capacidad similar
que la CHX para difundirse en agar* y que el efecto
antimicrobiano del Ca(OH), es insuficiente para inhibir
el crecimiento tanto de E. faecalis como de otros mi-
croorganismos comunmente detectados en conductos
radiculares infectados como especies de Prevotella,
Peptostreptococcus, Actinomyces, Bacteroides, Fus-
obacteriumy Eubacterium.* Por lo tanto, la capacidad
de difusién en agar del Ca(OH), no ha sido considera-
da como una causa probable de los malos resultados
obtenidos con dicho medicamento en el presente estu-
dio, sino que hemos considerado que reflejan una in-
capacidad real del Ca(OH), para inhibir el crecimiento
de la especie bacteriana evaluada.

Algunos reportes han sugerido una potenciacién de
la actividad antimicrobiana con el uso de diferentes
combinaciones de los tres medicamentos que fueron
evaluados en el presente estudio.®* Algunos estu-
dios han sugerido que la CHX al combinarse con el
Ca(OH), proporciona mejores resultados que cualquie-
ra de los 2 medicamentos de manera individual.'??*
Sin embargo, en el presente estudio no se observé un
efecto sinérgico de los medicamentos en las combina-
ciones evaluadas. Por ejemplo, la CHX al 2% en com-
binacién con Ca(OH), mostr6 una actividad antimicro-
biana menor que la CHX al 2% al ser empleada
individualmente. Aun mas, el efecto antimicrobiano in-
dividual de la CHX y del IKI se redujo cuando fueron
combinados con otros medicamentos. La combinacion
de medicamentos intraconducto aumenté discreta-
mente la capacidad para inhibir el crecimiento bacte-
riano Unicamente del Ca(OH),, sin embargo, dicho au-
mento se dio en perjuicio de los efectos individuales
del medicamento utilizado para la combinacién. Otros
estudios han reportado resultados similares con la
combinacién de medicamentos intraconducto.?”

CONCLUSIONES

En base a los resultados del presente estudio se
puede concluir que:

1. La clorhexidina al 4%, 2% y 1% empleada de ma-
nera individual, presentd una actividad antimicrobia-
na elevada.

2. El yoduro de potasio yodado, mostré una actividad
antimicrobiana moderada contra F. nucleatum.

3. El hidréxido de calcio presenté una escasa capaci-
dad para inhibir el crecimiento bacteriano de la es-
pecie que fue evaluada en el presente estudio.



