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Resumen:

Introduccién y objetivos: los microorganismos son el principal factor asociado a fracaso en
endodoncia y Enterococcus faecalis es la bacteria méas frecuentemente aislada en infecciones
endodonticas secundarias o persistentes, ademas la habilidad de crecer en biopeliculas,
permite evitar la accién de los irrigantes. El objetivo de este estudio fue evaluar la
Concentracion Minima de Erradicacion de Biopeliculas (CMEB) del ozono versus Hipoclorito de
sodio sobre biopeliculas de E. faecalis (ATCC 29212).

Metodologia: el crecimiento de biopeliculas de E.faecalis se realizo utilizando el dispositivo
MBEC™ incubandolo durante 24 horas a 37°C, posteriormente las biopeliculas fueron
expuestas a los irrigantes durante 20 minutos. La concentracién fue considerada efectiva
cuando produjo una reduccion = 5 unidades logaritmicas. Para comparar la eficacia de los
antimicrobianos se utilizo la prueba ANOVA y se complementd con la prueba de diferencia
significativa minima (DSM ) de Fisher utilizando el programa StatgraphicsCenturion XVI.

Resultados: ambos irrigantes fueron efectivos contra biopeliculas de E. faecalis. El ozono fue
100% efectivo a una concentracion del 0.5%. Al 0,25% y 0,125% fue estadisticamente similar
pero significativamente menor a los obtenidos con el NaOCI.

Conclusion: el ozono mostré actividad antibacteriana estadisticamente significativa contra
biopeliculas de E. faecalis en una concentracion del 0.5%, lo cual indica que podria ser Gtil para
la terapia endoddntica considerando la alta toxicidad del hipoclorito de sodio.

Palabras clave: desinfeccion, irrigacion, ozono, hipoclorito de sodio, biopelicula

Introduction and objectives: microrganisms are the main factor associated with failure in
endodontics and Enterococcus faecalis is the most frequently isolated bacteria in secondary or
persistent endodontic infections, it has the ability to grow in biofilm and to avoid the action of
irrigants. The aim of this study was to evaluate the Minimum Biofilm Eradication Concentration
(MBEC) of ozone versus sodium hypochlorite on biofilms of E. faecalis (ATCC 29212).

Material and methods: biofilms grown in the MBEC™ device for 24 hours at 37°C were
exposed to irrigating solutions for 20 minutes. The concentration was considered effective
when there was a reduction of >5 log units. The statistical analysis was carried out using the
ANOVA test and complemented with the Fisher’s least significant difference (LSD) test using
the Statgraphics Centurion XVI software.

Results: both irrigants where effective against E. faecalis biofilms Ozone was 100% effective at
a 0.5% concentration and at 0.25% and 0.125% it was statistically similar but significantly lower
to the ones obtained with NaOCI.

Conclusion: 0.5% ozone demonstrated statistically significant antimicrobial activity against
E.faecalis biofilms, which demonstrates it might be useful in endodontic therapy, considering

sodium hypochlorite’s high toxicity.
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INTRODUCCION:

Una de las principales metas de la endodoncia es eliminar los microorganismos presentes en el
conducto radicular (1-3). Para esto se utilizan irrigantes en conjunto con una instrumentacion
mecanica y activacion ultrasénica. Muchos irrigantes tienen actividad antimicrobiana y son
capaces de eliminar bacterias, hongos y virus al tener contacto directo con ellos (24).

El hipoclorito de sodio es el agente irrigante mas investigado, el cual ha sido aceptado como
el “gold standard” para la irrigacion del conducto radicular debido a su eficacia clinica en la
terapia endododntica (1). Es una solucién altamente alcalina, con un pH de 10-11 (17),
liberadora de clorina, cuya actividad germicida esta relacionada con la formacién de acido
hipocloroso con la liberacién de gas clorino de la solucion (4).

Sin embargo, tiene como desventajas, que presenta un mal olor y sabor (3,18), potencial
corrosivo, puede presentar reacciones alérgicas (17) y que debilita la dentina al reducir su
fuerza y resistencia flexural (19). Es de particular preocupacion la probabilidad de que ocurra
un accidente con hipoclorito, debido a su potencial para generar inflamacion aguda al entrar
en contacto con los tejidos blandos causando una destruccion celular y necrosis de los tejidos
(%)

El ozono (Os) es una molécula con tres &tomos de oxigeno y de peso molecular de 47.98 g /
mol (6)I. Es considerado un poderoso agente oxidante (16,19), que causa peroxidacion lipidica
y altera la permeabilidad y funcién de la membrana (7). Es irritante, tdxico, inestable y muy
reactivo (8).

El ozono se produce naturalmente por disociacion de oxigeno molecular (O2) en atomos de
oxigeno activados, que reaccionan con otras moléculas de oxigeno. Este anion radical
transitorio se convierte rapidamente, generando triéxido de hidrogeno (HO3), que, a su vez, se
descompone en un oxidante mas potente, el radical hidroxilo (OH). Las propiedades
bactericidas y virucidas del ozono son bien reconocidas y han demostrado reducir los niveles
de E. faecalis en los tlbulos dentinarios(7).

Enterococcus faecalis es un coco Grampositivo anaerobio facultativo, frecuentemente aislado

de dientes tratados endoddnticamente que presentan periodontitis apical persistente (9-11) y
tiene el potencial de formar biopeliculas en las paredes del conducto radicular (10). Las
biopeliculas se definen como una comunidad microbiana sésil multicelular caracterizada por
células que estan firmemente adheridas a una superficie y embebidas en una matriz auto
producida y formada por sustancia extracelular polimérica (EPS), usualmente
polisacaridos(12). Son dificiles de erradicar y pueden ser una fuente de muchas infecciones
cronicas(13).

El conducto radicular representa un ambiente extraordinario para que varias especies
bacterianas se adhieran a la superficie dentinal y faciliten la formacion de biopeliculas (14). Las
bacterias presentes en biopeliculas son mas resistentes que las bacterias correspondientes en
forma plancténica (15). Una probabilidad de la alta proporcion de E. faecalis en conductos
radiculares obturados es la habilidad de esta bacteria de sobrevivir a las preparaciones quimico
mecanicas durante el tratamiento de endodoncia y retratamiento o de penetrar después de la
obturacion del conducto.

Posee diferentes factores de virulencia asociados que les permite adherirse a la dentina e
invadir tibulos dentinarios (16,17), incluyendo adherencia a las células del huésped, expresion
de proteinas para asegurar la supervivencia de la célula como resultado de un ambiente de
aporte nutricional alterado, la habilidad para competir con otras células bacterianas y la



habilidad para alterar el ambiente y la respuesta del huésped (17), causan inmunomodulacion
y produce dafios mediados por toxinas (16).

Una caracteristica distinguible de E. faecalis es su habilidad para crecer en un pH alcalino de
9.6, el cual normalmente inhibe otras bacterias. Tolera ambientes altamente alcalinos, hasta
pH de 11.3 (9). El propésito de estudio in vitro es comparar la actividad antimicrobiana del
hipoclorito de sodio versus ozono contra biopeliculas de E.faecalis.

MATERIALES Y METODOS:

Los irrigantes evaluados para la eliminacién de biopeliculas de E.faecalis fueron NaOCL
(Clorox®) a diferentes concentraciones (5.25%-2.5%-1.25%-0.625%) y ozono (Cero-Q) (0.5% -
0.25%-0.125%-0.0625%)

Crecimiento de biopelicula:

El ozono y el hipoclorito de sodio fueron evaluados sobre cultivos de biopeliculas de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) para determinar la concentracion minima de erradicacion
de biopeliculas formadas en el dispositivo MBEC- high-throughput(HTP) (Innovatech Inc,
Edmonton, Alberta Canada), el cual fue descrito inicialmente por Ceri(18). Este dispositivo
consta de dos partes: una parte superior la cual contiene 96 dedos donde crecera la
biopelicula y una parte inferior donde se encontrara el medio de crecimiento donde los dedos
estaran sumergidos(19)- Este dispositivo Permite crecer 96 biopeliculas estadisticamente
bioequivalentes y permite evaluar sustancias antimicrobianas a diversas concentraciones, (18-
20).

La cepa de E. faecalis fue tomada de un stock a -80°C y se llevé a caldo Tripticasa Soya para
luego ser almacenado a 4°C en Agar Tripticasa Soya (ATS)(Oxoid) y posteriormente se
realizaron 2 subcultivos a los cuales se les verificd la pureza observando la morfologia de las
colonias y por tincion de Gram. Las colonias del segundo subcultivo fueron suspendidas en
Caldo Tripticasa Soya (CTS) hasta ajustarlo al estandar 1 de McFarland. Esta suspension de E.
faecalis fue diluida 1 en 30 en caldo BHI (Merck, Darmstadt, Alemania), y se utilizaron 22 mL de
esta dilucion (1 x 107 ufc/mL) para inocular el dispositivo.

El dispositivo MBEC-HTP fue incubado a 37°C durante 24 horas en un agitador de balanceo con
95% de humedad relativa (Unimax 1010, Heidolph®) a 110 rpm para obtener una densidad de
inéculo de aproximadamente 10* -10° UFC / ml . Transcurridas 24 horas se procedio a realizar
el control de crecimiento. La biopelicula formada en el dispositivo MBEC-HTP (Fig 1) fue lavada
usando un plato de microtitulacion de 96 pozos con 200puL de solucidn salina al 0.9% durante 2
minutos para remover las bacterias planctonicas pobremente adheridas. Se removieron 4
dedos que fueron colocadas en solucion salina y sonicados (Modelo M 150 Soniclean;
MIDMARK) durante 10 minutos para realizar el control de la biopelicula que se verificd
realizando diluciones seriadas y siembra en agar tripticasa soya enriquecido con sangre de
cordero con la técnica Spot para confirmar la densidad celular.



Fig 1. Microscopia electrénica de barrido de biopelicula de E. faecalis de 24 horas. Capa celular bacteriana agrupada a
magnificacién X 10,000

Preparacion de los antimicrobianos y exposicién de la biopelicula:

En un plato de microtitulacion de 96 pozos llamado plato reto, se realizaron 4 diluciones de
ambos irrigantes: NaOCl 5%-2.5%-1.25%-0.68% y Ozono 0.5% - 0.25%-0.125%-0.06%, en caldo
BHI (Merck, Darmstadt, Alemania) ademéas se incluyeron controles de esterilidad y
crecimiento. Las pruebas de suceptibilidad se realizaron en platos de microtitulacién de 96
pozos (plato reto) con un volumen final de 200uL. La parte superior del dispositivo con las
biopeliculas fue sumergida en el plato reto durante 20 minutos a 37°C. Luego de la exposicion
a los antimicrobianos, las biopeliculas fueron lavadas en dos platos de microtitulacién con
200puL de 0.9% de solucién salina durante 2 minutos cada uno para eliminar bacterias
planctonicas, después fueron llevadas a un plato de recuperacién con 200uL de 0.9% de
solucién salina y sometido a sonicacién (Modelo M 150 Soniclean; MIDMARK) durante 10
minutos. La biopelicula desagregada fue diluida en solucion salina estéril y posteriormente
inoculado en agar tripticasa soya (Merck, Darmstadt, Alemania) enriquecido con sangre de
cordero con la técnica spot para realizar el conteo de células viables y determinar la
concentracion minima de erradicacion de biopeliculas (Fig. 2). Cada andlisis se realizé por
duplicado. La medida de los recuentos de células viables se convierteron en Log™ y se
considero el antimicrobiano como efectivo cuando este produjo una reduccion de =5 unidades
logaritmicas.



A: Control de esterilidad; B: NaOCI 5.25%; C: NaOCl 0.62%; D: Ozono 0.5%; E: Ozono 0.062%; F: control de
crecimiento.

Andlisis estadistico: se realizd un estudio multifactorial univariado para las unidades
experimentales: hipoclorito de sodio y ozono a diferentes concentraciones, para cada uno de
los cuales se realizaron 5 replicas. Una vez se determiné la concentracion de erradicacion de
biopeliculas, se realizd un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA multifactorial) para
comparar la variable de respuesta (supervivencia bacteriana) en cada una de las sustancias en
sus diferentes concentraciones, este analisis se complementd con una prueba de mdltiples
rangos (prueba de diferencia significativa minima DSM de Fisher) para identificar diferencias
estadisticas entre los resultados de la variable respuesta.

La eleccion de ANOVA se basé en el cumplimiento de los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, este Gltimo evaluado con el estadistico de Levene. Los analisis se realizaron
en Statgraphics Centurion XVI con una significancia estadistica de p< 0,05

RESULTADOS: globalmente los resultados de actividad antimicrobiana del ozon6 fueron
estadisticamente menores a los obtenidos con el hipoclorito de sodio contra biopeliculas de E.
faecalis. (Grafico 1).

El ozono demostrd una efectividad del 100% a una concentracién del 0.5%. El andlisis de
comparacién multiple (LSD de Fisher) evidencio que los resultados de actividad antimicrobiana
del ozono al 0,25% y 0,125% fueron estadisticamente similares pero significativamente
menores a los obtenidos para las concentraciones del NaOCl y del ozono al 0,5%, a su vez la
actividad antimicrobiana del ozono al 0,06% fue significativamente menor que la del resto de
concentraciones valoradas (Grafico 2).

La tabla 1 muestra las medias de porcentaje de microorganismos muertos para cada solucion y
en funcién de su concentracién, ademas del intervalo de confianza alrededor de cada media.
Los intervalos mostrados actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher.



Grafico 1: actividad antimicrobiana segun irrigante
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Grafica 2: actividad anitmicrobiana de los irrigantes segiin su concentracion.
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Tabla 1:

IC 95%
Casos |Media Limite Limite
- . Valor P

Inferior | Superior
Solucion
NaCL 20 100,0 98,5272 101,473 0.0000
Ozono 20 94,625 93,1522 96,0978 '
Solucioén por Concentracion
NaCL 5.25% 5 100,0 97,0544 |102,946
NaCL 2.5% 5 100,0 97,0544 102,946
NaCL 1.25% 5 100,0 97,0544  1102,946
NaCL 0.625% 5 100,0 97,0544 1102,946 0.0328
Ozono 0.5% 5 100,0 97,0544 102,946 '
Ozono 0.25% 5 93,2 90,2544 96,1456
Ozono 0.125% 5 93,8 90,8544 96,7456
Ozono 0.062% 5 91,5 88,5544 |94,4456a

DISCUSION:

Los resultados de este estudio in vitro demuestran que tanto el NaOCL como el Ozono son
efectivos contra biopeliculas de E.faecalis. Nagayoshi y cols. estudiaron el efecto de agua
ozonificada contra infecciones de E. faecalis y S.mutans invadiendo los tibulos dentianales de
dientes de bovino, obteniendo como resultado que el agua ozonificada presenté una actividad
antimicrobiana similar al NaOCL al 2.5%. y concluyeron que su aplicacion podria ser til para la
terapia endoddntica (21) . Otro estudio realizado por Hems y cols (22) evalu6 la capacidad del
ozono para erradicar cepas de E.faecalis , y concluyeron que el ozono era eficaz contra células
plankténicas de E.faecalis, pero presentd un minimo efecto cuando estaban embedidas en
biopeliculas, lo cual contradice los resultados del presente estudio, donde se demostro que el
ozono fue capaz de eliminar biopeliculas de E.faecalis en una concentracion del 0.5%. En el
estudio realizado por Hems y cols (22), la concentracion de ozono utilizado fue de 0.68ppm
(0.000068%), el cual fue mucho menor que la concentracion utilizada de NaOCI (2.5%) , y que
la concentracién para ozono utilizada en el presente estudio. Por otra parte, Huth y cols(23),
realizaron un estudio in vitro en el cual evaluaron la efectividad del ozono contra
microorganismos odontopatdgenos en biopeliculas presentes en un modelo de conducto
radicular. Utilizaron dientes humanos extraidos y llegaron a la conclusiéon de que el ozono
acuoso en una concentracion de 5 ug mL ™, eliminé completamente los microorganismos
suspendidos y para el modelo de biopelicula la méas alta concentracién de ozono acuoso
(20pmL™) eliminé en un 96% las UFC.

Peter y cols.(7) , llegaron a la conclusion de que el ozono gaseoso llevado a fluidos irrigantes en
el conducto radicular, podria ser util como un coadyuvante en la desinfeccion endoddntica.
Ellos utilizaron un tiempo de aplicaciéon de 2 minutos para el ozono, y observaron que al aplicar
agitacion ultrasonica se mejoraba su accion antimicrobiana.

En otro estudio, realizado por Estrela y cols. (8) se evalud la eficacia antimicrobiana contra E.
faecalis del ozono gaseoso, agua ozonizada, NaOCl 2.5% y CHX 2%, aplicada en conductos
radiculares humanos infectados y determinaron que ninguno fue eficaz para inactivar E.
faecalis, sus resultados son contradictorios con los encontrados en este estudio, ya que ambos



irrigantes evaluados, NaOCl 5% y ozono 0.5%, fueron capaces de erradicar biopeliculas de E.
faecalis, en ese estudio no se especifico la concentracién utilizada de Ozono, el cual podria
haber sido menor de 0.5%, por otra parte los resultados fueron negativos para todos los
irrigantes, contradiciendo los resultados de este y otros estudios que evalian NaOClI, el cual
presenta resultados positivos en la mayoria de los casos.

Conclusién:
Este estudio in vitro demuestra que ambos antimicrobianos fueron eficaces para erradicar

biopeliculas de E.faecalis. EI ozono fue 100% efectivo en una concentracion del 0.5%, y no
evidencié diferencias estadisticas significativas con los resultados de las diferentes
concentraciones ensayadas para el hipoclorito lo cual indica que podria ser Gtil para la terapia
endodontica, considerando la alta toxicidad del hipoclorito de sodio, sin embargo se requieren
posteriores estudios en conductos radiculares humanos.
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