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al 2% y Extracto de Propolis al 50% sobre tres bacterias encontradas en el interior del canal radicular.

ABSTRACT

Several studies evaluate the antimicrobial
activity of drugs used as intracanal dressing.
The effective antimicrobial action of
paramonoclorophenol and chlorexidine
had already been proved, although the use
of paramonoclorophenol in Endodontics
is avoided because of its high citotoxicity.
Substances such as propolis may be an
excellent alternative medication of natural
origin, although yet not properly explored,
and it is used empiricly. The aim of this study
was to evaluate the antibacterial activity
of camphorated paramonoclorophenol,
2%chlorexidine and propolis extract
against Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus.
Bacterial suspensions containing 5x102
cels/mL were homogeneized and diluted
up to 10*. One mililiter of each sample was
transferred to glass tubes containing 0.1 mL
of the test substances. These solutions were
homogeneized and maintained at room
temperature for 30 min. After this period,
aliquots of 0.1 mL were plated on BHI and
nutrient agar and incubated in 37°C for 24h.
After this incubation period, the number of
CFU/mL was determined. The results showed
that Paramonoclorophenol and Chlorexidine
significantly reduced the number of CFU/mL
of the three bacterial samples and Propolis

was efficient against S. aureus but not against
E. faecalis and P. aeruginosa.
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RESUMEN

Varios estudios han validado las
propiedades antimicrobianas de substancias
usadas como medicacién intracanal. Del
paramonoclorofenol y la clorhexidina ya
se han comprobado su efectiva accién
antimicrobiana, sin embargo, el uso del
paramonoclorofenol ha sido limitado
en Endodoncia debido a su toxicidad.
Sustancias de origen natural como el
Propolis, han sido poco exploradas por la
ciencia, siendo utilizada la mayoria de las
veces en forma empirica. De este modo, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la accion
del Paramonoclorofenol Alcanforado, de la
Clorhexidina al 2% y del Extracto de Prépolis
al 50% sobre el Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. El experimento consistié en
estandarizar las suspensiones hasta obtener
5x108 células/mL, a partir de la suspensién
pura. Diluciones decimales de hasta 10*y
1mL de cada muestra fueron transferidas

a tubos de ensayo donde se agreg6 0,1mL
de Paramonoclorofenol Alcanforado,
solucion de Clorhexidina al 2% y extracto
de Prépolis al 50%. Las soluciones fueron
dejadas en reposo por 30 minutos, después
de este periodo aliquotas de 0,1mL fueron
quintuplicadas y sembradas en agar BHI y
en agar nutriente; e incubadas a 37°C por
24 horas. A continuacion, se determind
el nimero de UFC/mL. Los resultados
demostraron que el Paramonoclorofenol
Alcanforado y la Solucién de Clorhexidina
al 2% poseen accién antibacteriana y que el
extracto de Prépolis al 50% posee actividad
antibacteriana sobre S. aureus, pero no posee
sobre E. faecalis y P. aeruginosa.
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INTRODUCCION

El proceso de desinfeccion del sistema
de canales radiculares ha sido por mucho
tiempo tema de estudio en Endodoncia. La
potencializaciéon de las infecciones de los
canales radiculares y de la region periapical,
esta normalmente asociada al predominio de
bacterias anaerobias y aerobias facultativas.
El conocimiento de los microorganismos



encontrados con mas frecuencia al interior de
los canales radiculares infectados representa
un factor decisivo para la eleccién de un
antimicrobiano eficaz.

El control antimicrobiano del sistema
de canales radiculares es realizado
primordialmente por la preparacién
quimico-mecénica, pero en algunos casos
existe la necesidad de medicacién intracanal
como medida para potenciar el proceso de
desinfeccion (CHONG & PITT FORD, 1992;
SOARES et al., 2004).

Varios autores (AYHAN et al.,1999;
FERGUSON et al.,2002; FERREIRA et al.,
2002; SILVA et al., 2004) han evaluado las
propiedades antimicrobianas de sustancias
usadas como medicacién intracanal. En
el caso del paramonoclorofenol, ya se
ha podido comprobar la efectiva accion
antimicrobiana (BARBOSA et al.,1997; Ayhan
et al., 1999; Amorim, 2004), su asociacion
con el alcanfor, ademas, de actuar como
vehiculo, propicia un aumento del potencial
germicida de la mezcla, y diminuye también
su potencial irritativo. Es utilizado en varias
concentraciones y también combinado con
otras sustancias, como es el caso del hidréxido
de calcio, con el objeto de aumentar el
espectro antimicrobiano de la pasta (GOMES
etal., 2002; FERGUSON et al., 2002); también
ha sido asociado a la pasta Guedes (GUEDES
PINTO et al., 1981), muy utilizada en dientes
temporales.

La clorhexidina, actualmente utilizada,
ha mostrado ser eficaz como agente
antimicrobiano (SHAFER & BOSSMANN,2005;
Tanomaru et al., 2005; ONCAAG et al, 2006),
presentando un amplio espectro de accion,
posee accion sobre bacterias aerobias,
anaerobias estrictas, anaerobias facultativas,
gram-positivas y negativas, y también sobre
hongos y levaduras (FERGUSSON, 2002).
Presenta relativa ausencia de toxicidad
(KALIL, et al., 2004) y actla como agente
bacteriostatico o bactericida de acuerdo a la
concentracién en que sea utilizada.

Una sustancia que presenta actividad
antimicrobiana es el propolis (GEBARA et
al.,2002; VARGAS et al.,2004), y que, a pesar
del poco estudio en el area odontoldgica,

demuestra ser una alternativa como
medicacion de origen natural. El prépolis
es extraido por las abejas desde ciertas
flores, hojas y corteza de arboles; después
de recolectar esta resina, las abejas
la mastican, enriqueciéndola con los
componentes enzimaticos existentes en su
saliva. Es utilizada desde la época anterior
a Egipto Antiguo debido a sus propiedades
medicinales, sin embargo esas propiedades,
la composicion y variacién de acuerdo a la
region de donde es extraida, asi como sus
indicaciones terapéuticas no han sido bien
esclarecidas, siendo utilizada de manera
empirica.

De esta manera ha aumentando el
interés por esta sustancia utilizada desde
largo tiempo por la medicina natural, y
que de a poco va ganando espacio entre las
alternativas ya consagradas en el tratamiento
con antimicrobianos.

Por esta razon, el objeto de este trabajo
es evaluar la accién del Extracto de Prépolis
al 50% contra bacterias comGnmente
encontradas al interior del sistema de
canales radiculares comparandola con
sustancias ya conocidas por su efectiva
accion antimicrobiana, como es el caso
del Paramonoclorofenol Alcanforado y la
Solucién de de Clorhexidina al 2%.

PROPOSITO

El presente trabajo tiene como objetivo,
evaluar in vitro por el método de la dilucién
en cultivo, la actividad antibacteriana
del Paramonoclorofenol Alcanforado, la
Solucién de Clorhexidina al 2% y el Extracto
de Prépolis al 50% frente al Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

Las suspensiones bacterianas utilizadas
en el experimento fueron realizadas
transfiriéndose, con ayuda de pinzas; las
muestras de microorganismos cultivados en
agar nutriente y BHI se llevaron a un tubo
de ensayo con 5mL de solucién fisiologica
esterilizada. Las suspensiones puras fueron

estandarizadas para que presentasen cerca
de 5x108 células/mL. La estandarizacion fue
hecha durante lectura en espectrofotémetro,
que registra de forma aproximada la cantidad
de de células bacterianas por mL. (DO=580;
absorvancia presentes en los tubos. Luego
fueron realizadas las diluciones decimales de
las suspensiones puras, transfiriéndose con
ayuda de una pipeta 1 mL de suspensién pura
hacia un tubo que contenia 9 mL de solucién
fisioldgica estéril; este tubo corresponde a
la dilucion 107, de esta primera dilucién se
transfirié 1 mL para otro tubo con 9 mL de
solucion fisioldgica estéril, que seria el tubo
referente a la dilucion 102y asi sucesivamente
hasta obtener la dilucién 10%. 1mL de cada
muestra bacteriana diluida y también, de las
suspensiones puras fueron transferidos para
tubos de ensayo donde se agregaron 0,1mL
de PMCFA, de Solucion de Clorhexidina a
2% y de Extracto de Prépolis al 50%. 45
tubos en total fueron homogeneizados
en agitador de tubos y dejados en reposo
a temperatura ambiente por 30 minutos.
Después de este periodo aliquotas de 0,1TmL
fueron sembradas, en quintuplicado, en agar
BHI y agar nutriente, formando un total de
225 placas que fueron incubadas a 37°C por
24h. Después de este periodo de incubacion,
se realizo el conteo del niumero de UFC/mL
de cada bacteria frente a cada una de las tres
medicaciones.

RESULTADOS

Los resultados referentes a la utilizacion
del PMCFA, la Solucion de Clorhexidina
a 2% y del extracto de Prépolis al 50%
frente Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus estan
ilustrados en la TABLA 1.

Tabla 1

E. faecalis | P. aeruginosa | S. aureus
PMCFA 4 2 0
Solucion de
Clorhexidina al 2% 0 28 0
Extracto de
Prépolis al 50% L 20620 .
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TABLA 1. Medidas de los valores
expresados en UFC/mL encontrados, contra
las tres bacterias por la accion de las tres
medicaciones.

Los valores obtenidos contra las tres
bacterias frente al PMCFA, muestran su
efectiva accion antibacteriana. El crecimiento
bacteriano que ocurre utilizando esta
medicacion es apenas 1 de las 25 placas con
E. faecalis, asi como en 1 placa de las 25 con
P. Aeruginosa. Este pequefio crecimiento
ocurrido no indica que esta medicacion
no actua sobre el E. faecalis o sobre la P.
aeruginosa. El PMCFA inhibe totalmente el
crecimiento en las 25 placas de S. aureus.

Los valores obtenidos contra las tres
bacterias por la accion de la Solucién de
Clorhexidina al 2%, muestran que esta
sustancia fue bactericida contra E. faecalis
y el S. aureus, inhibiendo el crecimiento en
las 50 placas referentes a las dos bacterias.
Hubo crecimiento en las 5 placas donde la
medicacion fue utilizada sobre Pseudomonas
aeruginosa en suspension pura, lo que
no ocurrié en ninguna de las 20 placas
donde fueron realizadas las diluciones de
suspension bacteriana. Este crecimiento de
P. aeruginosa encontrado en las placas no
indica que la Solucion de Clorhexidina al
2% no tenga accion antibacteriana frente
a esta bacteria.

Un pequefio crecimiento bacteriano
ocurrié cuando fue utilizado el Extracto
de Propolis al 50% en 4 de las 5 placas de
S. aureus en suspensién pura, lo que no
acontecié en ninguna de las placas referentes
asus diluciones. Hubo crecimiento bacteriano
en las placas correspondientes a la suspension
pura de E. faecalis, asi como en las referentes
a las diluciones 10" y 102, no ocurriendo
crecimiento en las placas de las diluciones
103 e 10 El Extracto de Proplis al 50%
no inhibié el crecimiento de P. aeruginosa,
siendo que en las placas referentes a la
accion de esa sustancia en suspension pura
no hubo posibilidad de hacer el conteo de
UFC/mL, debido al alto niUmero de colonias
formadas. El conteo fue realizado a partir
de la dilucion 107, habiendo crecimiento en
todas las placas hasta la dilucion 103. En las

placas correspondientes a la dilucion 10“*no
hubo crecimiento bacteriano.

DISCUSION

En el siglo pasado ya se hablaba de
la infeccién de los canales radiculares
y se atribuia a la presencia bacteriana
como principal factor etiolégico de los
problemas endodénticos. Algunos de estos
microorganismos persisten en el canal
radicular después de la instrumentacion,
lo que hace necesaria la utilizacion de
medicacion intracanal para que haya
descontaminacion (CHONG & PITT FORD,
1992; SOARES et al., 2004).

Existe una tendencia mundial actual
a buscar en la naturaleza, productos con
finalidades terapéuticas, sin embargo
poquisimas de esas sustancias tienen en su
composicidn, propiedades e indicaciones
terapéuticas cientificamente comprobadas,
siendo utilizadas de manera empirica,
difundida por curanderos que lo han recibido
de generacion en generacion.

En virtud de esto, el objetivo de este
trabajo fue analizar in vitro la actividad
antibacteriana, del Extracto Alcohdlico
de Prépolis al 50%, de la Solucion de
Clorhexidina al 2% y del Paramonoclorofenol
Alcanforado verificando su eficacia frente a
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
y Pseudomonas aeruginosa, que son bacterias
asociadas frecuentemente a procesos
patoldgicos de origen endoddntico.

El primer grupo a ser estudiado fue
el Paramonoclorofenol Alcanforado, que
dentro de los antisépticos empleados como
medicacion intracanal en canales radiculares
es un enérgico agente antimicrobiano que
fue introducido por Walkhoff y utilizado por
mas de 70 afos.

Experimentos realizados han mostrado
ser eficaz como agente bactericida
(ORSTRAVIK & HAAPASALO, 1990; OHARA
et al., 1993; AYHAN et al., 1999).

Respecto al segundo grupo, la Solucién
de Clorhexidina al 2%, es una sustancia que
presenta un amplio espectro de accion;
algunos trabajos obtuvieron mejores

resultados de la clorhexidina cuando fue
comparada con el hidréxido de calcio como
medicacion intracanal (Shafer & BOSSMANN,
2005; Ongaag et al., 2006).

Los resultados de la capacidad
antibacteriana obtenidos con la Solucién de
Clorhexidina al 2% confirmaron su efectiva
accién antibacteriana, lo que ya habia sido
afirmado por otros autores (FERREIRA et al.,
2002; TANOMARU et al., 2005; ONCAAG et
al., 2006).

El tercer grupo del Extracto de Prépolis
al 50%, una sustancia de composicién
compleja (Franco et al., 1986) que ha
sido indicada en tratamiento de diversos
estados patoldgicos en Medicina y mas
recientemente en Odontologia, debido a sus
propiedades antimicrobianas, antifungicas,
analgésicas, antioxidantes, antiinflamatorias,
bactericidas, bacteriostaticas, antiviral,
inmunorreguladora, inmunoestimuladora,
cicatrizantes y de incremento de la respuesta
inmune local, antitumoral, como colector de
radicales libres, por su evidente actuacién
positiva en la reorganizaciéon de tejidos en
superficie, entre otras (Cunha et.al, 1997;
Manara et.al, 1999; De Castro, 2001).

En el presente estudio, la accién
antimicrobiana del Extracto de Prépolis al
50% no fue verificada sobre la Pseudomonas
aeruginosa, resultados semejantes fueron
encontrados en otros trabajos (Langoni et
al., 1996; Vargas, et al., 2004). El Enterococcus
faecalis también se mostré resistente al
propolis; esta resistencia ya habia sido
observada, siendo observados como mas
resistentes que otros cocos (PANZERI et al.,
1999). El prépolis mostrd accion inhibitoria
sobre el Staphylococcus aureus, la accion
antibacteriana del prépolis sobre esta
bacteria ya habia sido relatada (FERNANDES
JR et al., 1995; 1997; 2001).

El hecho de que el trabajo haya sido
realizado in vitro utilizando la metodologia
de la dilucién en cultivo, que permite el
contacto directo entre las bacterias y la
medicacion, no nos permite correlacionar
los resultados del experimento con la
practica clinica. Pues "in vivo” existen
otros factores que deben ser considerados



como los tipos bacterianos encontrados y el
sinergismo existente entre ellos, y también
lo que se refiere a las interacciones de los
microorganismos y de las medicaciones con el
medio, en este sentido, se sabe que no todas
las medicaciones actian de la misma manera
in vitro e in vivo, principalmente debido a la
presencia de material organico.

Debe tenerse en cuenta durante el
analisis de los resultados del Extracto de
Prépolis al 50% el periodo de tiempo que
la sustancia se mantuvo en contacto con
las bacterias, el nimero de la muestra,
la concentracién de las medicaciones y el
origen del prépolis utilizado, ya que esta
confirmada su variaciéon de acuerdo a la
region de donde es extraido (FERNANDES JR.
et al., 2006). Tal vez si esas variables fuesen
manejadas los resultados serian mejores, en
lo que se refiere a reduccion bacteriana con
el uso de propolis.

Para que el propolis sea lanzado
en Endodoncia, se necesita realizar
investigaciones en el sentido de avalar la
correlacion existente entre las propiedades
antimicrobianas del prépolis y su composicion
quimica, asi como su actividad terapéutica.

CONCLUSION

El analisis de los resultados obtenidos en
el presente trabajo permite concluir:

PMCFA vy la Solucién de Clorhexidina
al 2% poseen accion bactericida sobre las
bacterias testeadas.

El Extracto de Prépolis al 50% posee
accién antibacteriana sobre el Staphylococcus
aureus, pero no sobre el Enterococcus faecalis
y la Pseudomonas aeruginosa.
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