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Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de la pasta CTZ
y sus componentes sobre microorganismos estandar

Farli Aparecida Carrilho Boer! =, Lucas Fernando Oliveira Tomdz Ferraresso® ' ,
Karina Tomoe Ajimura® ‘=, Regina Lucia dos Santos? = , Wanda Terezinha Garbelini Frossard®

Resumen: La pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinc y eugenol) se utiliza para tratar los molares
deciduos con pulpa necrética. Se evalué in vitro la actividad antimicrobiana (AA) de diferentes concentraciones de
los componentes de la pasta CTZ contra diferentes microorganismos. Los medicamentos se dividieron en 6 grupos:
P1: 250 mg de tetraciclina + 250 mg de cloranfenicol + 500 mg de éxido de zinc (OZ) + 0,6 ml de eugenol (proporcién
original), P2: 500 mg de tetraciclina + 500 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P3: 500 mg de cloranfenicol + 500 mg
de OZ + 0,6 ml de eugenol, P4: 1000 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P5: 0,006 ml de eugenol, P6: 1000 mg de
OZ + solucion salina (0,85%) y evaluado contra microorganismos estandar individualmente: Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis. Se aplicaron pruebas
de difusion en agar (PDA) y exposicion directa (PED). Los datos fueron sometidos a ANOVA y prueba de Tukey
(p<5). El grupo P1 tenia mayor AA en comparacion con otros grupos. Para Escherichia coli, no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos P1 y P3. PED demostré AA para los grupos P1, P2, P3, P4y P5 en los
intervalos de tiempo evaluados e ineficacia para P6 debido a la ausencia de eugenol. El grupo P1 present6 el AA mas
alto entre los grupos del PDA. PED demostré AA en grupos con eugenol en su composicion, lo que sugiere efecto
bactericida.

Ealabras clave: Antiinfecciosos, Caries Dental, Eugenol, Materiales de Obturaciéon del Conducto Radicular,
Oxido de Zinc.

Avaliacao in vitro da atividade antimicrobiana da pasta CTZ e seus
componentes sobre microrganismos padroes

Resumo: A pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol) é utilizada para o tratamento de molares
deciduos com polpa necrética. Avaliou-se in vitro a atividade antimicrobiana (AA) de diferentes concentracoes dos
componentes da pasta CTZ contra diferentes microorganismos. Os medicamentos foram divididos em 6 grupos: P1:
250 mg de tetraciclina + 250 mg de cloranfenicol + 500 mg de 6xido de zinco (OZ) + 0,6 ml de eugenol (proporcdo
original), P2: 500 mg de tetraciclina + 500 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P3: 500 mg de cloranfenicol + 500 mg
de OZ + 0,6 ml de eugenol, P4: 1000 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P5: 0,006 ml de eugenol, P6: 1000 mg de
OZ + solucio salina (0.85%), e avaliados contra microrganismos padrdes individualmente: Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis. Utilizou-se testes de
difusdo em agar (TDA) e exposicio direta (TED). Os dados foram submetidos 3 ANOVA e teste de Tukey (p<5). O
grupo P1 teve maior AA comparativamente aos demais grupos. Para a avaliacdo da Escherichia coli, ndo observou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos P1 e P3. TED demonstrou efetividade antimicrobiana para
os grupos P1, P2, P3, P4 e P5 nos intervalos de tempo avaliados e inefetividade do P6 devido a auséncia do eugenol.
Conclui-se que o grupo P1 apresentou no TDA, a maior AA entre grupos. TED demonstrou AA nos grupos com
eugenol em sua composicao, o que sugere efeito bactericida desse componente.

Palavras-chave: Anti-Infecciosos; Carie Dentaria; Eugenol; Materiais Restauradores do Canal Radicular; Oxido de
Zinco.

*Clinica de Especialidades infantiles/ Bebé Clinica de la Universidad Estadual de Londrina. Brasil.
2 Universidade Estadual de Londrina. Brasil.
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Evaluacidn in vitro de la actividad antimicrobiana de la pasta CTZ y sus componentes sobre microorganismos estdndar

In vitro evaluation of the antimicrobial activity of CTZ paste and its
components on standard microorganisms

Abstract: CTZ paste (chloramphenicol, tetracycline, zinc oxide and eugenol) is used to treat deciduous molars
with necrotic pulp. The antimicrobial activity (AA) of different concentrations of the components of the CTZ
paste against different microorganisms was evaluated in vitro. Thus, the medications were divided into 6
groups: P1: 250 mg of tetracycline + 250 mg of chloramphenicol + 500 mg of zinc oxide (ZO) + 0.6 ml of
eugenol (original proportion), P2: 500 mg of tetracycline + 500 mg of ZO + 0.6 ml eugenol, P3: 500 mg
chloramphenicol + 500 mg ZO + 0.6 ml eugenol, P4: 1000 mg ZO + 0.6 ml eugenol, P5: 0.006 ml eugenol,
P6: 1000 mg of ZO + saline solution (0.85%), and evaluated against individual standard microorganisms:
Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus
subtilis. Agar diffusion tests (ADT) and direct exposure tests (DET) were applied. The data were subjected
to ANOVA and Tukey test (p<5) were applied. P1 had greater AA compared to the other groups. For the
evaluation of Escherichia coli, no statistically significant difference was observed between groups P1 and P3.
Direct exposure test demonstrated antimicrobial effectiveness for groups P1, P2, P3, P4 and P5 in the time
intervals evaluated and ineffectiveness for P6 due to the absence of eugenol. Therefore, it can be concluded
that group P1 presented the highest antimicrobial activity among groups in the ADT. DET demonstrated
antimicrobial effectiveness in groups with eugenol in its composition, which suggests a bactericidal effect of
this component.

Key words: Anti-Infective Agents, Dental Caries, Eugenol, Root Canal Filling Materials, Zinc Oxide.

ninos pequenos*®. La elecciéon y uso de
una pasta de obturacién antimicrobiana
que tenga un amplio espectro de accidn,
buena difusion y que no cause dafio a
los tejidos periapicales y a los dientes
permanentes, representa uno de los
aspectos mas importantes para el éxito
de la terapia pulpar’8.

Introduccion

Las terapias pulpares en dientes deciduos
representan procedimientos comunmente
realizados en odontopediatria que tienen
como objetivo mantener la integridad,
salud y funcionalidad de los dientes y
tejidos de soporte hasta su exfoliacion
natural®. Las terapias pulpares se pueden

dividir en conservadoras e invasivas, siendo Aunque no existe consenso en la

fundamental el diagndstico para elegir el
tipo de tratamiento a realizar?2.

En los casos de necrosis pulpar en
molares deciduos, se imponen desafios
al operador debido a la complejidad
anatémicay morfoldgica de estos dientes,
caracterizados por la presencia de canales
accesorios, curvaturas, gran diversidad
microbiana vy rizolisis irregular*¢. Estos
factores dificultan la preparacién quimico
mecanica eficaz y el establecimiento
fiable de los limites apicales, y estas
dificultades afectan la cooperacién de los

literatura sobre cudl es la pasta ideal para
dientes primarios con necrosis pulpar,
existen varios materiales de obturacién
antimicrobianos disponibles, como: pasta
de hidréxido de calcio, 6xido de zinc y
eugenol?!, pastas iodoformadas! y pasta
CTZ (cloranfenicol, tetraciclina y 6xido
de zinc - proporcién 1:1:2 - asociada a
eugenol)!®!l, Esta pasta fue propuesta
por Cappiello en 1964, en Argentina, para
el tratamiento de dientes temporales
con pulpa necrética y puede usarse para
técnicas de Esterilizacion de Lesiones y
Reparaciéon de Tejidos (LSTR) o obturacion
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de conductos radiculares'®'213  Las
propiedades de este material endoddntico
incluyen un amplio espectro de accién, alta

Considerando la escasa literatura sobre el
uso de la pasta CTZ en dientes primarios
con necrosis pulpar, el presente estudio

actividad bacteriostatical®'l4 con efectos
sobre la sintesis de proteinas bacterianas y
la inhibicion del crecimiento bacteriano!®?,
y resultados clinicos y radiograficos
satisfactorios!*. La pasta CTZ se puede
encontrar comercialmente en laboratorios
especializados en manipulacién en forma
de capsulas, con la proporcién solicitada.
Desde el punto de vista clinico, el polvo
debe dosificarse sobre una placa de vidrio
esterilizada y mezclarse con una gota de
eugenol utilizando una espatula metalica
esterilizada, hasta que adquiera una
consistencia similar a la de un dentifrico.
Ademas, el procedimiento de insercién
de la pasta es simple y no requiere
instrumentaciéon adicional ni pasos de
obturaciéon del conducto radiculart®!?!, se
puede realizar en una sola sesién!®415
favorece la estabilizacion de la resorcion
6sea y no provoca sensibilidad tisulart4?>,
Entre las ventajas de utilizar este
material se encuentran la reduccién del
tiempo clinico, la colaboracion del nifio
y la optimizacion del tiempo dedicado al
cuidado del nifno*34,

tuvo como objetivo evaluar in vitro la
actividad antimicrobiana y la efectividad
de los componentes de la pasta CTZ,
utilizados individualmente o en diferentes
combinaciones y concentraciones, contra
seis  microorganismos.  previamente
seleccionado para Prueba de Difusién y
Prueba de Exposiciéon Directa.

Metodologia
Disefio del estudio - primera fase

Todas las cepas fueron aisladas,
identificadas, cultivadas y mantenidas
viables en el laboratorio de la Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, Paranj,
Brasil. Para realizar las pruebas de la
primera y segunda etapa, la pasta CTZ
y sus componentes se dividieron en seis
grupos de medicamentos como se muestra
en la tabla 1. La actividad antimicrobiana
de cada grupo se evalud individualmente
frente a seis microorganismos estandar de

Tabla 1. Composicién de los seis grupos de medicamentos evaluados.

Grupos Antibidticos Oxido de zinc Solucién salina (0.85%) Eugenol
250 mg de tetraciclina +
Pl 250 mg de cloranfenicol 200 mg 0.6 m|
P2 500 mg de tetraciclina 500mg 0 —— 0,6 mi
P3 500 mg de cloranfenicol 50mg 0 —n—————- 0,6 ml
P4 ————— ic00mg  ————— 0,6 mi
P5 @ ————— m——— m————— 0,006 ml
p6 @ 1000 mg x  ————
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diferentes especies de la American Type
Culture Collection (ATCC), morfologicamente
distintos, con predominio de bacterias

anaerdbicas facultativas (Tabla 2). Se
seleccionaron  estos  microorganismos
porque se encuentran comunmente

en casos de necrosis pulpar en dientes
deciduos”1¢,

Tabla 2. Microorganismos utilizados en el estudio.

Microorganismos - -
g Acronimos  Caracteristicas

estandar

Streptococcus M1 Cocos anaerobios

mutans facultativos, grampositivos,

(INCQS 0054-CCT no esporulados.

3440) Se encuentran

(ATCC 25175) predominantemente en
la cavidad bucal y actian
como agente etiolégico de
la caries.

Lactobacillus casei M2 Bacilos anaerdbicos

(CT) INCQS 0006 facultativos (a veces

(ATCC 7469) microaerdfilos)
grampositivos, no
esporulados. Se encuentran
en la cavidad bucal y
desempefan un papel
importante en la etiologia de
la caries.

Staphylococcus M3 Cocos grampositivos, no

aureus esporulados, anaerobios

facultativos, presentes
en infecciones como
traumatismos, abscesos
dentales, faringitis,
amigdalitis, sinusitis y
osteomielitis de la cara.

(INCQS 00039)

Enterococcus M4 Cocos anaerobios

faecalis facultativos, grampositivos,

(ATCC 23212) no esporulados. Se
encuentran en bajas
concentraciones en la
cavidad bucal y pueden
estar asociados a procesos
infecciosos, especialmente
en los conductos radiculares
dentales.

Escherichia coli M5
(INCQS 00032)

Bacilos Gram negativos,
no esporulados; aerobios o
anaerobios facultativos. Su
habitat natural es el tracto
intestinal de humanos y

animales.
Bacillus subtilis Mé Bacilos esporulantes
(CT) INCQS aerobios, grampositivos.
000349 Estan formados por
(ATCC 9372) microorganismos saprofitos

que prevalecen en el suelo, el
agua, el aire y la vegetacion.

Los medios de cultivo liquidos y soélidos
utilizados en el desarrollo de la investigacién
se describen en la tabla 3. El proceso de
preparacion y esterilizaciéon al que fueron
sometidos (121°C/15 min) se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los microorganismos estandar, que fueron
liofilizados o en agar stock, se recuperaron
inicialmente en 3 ml de caldo BHI o medio
especifico y se incubaron a 37°C/24h. La
suspension obtenida se ajusté al tubo #1
de la Escala MacFarland, hasta obtener
una concentracién microbiana final de
aproximadamente 3 X 108 bacterias/ml,
considerada ideal para el desarrollo de la
investigacion. De esta muestra se sembré
un volumen de 0,1 ml de esta suspensién
(indbculo) en seis tubos con 3 ml de
caldo BHI o medio especifico, para cada
microorganismo estandar evaluado.

Tabla 3. Listado de medios de cultivo seleccionados
para el cultivo de diferentes tipos de
microorganismos estdndar.

Medios de cultivo Microorganismos estandar

Escherichia coli;
Enterococcus faecalis;
Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis

Caldo BHI (Brain Heart
Infusion- Acumedia®

Escherichia coli;
Enterococcus faecalis;
Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis

BHI Agar (Brain Heart
Infusion- Acumedia®

Caldo Mitis salivarius * Streptococcus mutans

Agar Mitis salivarius

(Acumedia®) Streptococcus mutans

Caldo jugo de tomate* Lactobacillus casei

Agar jugo de tomate

(Acumedia®) Lactobacillus casei

** O caldo mitis salivarius e o caldo jugo de tomate fueron
manipulados.
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La técnica de siembra elegida pararealizar la
pruebadedifusion enagarfueel “pourplate”.
En esta investigacion, los microorganismos
estandar fueron evaluados individualmente
en todos los experimentos realizados. Se
inocul6 en 18 tubos un volumen de 0,1 ml
de la suspensidon microbiana, que contenia
20 ml de agar BHI o medio especifico,
disueltos a una temperatura de 40-45°C,
en 18 tubos por cada microorganismo
estandar. A continuacion, los medios se
vertieron en cajas de Petriy se sometieron
a suaves movimientos de rotaciéon
para mezclar la suspensién microbiana
(indéculo) en el agar, con el fin de obtener
un crecimiento confluente de colonias en
el medio de cultivo. Para evaluar M5 fue
necesario ajustar el volumen de indculo de
0,1 mla 5 mlen 20 ml de agar mitis salivarius.

Después de sembrar las placas, se crearon
cinco cavidades en el agar, de 4 mm de
didmetro y 4 mm de profundidad (espesor
correspondiente a la capa de medio de
cultivo en cuestion), con la ayuda de un
perforador metdlico esterilizado, con el
objetivo de depositar los grupos de pastas
en un estandarizado.

Las pastas se obtuvieron mediante
homogeneizacién de los componentes en
polvo (Laboratorio OdontoFarma, Londrina,
Parand, Brasil), sobre placa de vidrio con
espatula metalica 24F (SSWhite Duflex, Juiz
de Fora, MG, Brasil), ambas esterilizadas,
seguida de incorporacion a eugenol.
(Biomedicina Quimica e Farmacéutica
Ltda, Ibipora, PR, Brasil). Estos fueron
espatulados durante 1 minuto, hasta que
adquirieron la consistencia de pasta de
dientes.

Los grupos P1, P2, P3, P4 y P5 se
depositaron en las cavidades previamente
preparadas, con ayuda de palos de madera
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estériles, hasta su llenado. Para evaluar el
eugenol, correspondiente al grupo Pé6, se
realizd en discos de papel de filtro, de 6 mm
de diametro, depositados bajo el agar con
ayuda de pinzas de algoddén clinicas 317
(Golgran, Sao Caetano do Sul, Sdo Paulo,
Brasil). En este experimento, se realizd un
control negativo para cada microorganismo
estandar.

Después de insertar las pastas en las
cavidades, estas se preincubaron durante
1 hora a temperatura ambiente, seguida de
incubacion en estufa bacteriolégica a 37° C
durante un periodo de 24 a 48 horas, segun
el microorganismo patrén evaluado. Los
experimentos se realizaron asépticamente y
por triplicado. Se evaluaron un total de 108
placas de Petri.

Evaluacion de muestras y andlisis estadistico.

Después de este periodo, los resultados
fueron leidos midiendo los diametros de
los halos de inhibicion del crecimiento
microbiano, formados alrededor de cada
cavidad, conlaayudadeunaregla milimétrica
(Tilibra®, Bauru, Sao Paulo, Brasil) y una
buena fuente de luz reflejada. Sélo se
anotaron los didmetros correspondientes a
los bordes mas afilados de los halos.

Los datos obtenidos en la evaluacién de cada
microorganismo estandar fueron sometidos
a analisis estadistico mediante Analisis de
Varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con
un nivel de significancia del 5% (IBM SPSS
Statistics for Windows Software, versiéon 25
(IBM, Armonk, NY, USA).

Segunda etapa

En la segunda etapa se llevé a cabo la
efectividad de la accion antimicrobiana
de estos grupos mediante la prueba de
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exposicion directa. Esta prueba consistio en
sumergir conos de papel contaminados con
microorganismos estandar en cajas de Petri
que contenian los medicamentos evaluados,
donde permanecieron en contacto directo
con ellos durante 5 min, 10 min, 15 min,
30 min, 1hy 24h. Después de este intervalo,
los conos se insertaron individualmente en
tubos de 5 ml de BHI o medio especifico y
se incubaron a 37°C/120h. Los resultados
se interpretaron observando la turbidez en
el medio de cultivo.

Resultados

De los resultados de los didmetros de los
halos, en milimetros, surgidos en el periodo
de 24 y48 horas, se desprende que el grupo
P1 (correspondiente a la pasta completa),
presentd los mayores valores (en mm) de
la didmetros promedio de los halos de
inhibicion, en comparacién con los cinco
microorganismos estandar evaluados en el
experimento. En orden descendente, los
grupos P3, P2, P4, P5 y P6 presentaron los
mayores halos de inhibicién (Figura 1).

Considerando que el objetivo de este
estudio no fue realizar una comparacion
entre los microorganismos evaluados, sino
solo entre los grupos de medicamentos,
se encontrdé que los resultados resefiados
en este grafico diferian poco entre los
microorganismos. El grupo P1 presento, en
todos los experimentos, mayor actividad
antimicrobiana en relacién a los demas
grupos, con excepcion de la evaluacion de
Escherichia coli, en la que no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre las
medias de los grupos P1 y P3. La misma
observacién se realizd para las medias
de los grupos P4 y P5, que no mostraron
diferencia significativa (5%), en todos los
microorganismos estandar evaluados.

Las tablas 4 y 5 describen los resultados
obtenidos al evaluar la efectividad de la
accién antimicrobiana de los 6 grupos de
medicamentos contra microorganismos
estandar, mediante exposicién directa, en
periodos de 5 min, 10 min, 15 min, 30 min,
1h, 24h. Los grupos de control en este
experimento no se expresaron en las tablas.
El control negativo, representado por tubos
de ensayo que contenian Unicamente caldo

Figura 1. Grdfico de los didmetros promedio de las zonas de inhibicién
que presentan los cinco microorganismos estdndar evaluados.
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Tabla 4. Representacion de los resultados obtenidos en la prueba de exposicion directa
para los grupos de medicamentos: P1, P2, P3, P4 y P5, en diferentes intervalos de tiempo.

Microorganismos estandar

Intervalos de tiempo

5 min

10 min

15 min

30 min

1h

24 h

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Streptococcus mutans

Lactobacillus casei

Actividad de la pasta

EB

EB

EB

EB

EB

EB

(
(
(EB) = Efecto bactericida.
(

---) = Los signos representan la evaluacién por triplicado de las puntas del papel.

) Tabla 5. Prueba de exposicién directa aplicada a P6
(Oxido de Zinc y Solucién Salina) en diferentes intervalos de tiempo.

-) Resultado negativo = Ausencia de turbidez = Ausencia de crecimiento microbiano = Efectividad del medicamento.
+) Resultado positivo = Presencia de turbidez = Presencia de crecimiento microbiano = Ineficacia del medicamento.

Microorganismos estandar

Intervalos de tiempo

5 min 10 min 15 min 30 min 1h 24 h
Staphylococcus aureus +++ +++ +++ +++ +++ +++
Enterococcus faecalis +++ +++ +++ +++ +++ +++
Escherichia coli +++ +++ +4++ +++ +++ +++
Bacillus subtilis +++ +++ +++ +++ +++ +4++
Streptococcus mutans +++ +++ +++ +++ +++ +++
Lactobacillus casei +++ +++ +++ +++ +++ +++
Actividad de la pasta IN IN IN IN IN IN

(-) Resultado negativo = Ausencia de turbidez = Ausencia de crecimiento microbiano = Efectividad del medicamento.
(+) Resultado positivo = Presencia de turbidez = Presencia de crecimiento microbiano = Ineficacia del medicamento.
(IN) = Ineficacia del medicamento en el intervalo de tiempo evaluado.

(+++) = Los signos representan la evaluacion por triplicado de las puntas del papel.
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estéril, no mostré turbidez en el medio
de cultivo. El control positivo indico la
presencia de turbidez en la lectura de 24
horas para todos los microorganismos
estandar evaluados. El andlisis de este
resultado fue macroscépicoy microscopico,
mediante el Método de Tincién de Gram
(MTG). Los resultados presentados en las
tablas corresponden a la lectura de 120h
del experimento.

Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar los componentes aislados vy
combinados de la pasta CTZ frente a
diferentes microorganismos estandar vy
cuales tuvieron los mayores impactos. La
alta prevalencia de caries y traumatismos
dentales no tratados en los dientes
primarios a menudo puede progresar
hasta provocar danos irreversibles en la
pulpa, lo que lleva a abscesos y fistulas.
En los casos de necrosis pulpar, la
infecciéon polimicrobiana del conducto
radicular suele mostrar un predominio
de estreptococos y microorganismos
anaerobicos'®!?, Este hecho respalda el
uso de los microorganismos seleccionados
en el presente estudio, en base a sus
caracteristicas resefadas en la tabla 2.
En este contexto, seleccionar una pasta
como CTZ, que contiene dos antibidticos,
es un factor clave para lograr el éxito
en el tratamiento propuesto. Ademas,
es esencial que el médico comprenda
sus caracteristicas, limitaciones, efecto
antimicrobiano, asi como la conveniencia
clinica que brinda la pasta CTZ.

Se sabe que los halos de inhibicion
del crecimiento microbiano expresan

la capacidad de difusién del farmaco
evaluado en medio de cultivo sélido y
el tamano depende de la solubilidad y
difusividad del farmaco evaluado. Por
este motivo, es posible que los halos no
expresan eficazmente todo el potencial del
agente antimicrobiano?®?!, La velocidad de
difusiéon en el agar y el tamano de la zona
de inhibicion del crecimiento dependen
de factores como: concentracién de
agar, temperatura, pH, caracteristicas
nutricionales, concentraciones de iones
en el medio de cultivo, espesor de la capa
de agar y concentracién del inéculo?02?,
Para minimizar la posible interferencia con
los resultados, los procedimientos fueron
realizados por dos operadores, de forma
asépticay por triplicado.

Una consideracion de este estudio se
refiere a la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de la pasta CTZ y sus
componentes sobre Lactobacillus casei
mediante la prueba de difusién en agar.
Una de las dificultades encontradas en
estos experimentos fue la aplicacion de
la técnica de siembra en plato vertido en
esta evaluacion. Se observo crecimiento
confluente de colonias bacterianas en
el agar sobre 6 placas sembradas con un
volumen de 1 ml de inéculo en 20 ml de
agar jugo de tomate, después de 48 horas
de incubacién en estufa bacteriolégica a
37°C. Sin embargo, en estos resultados
no se observé la formacién de halos de
inhibicién o halos de difusiéon alrededor
de las cavidades llenas con el farmaco de
prueba. En este estudionoseaclarélarazéon
por la que esto impidid la libre difusion del
farmaco bajo el agar. La confirmacion de
la presencia de crecimiento microbiano se
realizé mediante observaciéon microscdpica
del medio de cultivo, utilizando como
parametro MTG.
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Por lo que se decidi®6 sembrar por
esparcimiento. Mediante esta técnica se
distribuyé un volumen de 0,1 ml de in6culo
por toda la superficie del agar tomate, con
ayuda de un asa de Drigalski. Luego del
periodo de incubacién correspondiente a
48 horas, se observo la formacion de halos
alrededor de los farmacos evaluados. Estos
halos no eran completamente trasltcidos,
como se observa a menudo en zonas de
inhibicién del crecimiento microbiano.
Si bien el caldo de jugo de tomate fue
manipulado cuidadosamente por los
operadores para preparar la suspensién
microbiana, también se observdo la
existencia de residuos de pulpa de tomate
qgue, depositados sobre el agar, dificultaron
la interpretacién de los resultados en la
region interna de los halos formados.

Por lo tanto, fue entonces necesario
verificar la presencia de colonias
bacterianas en esa regién, recolectando
una porcion de ese residuo ubicado cerca
del medicamento evaluado, con la ayuda
de un asa de platino en un movimiento
de arrastre. Este material fue tenido con
MTG vy analizado microscépicamente. La
investigacion se realizo en tres placas, para
los 6 grupos de medicamentos. Como todo
el experimento se realizd por triplicado,
se evaluaron un total de 18 portaobijetos,
confirmando la presencia de colonias del
microorganismo probado dentro de los
halos.

A partir de estas observaciones, se
evaluaron seis discos de papel que
contenian los antimicrobianos tetraciclina
(30 mcg) y cloranfenicol (30 mcg), con el
objetivo de conocer la susceptibilidad
de estos antimicrobianos (disociados
de la pasta) sobre Lactobacillus casei,
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mediante el método de difusiéon en disco.
El experimento se realizé en tres cajas de
Petri, sembradas por extension sobre agar
tomate, con un volumen de 0,1 ml de inéculo.
Los discos que contenian los antibidticos
a probar (3 por cada antimicrobiano) se
depositaron sobre el agar y se incubaron
durante 48 h a 37°C, luego de la lectura
y medicion de las zonas de inhibicién con
una regla milimétrica, la cual se comparé
con las mediciones proporcionadas por los
productores discograficos.

Mediante esta prueba se observdé que
Lactobacillus casei era resistente al
cloranfenicol e intermediamente sensible
a la tetraciclina. La presencia de colonias
dentro del halo formado alrededor de
las cavidades llenas del medicamento
puede estar relacionada con la resistencia
gue presenta este microorganismo a
los antimicrobianos evaluados. Ademas,
la tetraciclina y el cloranfenicol, al
combinarse, le otorgaron a la pasta
una mayor actividad antimicrobiana en
relacion a sus componentes evaluados
por separado, como propone Cappiello
(1964)%°. La presencia de sinergismo en
esta interaccion entre dos antibidticos
bacteriostaticos se observé para todos los
microorganismos evaluados, con excepcion
de la evaluacion de Escherichia coli, en la
qgue no hubo diferencia significativa entre
las medias de los grupos P1y P3. Los datos
recogidos en la evaluacion de Lactobacillus
casei no fueron sometidos a analisis
estadistico, ya que no hubo formaciéon de
halos de inhibicién.

El grupo P6 (6xido de zinc y solucién salina)
no mostrd actividad antimicrobiana en la
evaluacion de Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis y Streptococcus mutans. En este
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caso solo se observé la formacion de un
halo de difusién del propio medicamento.
Para obtener una confirmacion mas fiable
de si habria o no crecimiento microbiano,
se recogid una porcion del agar de la
zona interna de este halo. el cual luego se
introdujo en un medio de cultivo liquido
(caldo BHI o medio especifico) y se llevo
a incubacion en estufa bacterioldogica a
37°C/48h. Después de MTG, el material se
analizé mediante microscopia 6ptica para
visualizar colonias bacterianas.

Para todos los microorganismos
evaluados, el grupo P3 mostré mayor
actividad antimicrobiana en comparacion
con el grupo P2. Sélo en la evaluacion
de Streptococcus mutans no se observo
diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de estos grupos. Teniendo
en cuenta estos resultados, cabe destacar
gue la ausencia de cualquier componente
en la pasta puede influir en la actividad
antimicrobiana, como se evidencia en este
estudio. El cloranfenicol, por ejemplo, tiene
un amplio espectro contra bacterias como
Staphylococcus aureus y Escherichia coliy
su mecanismo de accién se da inhibiendo
el proceso de sintesis de proteinas
bacterianas???3, La tetraciclina, a su vez,
es un agente bacteriostatico de amplio
espectro que también inhibe la sintesis
de proteinas bacterianas. Por otro lado, la
tetraciclina tiene desventajas relacionadas
con el potencial de pigmentacion de la
corona y el desarrollo de hipoplasia del
esmalte en el premolar sucesor debido a su
alta afinidad por los tejidos calcificados!>?4,
Ademas, el color amarillento inherente y el
consiguiente oscurecimiento delos dientes,
hecho que puede resultar desventajoso
y desalentar su uso en zonas estéticas,
como los incisivos superiores. Para paliar
estas desventajas, eliminar, sustituir o

reducir la proporcion de tetraciclina puede
ser una alternativa interesante y viable.
Para ello, son necesarios estudios clinicos
e in vitro adicionales para evaluar las
propiedades antimicrobianas y la eficacia
del tratamiento endodontico utilizando
una pasta modificada.

Los resultados obtenidos mostraron que
los grupos P1, P2, P3, P4 y P5 fueron
efectivos contra los seis microorganismos
estandar, en todos los intervalos de tiempo
evaluados. En relacién a las pastas control
sin antibidticos (P4, P5 y Pé), el grupo Pé
fue el Unico que demostroé ineficacia contra
los microorganismos probados, ya que el
medio de cultivo mostré turbidez a los 5
minutos, lo que nos llevo a considerar que
este resultado podria ser relacionado con
la ausencia de eugenol en su composicion.

Otro resultado derivado de este estudio
refiere aquelos grupos P4y P5 presentaron
medias con valores muy cercanos,
estadisticamente no significativos, aln con
la discrepancia observada en el volumen
de eugenol entre estos grupos (0,6 ml
en P4 y 0,0006 ml en P5). Por lo tanto,
la eficacia antimicrobiana observada en
el grupo P4 se atribuyd a la presencia de
eugenol en su composicion, ya que el éxido
de zinc evaluado por separado (P6) no
fue efectivo contra los microorganismos
estandar probados. El eugenol tiene accién
bactericida, debido a su alta afinidad por
la membrana plasmatica (liposolubilidad)
y su capacidad para inhibir la respiracion
bacteriana y la division celular?>2¢,

En definitiva, aunque este estudio in
vitro presentd resultados interesantes,
cabe mencionar algunas limitaciones
metodoldgicas. Entre ellas, una limitacién
considerable se refiere a que las bacterias
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no se encuentran aisladas, sino en
consorcios. Porlotanto, los hallazgos deben
interpretarse con precaucién, ya que no
sabemos si los resultados de la exposicién
in vitro a cepas individuales seran los
mismos que la reaccion del sistema de
canales necroticos. Ademas, la respuesta
de cada organismo puede variar e influir en
el prondstico dental. En general, se deben
realizar mas estudios clinicos basados
en nuestros hallazgos para confirmar las
implicaciones clinicas.

Conclusion

Con base en los resultados del presente
estudio, se puede concluir que la
combinacién de todos los componentes
de la pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina

y Oxido de zinc - proporcion 1:1:2,
respectivamente) y eugenol como vehiculo
de manipulaciéon, presenté actividad
antimicrobiana. contra microorganismos in
vitro.Sinembargo, cuandoloscomponentes
de la pasta CTZ se evaluaron por separado,
mostraron didmetros promedio de halos de
inhibicién mas pequenos en comparacién
con la combinacién de todos los farmacos.
Ademas, el uso individual de eugenol
mostré eficacia antimicrobiana, mientras
que la ausencia de este producto probado
por si solo no mostré eficacia contra los
microorganismos.
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