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RESUMEN

Objetivo: comparar la efectividad bacteriostatica del
Hidroxido de Calcio (EUFAR)® asociado a los vehi-
culos (lidocaina al 2% mas epinefrina y Clorhexidina
al 2%) y el Ultracal XS® (Ultradent), en la eliminacion
del Enterococcus faecalis. Métodos: estudio experimen-
tal en el que realizaron dos ensayos: Antibiograma y
Concentracion Minima Inhibitoria. Antibiograma: se
expuso el Enterococcus faecalis a las siguientes solu-
ciones: 1. Hidroxido de calcio Eufar ® con Lidocaina
al 2% mas Epinefrina (GE-A1), 2. Hidroxido de calcio
Eufar ® con Clorhexidina al 2% (GE-A2) y 3. Hidroxi-
do de Calcio Ultracal XS® (GE-B). Esas preparaciones
se incubaron a 35° C durante 48 horas y se observo
el crecimiento de Enterococcus faecalis a las 12 y las
48 horas. Concentracion Minima Inhibitoria: el Entero-
coccus faecalis se expuso a diferentes concentraciones
de Hidroxido de calcio (Eufar®) con Lidocaina y Clor-
hexidina e hidroxido de calcio Ultracal XS ®. Se exa-
mino la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano
durante 48 horas en cada una de ellas. Resultados: an-
tibiograma: se observo mayor inhibicion al crecimiento
del Enterococcus faecalis en la preparacion de Hidroxi-
do de calcio Eufar ® con Clorhexidina al 2% (GE-A2).
Concentracion minima inhibitoria: la preparacion de
Hidroxido de calcio Eufar ® con Clorhexidina al 2%
(GE-A2) presento inhibicion de crecimiento bacteriano
en todas las concentraciones. Conclusiones: en este
estudio, la efectividad bacteriostatica fue mayor con el
Hidroxido de calcio (EUFAR) ® con Clorhexidina.
Palabras clave: Hidroxido de Calcio, Enterococcus fae-
calis, Bacteriostatico.
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ABSTRACT

Objective: to compare the bacteriostatic effectiveness
of the Calcium Hydroxide (EUFAR)® associated with
two vehicles (2 % lidocaine with epinephrine and 2 %
Chlorhexidine) and Ultracal XS® (Ultradent), in the
elimination of Enterococcus Faecalis. Methods: experi-
mental study with two tests: antibiogram and Minimum
Inhibitory concentration. Antibiogram: the Enterococ-
cus Faecalis was exposed to the following solutions:
1. Calcium Hydroxide Eufar® with 2 % lidocaine with
epinephrine (GE-Al). 2. Calcium Hydroxide Eufar®
with 2 % Chlorhexidine (GE-A2) and 3. Calcium Hy-
droxide Ultracal XS® (GE-B). Those preparations were
incubated to 35°C during 48 hours and Enterococcus
Faecalis growth was observed at 12 and 48 hours.
Minimum Inhibitory concentration: the Enterococcus
Faecalis was exposed to different Calcium Hydroxides
concentrations: (Eufar®) with lidocaine and epineph-
rine and Calcium Hydroxide Ultracal XS ®. The pres-
ence or absence of bacterial growth during 48 hours
was examined. Results: antibiogram: more inhibition
in Enterococcus Faecalis growth was observed with
calcium Hydroxide (Eufar®) with 2% Chlorhexidine
(GE-A2 Minimum Inhibitory concentration: the prepa-
ration of Calcium Hydroxide Eufar® with (GE-A2)
2% Chlorhexidine presented bacterial growth inhibi-
tion in all the concentrations. Conclusions: the high-
est bacteriostatic effectiveness was observed for Cal-
cium Hydroxide (EUFAR) ® with 2% Chlorhexidine.
Key words: Calcium hydroxide, Enterococcus faecalis,
Bacteriostatic
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INTRODUCCION

La pulpa Dental es un tejido blando que contiene
nervios, vasos sanguineos y tejido conectivo. Esta se
puede ver afectada por diferentes factores: de origen
quimico, traumatico, térmico, eléctrico y bacteriano;
razén por la cual debemos identificar los microor-
ganismos mas frecuentes en las lesiones del tejido
pulpar, que pueden generar ademds de una afeccion
sintomatica y dolorosa, la necrosis.! Dentro de la cla-
sificacion de las lesiones peri apicales encontramos
la periodontitis apical cronica también conocida en la
nueva clasificacién como periodontitis apical cronica,
esta es una infeccion de origen pulpar con inflama-
cion y destruccion del periodonto apical; asintomati-
co, aunque puede haber dolor espontaneo no sensible
a la percusion ni a la palpacion, no hay respuesta a las
pruebas eléctricas y térmicas, el o6rgano pulpar estd
necrotico e infectado, hay leve movilidad en algunos
casos; a nivel radiografico se observa zona radio 10-
cida delimitada bien definida a nivel peri apical y en
algunas ocasiones leve ensanchamiento del espacio
del ligamento periodontal, este tipo de lesiones son
las que en un amplio porcentaje ocasionan la infec-
cion del conducto con Enterococcus faecalis.? Este
microorganismo es anaerobio facultativo, termina
predominando en las lesiones de origen dental en es-
tado cronico. Se ha comprobado en estudios in Vitro
e in vivo que las bacterias son capaces de colonizar y
desarrollarse en el interior de los tibulos dentinarios
del conducto radicular y que, a veces, no se consigue
su eliminacién completa con la instrumentacion.?

Cuando el medicamento intra conducto permanece
mas tiempo en este lugar puede penetrarse en lugares
no alcanzados por instrumentos o sustancias irritan-
tes. Ademads actia como barrera fisica previniendo el
suministro nutritivo a la bacteria y la aparicion de una
nueva infeccion.*

Por lo tanto, los principios del tratamiento endo-
déntico de un diente deben minimizar el nimero de
microorganismos alojados en los tibulos dentinales,
debido a que estos pueden constituir un deposito en el
canal de la raiz, infeccion de los tejidos circundantes
y la reinfeccion. Un estudio inform6 que el Entero-
coccus faecalis no invade los tubulos dentinales hasta
después de dos semanas de incubacion cuando el ce-
mento esta intacto.’

Uno de los objetivos del tratamiento de conductos
es siempre la obturacion tridimensional del sistema
de conductos incluyendo todas sus ramificaciones.
Para conseguirlo, la fase de desinfeccion y confor-
macién debe favorecer la remocion de todos los res-
tos organicos, facilitar un buen acceso al foramen y
ofrecer una superficie adecuada para la colocacion
del material de obturacion permanente. Se ha demos-
trado que la instrumentacion e irrigacion bacteriana

brindara del 50% al 70% de conductos infectados li-
bres de microorganismos. Estos y sus productos toxi-
cos son responsables del desarrollo y persistencia de
las lesiones periapicales. Es por ello crucial el trata-
miento del conducto radicular infectado para evitar la
recidiva de la enfermedad.® La irrigacion con agentes
antimicrobiales y el medicamento intraconducto Hi-
dréxido de Calcio son usados con el propdsito de eli-
minar las bacterias. El hidroxido de calcio se encuen-
tra en dos presentaciones comerciales: pasta y polvo.
Cada una por separado, posee las caracteristicas ge-
nerales como: baja solubilidad en agua y pH alcalino,
aproximadamente de 12.5. Esta propiedad le permite
convertirse en un excelente bactericida, incluso las
esporas son eliminadas al ponerse en contacto con
este elemento.’

La solucion anestésica utilizada como vehiculo
certifica que cerca a un pH de 7.4 puede ser mas efec-
tiva y diligente ante los microorganismos dado que al
mezclarlo con el Hidréxido de Calcio llega a formar
una pasta homogénea que es facil de retirar del con-
ducto radicular debido a que no se consolida. Esta
combinacion de medicamentos no presenta ninguna
alteracion quimica entre los mencionados y llegan a
mantener su pH. Algunos escritores afirman que esta
combinacioén no tiene ningin cambio significativo
sobre el Enterococcus faecalis y las pseudomonas,
puesto que el hidroxido de calcio por si solo no posee
efecto sobre estos.®

Otro de los vehiculos utilizados fue la clorhexidi-
na, esta es manejada como sustancia intraconducto en
endodoncia. Tiene un gran espectro de actividad anti-
microbiana por sus caracteristicas, se absorbe a través
de la pared celular del microorganismo. En concen-
traciones menores ejerce una funcion bacteriostatica,
en altas concentraciones es un potente bactericida.
Otra de sus caracteristicas es la baja toxicidad a los
tejidos peri apicales. Algunos estudios comprueban
que al ser mezclada con hidréxido de calcio, fueron
eficientes en la eliminacion de Enterococcus faecalis.
El vehiculo y el medicamento determina la veloci-
dad de disociacion ionica que causa la pasta que se
solubiliza y se reabsorbe a tasas diferentes por los
tejidos peri apicales y desde el interior del conducto
radicular.” Cuanto mas baja la viscosidad, mayor sera
la disociacion idnica. El alto peso molecular de los
vehiculos de uso comun minimiza la dispersion de hi-
droxido de calcio en los tejidos y mantiene la pasta en
la zona deseada para periodos mas largos de tiempo.’

La accion bactericida del Ca (OH)2 ha sido rela-
cionada con la liberacion de iones hidroxilo, los cua-
les son radicales altamente oxidantes, altamente reac-
tivos y letales para las bacterias. Puede causar dafio
a la membrana citoplasmatica, al destruir los fosfoli-
pidos; desnaturalizacion de proteinas por alcaliniza-
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cion, por lo que muchas enzimas pierden su actividad
biologica, alterando el metabolismo celular; dano al
ADN bacteriano, inhibiendo la replicacion celular y
la pérdida de genes. También se ha postulado que el
Ca(OH)2 es capaz de alterar el pH del medio donde
es colocado e incluso hasta en sitios distantes, lo cual
aumenta su efecto bactericida. El hidroxido de calcio,
al ser una sustancia altamente alcalina (pH entre 10-
12), sus efectos dependen también de la preparacion
quimica y de la disponibilidad del Ion hidroxilo en
solucion. Es un polvo blanco que se obtiene por la
calcinacion del carbonato calcico. '

Varios estudios in Vitro han comprobado la desin-
feccion de los tibulos dentinales por medicamentos,
han recomendado al hidréxido de calcio como una
sustancia poderosa, alcalina debido a sus efectos bio-
logicos. Apoyada esta teoria por estudios realizados
ente el hidroxido de calcio y Enterococcus faecalis
este debe difundirse por los tiibulos dentinales y al-
canzar niveles suficientes para ser mortal.!' Los me-
dios de transporte (vehiculos) se pueden clasificar en
acuoso, viscosos y aceitosos, las propiedades clinicas
del hidroxido de calcio dependen del cambio de ve-
hiculo utilizado."

Es por esto que surgio la necesidad de establecer
(cudl es la efectividad bacteriostatica del Hidréxido
de Calcio asociado a los vehiculos (lidocaina al 2%y
Clorhexidina al 2%), y la capacidad en la eliminacion
del Enterococcus faecalis de tal manera que propor-
cionen mayor eficacia clinica.

El objetivo de este estudio fue comparar la efec-
tividad bacteriostatica del hidroxido de calcio (EU-
FAR) ® mezclado con dos vehiculos y el Ultracal
XS® (Ultradent) frente al Enterococcus faecalis.

METODO

Estudio Experimental. El objeto de estudio fue la
efectividad bacteriostatica del hidréxido de calcio,
frente al Enterococcus faecalis, proveniente de un
cultivo realizado en el laboratorio LEMA de la Uni-
versidad de los Andes. El laboratorio realizo dos pro-
cedimientos: antibiograma y concentracion minima
inhibitoria.

Antibiograma

Se sembr6 una cepa de Enterococcus faecalis ATCC
29212, microorganismo anaerobio facultativo en 4
cajas de Petri con medio de Agar Muller Hilton. En el
(GE- A1) se realiz6 la mezcla de Hidroxido de calcio
EUFAR a una concentracion de 0.09 gr de polvo y
300 micro litros de solucién anestésica Lidocaina al
2%, luego esta solucion se diluyo en una caja de Petri
con la cepa de Enterococcus faecalis; En el (GE-A2)
se mezcld Hidroxido de calcio EUFAR a una concen-
tracion de 0.09 gramos de polvo y 300 micro litros de
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Clorhexidina al 2%, luego diluimos esta solucién en
una caja de Petri con la cepa de Enterococcus faecalis.
En el (GE-B) a la caja de Petri que contiene la cepa
de Enterococcus faecalis, se le aplico el Hidroxido
de calcio Ultracal XS ®.La ultima caja contiene el
(GC), corresponde al grupo control donde solamente
se sembro la cepa de Enterococcus faecalis, este en-
sayo se utilizé para establecer un control de calidad
interno y asegurar que el procedimiento ofrezca un
resultado confiable. Se llevaron las cajas de Petri a
la incubadora a 35° C, durante 48 horas, en donde se
observaron los cambios en dos tiempos a las 24 y a
las 48 horas. La recoleccion de resultados se realizod
enl aspr imeras 24hor asyc ompletadas las48ho ras.

Concentracion minima inhibitoria

Este ensayo contiene diferentes concentraciones del
producto a analizar en este caso (Hidréxido de calcio
(EUFAR®) con Lidocaina y clorhexidina e hidroxido
de calcio Ultracal XS ®), estos son inoculados con
Enterococcus faecalis; después de un adecuado perio-
do de inoculacidn, los tubos de ensayo en los que se
encontraba la mezcla fueron examinados para la pre-
sencia o ausencia de crecimiento bacteriano segin la
concentracion a la que se encontraba la solucion. La
actividad del producto a analizar debe ser la menor
concentracion en la cual es inhibido el crecimiento
del microorganismo.'”® Para este procedimiento los
microorganismos fueron sometidos a un crecimiento
en el caldo de Tripticasa de soya (TSB) por 24 horas;
se lavaron los microorganismos con solucion salina a
una concentracion del 0.85%. Luego se colocaron 4
filas de 12 tubos en una gradilla, cada una de ellas dis-
puesta para concentraciones al 1%, 2%, 5% y 100%,
en donde al primer tubo de cada fila se le dispensaron
4ml de TSBy 2.4ml de TBS del tubo # 2 al 12; Se dis-
pensaron 0.4ml de la solucion a analizar (Hidroxido
de calcio (EUFAR®) — Lidocaina 2% ) en el primer
tubo de la fila de doce quedando este con un volumen
total de 4.4ml. Se mezclaron las soluciones en el vor-
tex y se transfirieron 2ml del primer tubo al segundo
tubo de la misma fila, este procedimiento se repitid
en los tubos restantes hasta llegar al Gltimo tubo de la
fila (# 12); en donde se descartaron 2ml, para que el
volumen total de este fuera 2.4ml, después se inoculo
cada tubo con 0.1ml (100 micro — litros) de la bacte-
ria Enterococcus faecalis, Luego se inoculd un tubo
de control que contenia solamente 0.1ml del medio
de cultivo TSB y 0.1ml del microorganismo Entero-
coccus faecalis. Los tubos de ensayo se incubaron por
48 horas a 35 ° C, pasadas las 48 horas las soluciones
contenidas en los tubos de ensayo se incubaron en
cajas de Petri en Agar nutritivo para la toma de re-
sultados. Se tomd una caja de Petri para dos tubos,
por fila de 12 tubos se utilizaron 6 cajas. Se tomo el
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Figura 1
Resultados Antibiograma GE-A2 A las 24 horas

Figura 2
Resultados CMI. Tubo 8 sin crecimiento bacteriano.

Tabla 1
Grado De inhibicion bacteriana (Antibiograma)

Muestra Analisis Técnica Resultado
Hidréxido de  Evaluacion Prueba de No presentd
calcio EUFAR dela difucion. Inhibicion
disuelto actividad anti Area: 0 cm?
Lidocaina microbiana
(GE- A1) para

Enterococcus

faecalis

ATCC2921
Hidroxido de  Evaluacion Prueba de Presentd
calcio EUFAR de la difucion. inhibicion
disuelto actividad anti Area 1:1,183
Clorhexidina  microbiana cm?
(GE- A2) para Area 2: 1,329

Enterococcus cm?

faecalis Area 3: 1,217

ATCC2921. cm?

Promedio=
1,243 cm?

Evaluacion de  Evaluacion Prueba de No presentd
la actividad de la difucion. Inhibicion
antimicrobial  actividad Area: 0 cm?
del Hidréxido — antimicrobial
de calcio para
ULTRACAL Enterococcus
(GE- B) faecalis

ATCC2921

tubo # 1 y con un asa estéril se llevd la solucion al
Agar en la caja de Petri hasta que se completo este
procedimiento con los tubos restantes de cada fila. Se
colocaron las cajas de Petri en la incubadora a 35°C,
durante 24 horas. Posteriormente durante la toma de
resultados la concentracion minima inhibitoria se ex-
preso en miligramos por litro (MG/L) y el resultado
se reportd tomando el tubo inmediatamente anterior
al cual hubo crecimiento bacteriano, realizando esta
lectura de derecha a izquierda (del tubo # 12 al #1).

Tabla 2
Resultados de concentracion minima inhibitoria segun

la concentracion a la que se utilizo el medicamento

Andlisis CMlI CMI CMI CMmi
1% 2% 5%  100%

Muestra

Hidroxido de  Coeficiente
calcio EUFAR  minimo

disuelto inhibitorio No ’ No ; No ) CMI=
Lidocaina CMI para presenté presentod presentlo 50.000
(GE- A1) Enterococcus nhibicion inhibicion inhibicion mg/l.

faecalis ATCC

29212 método

NTC 2455.
Hidr@xido de C<?§ficiente cMI oM oM CMl=
C‘a|CIO EUFAR mlnlmo , =500 =250 =625 781
disuelto inhibitorio mg/l. mg/l. mg/l. mg/l.
Clorhexidina  CMI para
(GE- A2) Enterococcus

faecalis ATCC

29212 método

NTC 2455.

Evaluacion de Coeficiente

la actividad minimo

antimicrobial  inhibitorio No No No

del Hidréxido  CMI para presentd presentd presenté CMI=

de calcio Enterococcus inhibicion inhibicién inhibicion 50.000
ULTRACAL  faecalis ATCC mg/l.
(GE-B) 29212 método

NTC 2455.

Luego segun el tubo en donde no hubo crecimiento
bacteriano se verifico en una tabla la concentracion y
los MG/L a los que se encontré Hidréxido de calcio
(EUFAR®) — Lidocaina2% para inhibir el crecimien-
to bacteriano."

Dentro de las consideraciones éticas los investi-
gadores declararon no tener conflicto de intereses
y la investigacion se clasificé como sin riesgo por
no exitir participacion de humanos en los experi-
mentos.
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Figura 3

Comparacion de la concentracion minima inhibitoria de EUFAR® con dos vehiculos y
ULTRACAL® para la inhibicion del Enterococcus faecalis.

RESULTADOS
Antibiograma
A las 24 horas se observo el inicio de formacion de
un halo de inhibicion alrededor del medicamento; pa-
sadas las 48 horas en el GE — A1 Y GE — B, hubo for-
macién de halo de inhibicioén, mientras que en el GE-
A2, si hubo inhibicion del microorganismo creando
un promedio de

1.243 cm?. (Figura 1 y Tabla 1)

GE — Al: Hidroxido de calcio (EUFAR) + Lido-
caina 2%.

GE — A2: Hidréxido de calcio (EUFAR) + Clor-
hexidina 2%.

GE — B: Hidroxido de Calcio (ULTRACAL XS
(ULTRADENT).

Concentracion Minima Inhibitoria

Después de pasar las concentraciones al 1%, 2%, 5%
y 100% de cada uno de los grupos GE — A1, GE — A2
y GE-B a cajas de Petri, se tomd el 100% como resul-
tado final el GE — A1 tubo inhibicion en el tubo # 2;
GE — A2 tubo # 8 y GE — B tubo # 2; Segun el tubo
donde se presentd inhibicion se saco el valor mg/l.
(Figura 2 y Tabla 2)

En la figura 3 podemos observar que el inico gru-
po que presento inhibicidon en todas las concentracio-
nes a las que fue sometido el medicamento fue GE
—A2.
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DISCUSION

Se selecciono el Enterococcus faecalis porque es una
bacteria facultativa que al ser aislada se encuentra
dentro de los conductos radiculares infectados y pue-
de estar relacionada con el fracaso del tratamiento del
conducto radicular.'"'*!5 Sin embargo, la importante
participacion del Enterococcus faecalis con enfer-
medades asintomaticos periapicales apoya la hipo-
tesis de que los Enterococcus son microorganismos
en general no muy virulento, y su emergencia como
patogenos puede ser mucho mas relacionada con la
resistencia a varios agentes antimicrobianos que a la
alta virulencia.'

Los estudios han revelado que el Enterococcus
faecalis tiene la capacidad de penetrar en los tibu-
los dentinarios, a veces en un grado de profundidad,
esta propiedad puede permitir que esta especie pueda
escapar de la accion de los instrumentos de endodon-
cia y soluciones de irrigacion utilizadas durante la
preparacion biomecanica.'® Estudios realizados por
Stephen y col, en 2005, nos dicen que A pesar de que
el mecanismo exacto de accion del Ca(OH)2 aun es
desconocido, su actividad antimicrobiana es general-
mente considerada estar relacionada con la liberacio-
nes de iones de hidroxilo en un entorno acuoso pro-
duciendo (a) dafio a la membrana citoplasmatica (b)
desnaturalizacion de proteina, (¢) dafio en el DNA.'®

Segun estudios realizados por Gomes, Souza y
Col, concluyeron que el gel de Clorhexidina sola inhi-
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bibe completamente el crecimiento del Enterococcus
Faecalis. La combinacion de Hidroxido de Calcio y
Clorhexidina tiene una accion antibacteriana al 100%
en sus primeros dias. Esta accion se debe a su pH alto
(12.8) (Clorhexidina pH 7.0, Hidroxido de Calcio pH
11.0), sugiriendo un incremento de la capacidad de la
molécula ionizada de Clorhexidina.’

Basado en los resultados de esta investigacion el
hidroxido de calcio al ser asociado con vehiculos
como la choherxidina, presentd una marcada eficacia
ante el E. faecalis, posiblemente por su efecto al ele-
var el pH y ser efectivo con un pH acido.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio la mezcla de
Hidréxido de calcio con Lidocaina GE — Al; GE —
A2 Clorhexidina y GE — B Ultracal XS, mostré en el
antibiograma un mayor halo de inhibiciéon en el GE
—A2.

Se observoé que el Hidroxido de calcio junto con la
clorhexidina GE — A2, presentan la mayor inhibicion
del Enterococcus faecalis, por esto se reconoce este
como el mejor vehiculo en su utilizacion con el Hi-
droxido de calcio (EUFAR) ®.

La efectividad bacteriostatica del Hidroxido de
calcio (EUFAR) ® es mayor que la del Hidroxido de
calcio ULTRACAL XS (ULTRADENT) ®, frente al
Enterococcus Faecalis.
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