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RESUMEN

los estudios y ensayos de laboratorio “in Vitro” realizados en el presente trabajo con P.L.R.M (pasta
enfamente reabsorbible de Maisto) confirman un efecto bacteriostatico con todas las cepas de
microorganismos estudiados : Fusobacterium periodonticum ATCC 33693 Prevotella Melaninogenica

ATCC 439822 Porphyromonas endodontalis ATCC 35406 Staphylococcus sp,  Streptococcus

dridans y Streptococcus Grupo A, en periodos de O a 56 dias y valores de 1 g hasta 0,5mg/ml.

SUMMARY |
The research and the trial laboratory “in vitro” carried out in this work with P.LR.M. confirm a |

Bacterium-static effect with the stokes of the microorganism studied: Fusobacterium pariodonticum '

ATCC33693 Prevotella melaninogenica ATCC439822 Prophyronomas endodontalis ATCC35406

Staphylococcus sp, Streptococcus viridans and Streptococcus Group A, in periods of O to 56 days

and dose of 1gto 0,5 mg/ml '
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INTRODUCCION

Es universalmente aceptado que el agente
etiolégico de dafio es de origen bacteriano en las
patologias  endodénticas.(12:34510]  También es
conocido que existen bacterias que escapan a los
mecanismos normales de defensa del organismo y que
en la Patologia Periapical Crénica (PPC), existe un
compromiso inmune.(?11 La simple remocién instrumental
de los tejidos pulpares infectados v el lavaje de las
paredes dentinarias confaminadas no es suficiente para
asegurar la eliminacion completa de las bacterias en los
conductos dentarios, de alli.que consideramos, al igual
que ofros autores, 8] que es importante complementar la
instrumentacién - con  substancias  de  efectividad
anfibacteriana , inocuidad y persistencia en el tiempo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la PIRM (Pasta lentamente reabsorbible de
Maisto) in vitro anfe microorganismos aerébicos
anaerébicos en diferentes parametros de fiempo y en
diferentes concentraciones.

MATERIALES Y METODOS

- Microorganismos

En funcién de la bibliografia mundiall5-2-10)
consullada se eligic el siguiente listado de
microorganismos como los de mayor relevancia y
especificidad en PP.C. las cepas liofilizadas utilizadas
fueron solicitadas a ATCC (A.T. Culture Collection
U.S.A.) por ser éste un centro de coleccién de cultivos
microbiologicos que cuenta con cepas de referencia
que han sido caracterizadas por su morfologia,
serologia, antigenicidad, naturaleza quimica y
biologia molecular. los microorganismos en esta
experiencia fueron Fusobacterium periodonticum
(ATCC 33693), Prevotella melaninggenica (ATCC
439822) y Porphyromonas endodontalis (ATCC
35406) , mantenidos en medios de cultivo 593 ATCC
y 1490 ATCC y 1490 ATCC respectivamente en
condiciones de anaerobiosis esfrictas de cultivos en
Jarra de Oxoid Complete Anaerobic Jar . Assembly
C.D.O. HM.PT ( 80% N2 (nitrbgeno) 10% de CO2
(anhidrido carbénico) y 10% H2 (hidrégeno)).

Se tilizan también cepas aerdbicas
provenientes de muestras clinicas de infecciones
valvulares  cardiacas, faringitis y  endocarditis
(Staphylococcus,  Streptococcus  viridans  y
Streptococcus grupo A | respectivamente.

Ensayo “in vitro” de PLR.M (Maisto 1962/65)

Composicion

Oxide de Zine | Punisimellese 20w 14 g
Yodoformo (Ciccarelli) ..o 42g
el o, e I N O W 2g
Clorofenol alcanforado ... 3 ml
Leirigling Anhileies sl I S 0,5¢

la pasta de prueba se preparé de acuverdo o ‘@
férmula original

1. Control de Esterilidad de la P.L.R.M

Se utiliza la pasta en las condiciones
recibidas del laboratorio de la Catedra de Endodoncia
de la Facultad de Buenos Aires U.B.A.

Se coloca 1 g de pasta en 5 ml de calac
infusion cerebro corazén, se incubd a 37° C. Por
periodos de 24 hs, 48hs , 72hs, 96 hs, 120 hs, 168
hs, correspondiendo en total a 7 dias. Cada uno de
estos ensayos fue subculivado en medio sélido (agar
sangre) y liquido. En ambos no se observé desarrollo
de morfologia colonial, ni turbidez.

Lectura

Se demuestra que la pasta estaba en condiciones de
esterilidad.

2. Efecto Antimicrobiano de PLR.M. * in vitro”

Un gramo (1) de pasta mas 2 ml de C.T.S (Caldo
Tripticasa Soya) para los microorganismos aerébicos
2 ml de medio ATCC 1490 (Medio de Carne Trozado
modificado) y medio ATCC 593 (Chopped Meat
Medium|) para los microorganismos anaerobio (pasto-
medio + indculo) fue incubado a 37°C en periodos de
O— 7 1428 y 56 dios.

Posteriormente se subcultivé de cada uno de
los tubos de cultivo [medio + microorganismos + pasia
de los diferentes periodos de tiempo en Agar Sangre
para los microorganismos aerébicos y en medic
especifico para los anaerébicos como ya fue descripic
y se observo crecimiento o no crecimiento.

LECTURAS Y RESULTADOS

No hubo turbidez en los tubos con pasta +
organismos en los periodos 0-7-14-28-y 56 dias. En
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culiivos respectivos a cada uno de los periodos
= observa desarrollo.

El efecto observado en la experiencia
esira que fenemos un efecto bacteriostatico en
305 los ensayos que frena el desarrollo pero no mata
microorganismos.

CONCENTRACION  INHIBITORIA  MINIMA

“eparacion de la dilucion de pasta

A partir de la solucion madre de pasta, se
seepara la dilucion de trabajo a una concentracion al
Bobie de la concentracién final mas alta deseada para
2 MULC. La solucion de trabaijo se realiza en Caldo

weler Hinton ( M.H) para los aerobios y en los
medios especificos para los anaerobios. La solucién de
e se realiza en tubos de vidrio borosilicato de
O mm  (milimetros) estériles con tapa a rosca.

Se colocaron 2 ml de la solucién de trabajo
= & primer tubo y 1 ml de M.H (Mueller Hinton)
=9l en los restantes con los respectivos medios.
Sansterir 1 ml del tubo 1 al tubo 2 y asf sucesivamente
220 lograr las diluciones en base dos de la pasta,
Sescartando el dltimo mililitro.

S =paracion del Inéeulo

la concentracién del indeulo para la M.I.C.
=0e ser de 105 —-100 ufc./ ml., Unidades
Semadoras de colonias por mililitro.

Se trabaja en fase logaritmica media, se
ende 3-4 colonias en 3 ml. de caldo adecuado se
Beubo de 2 - 5 hs. (no mas de 5 hs.) luego ajustar
o coldo estéril a la diluciéon 0,5 de Mc Farland .

El 0,5 de Mac Farland equivale a 0,5 ml. de

&

ESQUEMA EXPERIMENTAL

Mas 1 mi de indculo en todos los tubos
i 8 4 2 1

ema experimental. M.I.C.

ReVISTA DE 1A SOCIEDAD ODONTOLOGIC

cloruro de bario 0,048 M (molar) ( 1,173 % de Cloruro
de Bario 2 moléculas de agua por volumen) mas 99,5 ml
de 4cido sulforico O, 1 M ( 1% volumen en volumen). Esfas
2 soluciones corresponden a 0,5 de la escala de Mac
Farland. El 0,5 de la escala equivale o 107-108
Unidades Formadoras de Colonias por Mililitro.

05 0,5 ml de BaCl2 0,048M
Mac [N 75 Ba@l2h252@ p/v)
Farland

99,5 ml de H2SO4 0, 1M
(1% v/v)

Una vez ajustada a la turbidez, diluir el
caldo con el inéculo 1/100 — 1/200 con caldo
estéril. Colocar en todos los tubos con las diluciones
de la pasta (P.L.R.M) Pasta Lentamente Reabsorbible
de Maisto Tml de inéculo ajustado a 105 106
mg/ml  u.fc/ml para cada uno de los
microorganismos ensayados en el paso anterior. No
se debe demorar mas de 15 minutos entre la
preparacién del indeulo y la realizacion de la M.I.C.
Se realizan subcultivos de 6 experiencias de M.I.C
realizadas. (fig. 1)

LECTURAS Y RESULTADOS

Lectura no dio turbidez , se realizaron técnicas
de subcultivo en ¢/u de las & M.I.C. realizadas para
cada uno de los microorganismos, en los subcultivos
hay crecimiento.

Esto demuestra que si bien la escala de
furbidez de la M.L.C. nos da negativa, en los
subcultivos se observa crecimiento. la lectura de esfe
ensayo pone en evidencia que en minimas
proporciones mantiene un efecto bacteriostatico y no

letal. (fig. 2.)
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DISCUSION

los resultados “in vitro” de estos estudios
definen la accién de la PLR.M ante el espectro de
microorganismos empleados aerobios y anaerobios
como bacteriostdtico en todos los casos. Es de
desfacar que se mantiene la accién en el tiempo
habiéndose tomado 56 dias de maxima. También fue
significativo el hecho de haber empleado el ensayo de
M.1.C. que se utiliza para valorar el efecto bactericida
de los antibiéticos, aplicdndolo a un material
obturador de actividad antiséptica. Consideramos que
la técnica de M.I.C. puede ser aplicada con ofros
materiales de uso odontolégico. Sorpresivamente no
obtener turbidez en la escala de lecturas o 37°C a
48hs. y en los repiques de subcultivo obtener
desarrollo nos estd indicando que en presencia de
dosis minimas (valor 0,5 mg/ml) frena el desarrollo
pero sigue sin ser letal. Esta accion no lefal seria de
suponer que lo es tanto hacia los microorganismos
como hacia las células de la lesién, siendo éstas las
que montan el proceso reparativo una vez limitado el
antigeno.

El concepto de biodisponibilidad en la
farmacologia actual es relevante. Las investigaciones
farmacéuticas se concentran cada vez mas en
prolongar la accién de sustancias activas y en dirigirlas
de manera  selectiva hacia el punto deseado,
eliminando los efectos secundarios.”

En nuestra Patologia Periapical Croénica se
podria especular que la accién terapéutica a través de
agentes antisépticos no letales que mantuvieran por
liberacion lenta un tiempo suficiente en el cual la
bacteria no fenga viabilidad considerando el concepto
de la biologia en que un microorganismo que no se
reproduce se considera lafente o quiescente,
transpolando este efecto a la accién bacteriostatica,
observamos en este estudio de la PL.R.M durante 56
dias se fransformaria en un parémetro tiempo
importante para que el organismo se encargara de
eliminar con su mecanismo celular e histoquimico el
antigeno y montar el mecanismo reparativo .

los resultados de nuestros trabajos anteriores
(Inbculo de flora endodéntica en ratas con y sin
PLR.M) evaluados histolégicamente, nos indujeron a
pensar que algunos de los componentes de las mismas
parecerian fener quimiofactismo para células neutrofili-
cas siendo ésta la barrera microbicida que favorece el
descombro del agente agresor.

Si lograramos un equilibrio entre el parametro
tiempo de permanencia de un efecto bacteriostatico no

lefal de una droga natural, el tiempo de ventaja de =
respuesta reparativa y el tiempo necesario ae
aposicion del tejido inicial existente anfes del darc
(osteocemento) aconteceria una restitucion ad-integrur
situacion que acontece muchas veces y que nuesta
escuela llama “cierre biologico”, pero no siempre. Si=
duda el problema es multifactorial, el tipo de respuesia
del huésped, anatomofisiologia del terreno, la
densidad y calidad del agente agresor, el tipo de
accién de las maniobras técnico quirirgicas, la acciéon
ferapéutica de algunas sustancias irrigantes o materia
de obturacién empleados en conjunfo definen &
resultado.

las herramientas complementarias bacteriola:
gicas - histoquimicas y genéticas - permitiran
monitorear con estudios de laboratorio o tests gz
diagnéstico a través de sondas de ADN, estudios de
componentes de fluido infersticial, permitirian conocer
el momento evaluativo y el mas propicio para aciver
en forma menos empirica y con accion ferapéutica de
mayor especificidad.

CONCLUSION

los estudios y ensayos de laboratorios “in vitro
realizados en el presente trabajo con P.LR.M
confirman un efecto bacteriostdtico con todas las cepas
de microorganismos estudiados, en periodos de O o
56 dias y valores de 1 g hasta 0,5 mg/ml
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