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1. INTRODUCCION

La cavidad oral se encuentra constituida de tejidos blandos y duros, y recubierta por mucosa,
en la que existen millones de microorganismos capaces de infectar el material operado por
los odontologos. EI micromotor dental es un aparato usado con mucha frecuencia en los
procedimientos odontoldgicos, por lo que se contamina rapidamente con microorganismos
que habitan la cavidad oral, debiéndose recurrir a desinfectantes recomendados de uso

frecuente para su control.

Lo anterior, conlleva a un alto riesgo de producir infecciones cruzadas entre pacientes
atendidos con el mismo instrumental rotatorio, ocurriendo esto tanto en centros de salud
publicos como privados. Con las tecnologias actuales, encontramos micromotores y turbinas
de alta velocidad que al ser utilizados expulsan aire y agua, generando aerosoles que
incrementan alin mas este riesgo. Esto ha generado controversia sobre los métodos de
desinfeccion aplicados a este tipo de material rotatorio, ya que, hasta el momento, solo se
podria lograr la esterilizacion de estos mediante autoclave o pupinel, lo que podria requerir

un mayor tiempo de esterilizacién, produciendo un desgaste progresivo del material.

Para llegar a solucionar el problema de la contaminacion, es importante lograr identificar los
microorganismos que comunmente se encuentran presentes en este instrumental y que
pudiesen producir infecciones o patologias asociadas a la atencion en Salud. Teniendo esta
informacion, se pudiese buscar agentes quimicos antimicrobianos o compuestos bioactivos
con cualidades antimicrobianas que logren el control de microorganismos en el instrumental
rotatorio, sin necesidad del uso de autoclave o pupinel, o de agentes quimicos sintéticos, ya
que estos pueden resultar ser altamente contaminantes o generar resistencias en los

microorganismaos.



Los compuestos bioactivos son sustancias que se encuentran contenidas en plantas o
alimentos de origen natural y que en la actualidad estan siendo muy investigadas ya que
pudiesen tener propiedades que ayuden a combatir microorganismos y, por lo tanto, algunas
enfermedades. Para obtenerlos se debe someter a la planta o alimento a diversos

procedimientos que permiten la extraccion y uso del compuesto bioactivo.

Considerando la potencial aplicacion de estos productos como agentes antimicrobianos, es
de gran interés poder determinar la efectividad de compuestos bioactivos que cumplan con
la exigencia de realizar un control profundo de los microorganismos contaminantes del

instrumental de forma efectiva y amigable con el medio ambiente.



2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

2.1. ¢Los micromotores y contradngulos se encuentran contaminados con

microorganismos luego de su utilizacion en los pacientes?

2.2. ¢Los desinfectantes de uso frecuente odontoldgico y nuevos productos bioactivos,

podran eliminar efectivamente la contaminacion?

2.3.  ¢Se puede lograr esterilizacion o desinfeccion de micromotores y contraangulos

dentales mediante el uso de desinfectantes de uso frecuente o con compuestos bioactivos?

2.4.  ¢Los desinfectantes y los nuevos productos bioactivos, son comparables en cuanto a

efectividad?



3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo General

Determinar la contaminacién microbioldgica de micromotores y contraangulos ya dispuestos
para ser utilizados y observar la accion antimicrobiana de los productos quimicos que
comunmente se emplean en la desinfeccion de éstos y comparar su actividad con la de nuevos

productos bioactivos de origen natural.

3.2.  Objetivos Especificos

3.2.1. Evaluar microbiolégicamente micromotores y contrangulos utilizados en el Centro de
Clinicas Odontologicas (CCO) de la Universidad de Talca.

3.2.2. Determinar la actividad antibacteriana de los productos quimicos usualmente
utilizados en el Centro de Clinicas Odontoldgicas de la Universidad de Talca sobre las

bacterias aisladas del instrumental.

3.2.3. Determinar la actividad antibacteriana de los productos bioactivos sobre las bacterias

aisladas del instrumental.

3.2.4. Comparar la actividad antibacteriana entre los productos quimicos de uso frecuente y

bioactivos.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Instrumental odontoldgico

Para el correcto trabajo del odontdlogo, este debe contar con diversos materiales dentales,
entre los que encontramos el instrumental rotatorio que se define como instrumentos de
forma, tamafio y composicion variables accionados por sistemas de impulsion que actuan,
mediante otros instrumentos como fresas, piedras y discos, sobre el diente y generan una
serie de fendbmenos que ocurren de manera simultanea o sucesiva como corte, desgaste,

abrasion, entre otros. Dentro del instrumental rotatorio encontramos.!

4.1.1. Micromotor

Son aparatos de pequefias dimensiones que en su interior contienen un motor y no pueden
operar de forma directa, sino que necesitan de un intermediario que puede ser el contrangulo

0 pieza de mano.!

4.1.1.1. Eléctrico: se conectan a la energia mediante un transformador

porque se alimentan con corriente continua de bajo voltaje.

4.1.1.2. Neumatico: funcionan mediante aire comprimido que corre por

mangueras que pasan por una caja de control donde se regula su presion.

I
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Figura 1: Micromotor dental



4.1.2. Contrangulo

Intermediario que se acopla al micromotor y cambia el angulo de rotacién al sentido

transversal permitiendo trabajar en zonas bucales poco accesibles.?

Figura 2: Contrangulo dental

4.1.3. Turhina

Si bien la totalidad del aparato es denominado turbina, esta se encuentra en el cabezal y el

cuerpo es un contenedor de los tubos de fluidos que sirve como empufiadura.t

—
. ST P——
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Figura 3: Turbina dental

4.1.4. Piezas de mano

Se acoplan al micromotor y son rectas, por lo que su uso es, principalmente, extraoral o

quirdrgico.’



4.2. Normas de desinfeccion de material odontologico

Existen diferentes métodos de control de infecciones dependiendo del riesgo de infeccién,
esto es evaluado segln algunos factores como la capacidad de defensa del tejido con el que
entra en contacto, la carga microbiana del instrumento, entre otros. EI método de clasificacién
tradicional aun vigente es la clasificacion de Spaulding, que consiste en clasificar los
articulos en tres categorias segun la capacidad de producir infeccion (criticos, semicriticos,
no criticos)?. Con respecto a esto, existe la norma general técnica N° 199 sobre esterilizacion
y desinfeccion en establecimientos de atencion en salud creada por el Ministerio de Salud de
Chile (MINSAL), segln la cual se deben guiar todos los centros de salud al momento de

realizar limpieza y desinfeccion de su instrumental.®

4.2.1. Meétodos de control de infecciones:

4.2.1.1. Limpieza

Remocion de la materia organica e inorganica de la superficie de un objeto o superficie a
través de métodos mecanicos (arrastre) automatizados o manuales, usualmente con agua y

detergentes o productos enzimaticos.®

42.1.2. Desinfeccion

Eliminacion de carga microbiana. La efectividad de un desinfectante depende de varios
factores: los inherentes al producto, los inherentes a la aplicacion y los inherentes al

microorganismo. Existen distintos tipos de desinfeccion:



- Desinfeccién de alto nivel: Proceso de eliminacion de microorganismos

(micobacterias, hongos, esporas de hongos, virus, bacterias vegetativas) con
excepcion de esporas bacterianas. En ciertas ocasiones, algunos de estos procesos
pueden eliminar esporas bacterianas, aunque a la fecha no se dispone de métodos de
certificacion adecuados para usarlos como esterilizantes. Algunos de éstos son
glutaraldehido, formaldehido, gluconato de clorhexidina. Se utilizan en materiales

semicriticos que no pueden ser sometidos a esterilizacion.

- Desinfeccién de nivel intermedio: Proceso de eliminacién de microorganismos

(micobacterias, hongos, esporas de hongos, virus, bacterias vegetativas) con

excepcién de esporas bacterianas.

- Desinfeccién de bajo nivel: Proceso de eliminacion a través de productos quimicos

de formas vegetativas de bacterias, algunos hongos y virus lipidicos, sin tener efecto

sobre micobacterias y esporas.®

4.2.1.3. Esterilizacion

El MINSAL lo define como el proceso capaz de eliminar toda vida microbiana incluyendo

esporas bacterianas mediante métodos fisicos, quimicos, fisicoquimicos o plasma.®

4.2.2. Desinfectantes de uso frecuente y su toxicidad

Dependiendo del recinto de salud, se pueden encontrar diversas sustancias quimicas que
pueden utilizarse como desinfectantes y ademas tener otros usos segun sea necesario para
quien lo manipule. Todos estos productos deben encontrarse etiquetados segln el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS), cuyo

objetivo es estandarizar los peligros que tiene cada sustancia quimica, considerando riesgos



para la salud y para el medio ambiente.* Este sistema tiene por objetivo mejorar la salud
humana, ya que es sencillo y podré alertar al consumidor sobre los riesgos de utilizar cierto
producto; también busca que el uso de las sustancias sea racionalizado, protegiendo de este
modo el medio ambiente y ademas facilita la comercializacién, ya que engloba en un solo
sistema toda la informacion necesaria para la venta de productos quimicos. El etiquetado
segun GHS consiste en el uso de palabras de advertencia (peligro y atencién), indicaciones
de peligro, consejos de prudencia para el uso del producto, identificacion del producto y
proveedor e informacion complementaria, ademas de una hoja de datos de seguridad (HDS);
es en esta donde se podra encontrar la identificacion del peligro o peligros de la sustancia y
la informacion toxicolégica y ecotoxicoldgica.> Sumado a lo anterior, se encontraran
pictogramas que indiquen los peligros que el producto pueda tener para la salud o el

medioambiente como se observa en la Figura 4.

PICTOGRAMAS GHS
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\ “\
Corrosivo Toxico :‘v(l’l(i:\'l\:loe Explosivo Inflamable Comburente Pehgro
para el
Peligros para la salud Peligros fisicos y quimicos |Medio
ambiente

Figura 4: Pictogramas GHS

Para determinar la toxicidad de los productos quimicos, estos se clasificaran en cinco
categorias de peligro basadas en la toxicidad aguda de la sustancia, que quiere decir que son
los efectos adversos que se manifiestan tras la administracion por via oral o cutanea de una
sola dosis de dicha sustancia, de dosis multiples administradas a lo largo de 24 horas, 0 como
consecuencia de una exposicion por inhalacion durante 4 horas. Segun esta categorizacion,
aquellas pertenecientes al numero 5 son las que presentan un menor peligro y a medida que

se reduce la categoria, aumenta la toxicidad. También, en la HDS se podra encontrar



informacidn sobre su ecotoxicidad, es decir, efectos adversos sobre el medio ambiente,
principalmente sobre el medio acuético; categorizandose segun el peligro al igual que en la
toxicidad aguda para humanos.®

A continuacion, se mencionan algunos desinfectantes de uso comun y sus caracteristicas,

mecanismos de accidn y datos de relevancia para su estudio:

4.2.2.1. Alcohol

Presenta un amplio rango de concentraciones disponibles, se utiliza para limpieza, se dice
que actlan como agente antimicrobiano de amplio espectro que incluye Mycobacterium
tuberculosis, hongos, virus y bacterias grampositivas y gramnegativas. Sin accion frente a
esporas, su mecanismo de accion es a través de la deshidratacion y desnaturalizacion de las
proteinas del microorganismo que esta atacando, esto a su vez conlleva a una disrupcion de
la integridad citoplasmética produciendo lisis celular e interferencia con el metabolismo
microbiano. Altas concentraciones del vapor pueden causar somnolencia, tos, irritacién de
los ojos y el tracto respiratorio, dolor de cabeza y sintomas similares a la ingestion, si llegara
a haber contacto con la piel puede causar resequedad o en los ojos irritacion, enrojecimiento,
dolor, sensacién de quemadura. Efecto maximo precoz (10 segundos), se considera con
efecto instantaneo.” Respecto a su toxicidad, se encuentra clasificado en la categoria
toxicologica 5 segun el GHS y categoria 2 para la irritacion ocular, mientras que su
ecotoxicidad no se encuentra establecida, pero se indica que no debiese tener efectos adversos

sobre el medio ambiente.®



4.2.2.2. Clorhexidina

Es el antiséptico de mayor efecto residual (5-6 horas) por su afinidad por la piel. La
clorhexidina es una biguanida cationica. Su accion microbicida se debe a la alteracion de
membrana microbiana y precipitacion de contenido celular. Mayor espectro sobre
grampositivos que sobre gramnegativos, su accion contra M. tuberculosis es minima, su
accion contra hongos es regular y muy buena contra la mayoria de los virus. No tiene
actividad sobre esporas. A pesar de su buena actividad antibacteriana, el inicio de accién es
intermedio con efecto méximo a los 3 minutos. (unidad de prevencion y control de
infecciones asociadas a la atencidn de salud, 2013) Segun su clasificacion GHS, se encuentra
en la categoria 2 para irritacion de piel y ojos y categoria 3 para su toxicidad en el sistema
respiratorio; mientras que para los organismos acuaticos y el medio ambiente se categoriza

con el nimero 1.%10

4.2.2.3. Glutaraldehido

Desinfectante de alto nivel, presenta buena compatibilidad con diversos materiales, toxicidad
sobre via respiratoria y cutanea, baja actividad sobre bacterias si no se utiliza con otros
productos. Bactericida de elevada potencia. Es activo frente a grampositivos, gramnegativos,
micobacterias, virus y algunos hongos. El tiempo de accién es rapido 20-45 minutos. Se
inactiva con la materia organica. Es irritante para la piel, 0jos y mucosa del tracto respiratorio.
Puede producir sensibilizacion, ya sea por contacto o inhalacion.*! Respecto a su toxicidad,
puede generar irritacion ocular y dérmica, ademas de ser levemente toxico para el medio

ambiente.?



4.2.2.4. Amonio Cuaternario

A menudo se consideran sustancias sin riesgos toxicos. Esto ha llevado a su uso generalizado
tanto en hogares como en instituciones de salud, a pesar de su espectro de actividades
bastante limitado (bacterias grampositivas y gramnegativas). Con respecto a su mecanismo
de accion, la porcion hidréfoba penetra en las membranas, mientras que el grupo polar
cationico se asocia con los fosfatos de los fosfolipidos, provocando alteraciones en dichas
membranas, reflejadas en la pérdida de su semipermeabilidad, con salida de metabolitos de
N y P desde el citosol. Es entonces cuando el detergente puede entrar al interior celular, con
un efecto secundario de desnaturalizacidn de proteinas. Su actividad se mejora a pH alcalino.
Su tiempo de accion es de 30 segundos. Son rapidamente bactericidas a concentraciones muy
bajas (del orden de una parte por millon, 1 ppm), siempre que en el material a tratar no exista
materia organica.'® Tienen baja toxicidad, por lo que se pueden emplear como desinfectantes
y antisépticos de la piel, ya que segln su categorizacion GHS, no debiese presentar sintomas
por inhalacion, ingestion ni contacto con la piel y solo se encuentra en la categoria 2 para
irritacion ocular. Respecto a su ecotoxicidad, es toxico para organismos acuaticos, pero no

se encuentra categorizado.'*

4.2.2.5. Hipoclorito de sodio

Los hipocloritos son los desinfectantes clorados mas ampliamente usados. Produce una
desinfeccion de nivel intermedio, es activo frente a bacterias grampositivo, gramnegativo,
virus, esporas y bacilo de la tuberculosis. EI tiempo minimo de accion es de 10 minutos.
Irritante para la piel y mucosas. Su ingestion provoca graves lesiones en la mucosa
esofagogastrica. Su mecanismo de accion no esta claro; se postula la inhibicién de algunas
reacciones enzimaticas, desnaturalizacion de proteinas y activacion de acidos nucleicos.
Tiene actividad residual, se inactiva frente a materia organica, corroe el material metéalico, es

inestable y pierde su eficiencia.'® Tiene categoria de toxicidad 1 al entrar en contacto con la



piel, las mucosas y las vias respiratorias, ademas de la misma categorizacion por su peligro

para el medio ambiente acuatico.®

4.2.2.6. Cavicide ®

Contiene alcohol al 17% y cloruro de bencetonio al 0,28%. Sus fabricantes aseguran que
elimina al menos 3 tipos de bacterias, virus como hepatitis B, C, VIH, virus sin envoltura,
micobacterias, esporas, hongos como Candida spp. y Aspergillus spp. Este compuesto es
compatible con materiales sintéticos, ademas de ser virucida. Su accién virucida se inicia
entre los primeros 30 segundos a 2 minutos de ser aplicado, mientras que su actividad
bactericida, fungicida y tuberculocida de 1 a 3 minutos después. El bencetonio o benzalconio
es un compuesto de amonio cuaternario (CCA) y su mecanismo de accion se ha atribuido a
la inactivacion de las enzimas productoras de energia, desnaturalizacion de las proteinas

celulares esenciales y la ruptura de la membrana celular.

Diversas bacterias gramnegativo pueden desarrollarse al desinfectar con este producto. En
1978, la Asociacion Dental Americana (ADA) elimind a los CCA, incluso al cloruro de
bencetonio, de su programa de aceptacion.’ Respecto a su toxicidad, se encuentra en la
categoria 2 solo para irritacion ocular y en la categoria 3 para su toxicidad en medio ambiente

acuéatico.'®

4.2.3. Clasificacion del material odontoldgico

Estos materiales son clasificados por la ADA (American Dental Association) como
instrumental critico, semi-critico y no critico; siendo estas agrupaciones las que indican el
método de desinfeccion de cada material. Los micromotores, contradngulos y turbinas
odontoldgicas son clasificados como semi-criticos, es decir que entran en contacto con

mucosas 0 piel expuesta y debieran ser esterilizados con calor entre todos los pacientes.6 La



norma anterior dice que existen cuatro tipos de esterilizadores de este tipo, siendo el mas
comun el autoclave a vapor, para el cudl se requiere utilizar entre 20 y 40 minutos de
funcionamiento de la maquina, ademas un tiempo de secado y enfriamiento que dependerd
del material esterilizado.'® La esterilizacion mediante autoclave consiste en destruir todos los
microorganismos, incluyendo esporas, ingresando el instrumental envuelto en un material
determinado al autoclave8, los cuales por lo general se utilizan a 121°C con vapor de agua
durante 30 o 40 minutos.?

A pesar de las normas anteriores, por motivos de tiempo y recursos, es muy comun tratar el
instrumental rotatorio odontolégico como instrumental no critico, ya que los fabricantes
aseguran que con una adecuada lubricacion un micromotor puede resistir 1.500 ciclos de
autoclavado, por lo tanto, si se esterilizara 8 veces al dia (aproximacion por cantidad de
pacientes atendidos en consultas y centros de salud) cada micromotor tendria una vida util
de 6 a 8 meses.?! Es por esto que generalmente se desinfecta con agentes quimicos, siendo el
etanol el mas coman y ha sido demostrado con estudios experimentales que su eficacia no es

la adecuada para evitar infecciones cruzadas en los pacientes.??

4.3. Compuestos bioactivos

4.3.1. Definicion

Los compuestos bioactivos son componentes externos que se cree que proporcionan nutricion
y salud. Se obtienen beneficios, tales como efectos antiinflamatorios y anticancerigenos. La
extraccion es el primer procedimiento para obtener los compuestos bioactivos, mezclando

con un solvente adecuado.®

Los compuestos bioactivos son, generalmente, metabolitos secundarios, como los &cidos
fenolicos y los flavonoides, que estan presentes en estructuras insolubles cerradas, lo que
hace que su extraccion sea un desafio. Hay muchos métodos de extraccion tradicionales

diferentes, como Soxhlet, reflujo térmico y maceracion. Este proceso de extraccion se puede



describir como un fendmeno de transporte de masa donde los componentes presentes en una

matriz se transfieren al disolvente.

En general, los compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos, son metabolitos
secundarios de las plantas, y estan presentes en niveles mucho mas bajos que las moléculas
constitutivas (lipidos, proteinas, carbohidratos y minerales). Muchos de estos compuestos

bioactivos pierden su actividad por degradacion térmica cuando son sometidos a calor.

La relacion entre el solvente y el compuesto bioactivo varia su rendimiento de extraccion
dependiendo de las proporciones que se utilicen en cada uno, se puede producir por ejemplo

una saturacion de solventes y rendimientos de extraccion mas bajos.?*

Existen diversos estudios que prueban la efectividad de compuestos bioactivos contra
microorganismos determinados, por lo que se puede tener una idea previa de aquellos

elementos naturales con potencial antimicrobiano, ejemplos de estos son:

4.3.1. Ajo

Estudios en Grecia demostraron una significativa actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli, bacteria que puede presentar resistencia antibiotica,?® si bien el estudio
mencionado se realizo con ajo que crecia en ese pais, existen otros hallazgos que demuestran
también la efectividad del extracto acuoso de ajo contra esta bacteria®®. También, se ha
demostrado mediante estudios de difusion su eficiencia en extracto acuoso y crudo contra
Pseudomonas aeruginosa.?’ Se han realizado estudios anteriores que también lo proponen

como un agente antimicrobiano.



4.3.2. Cebolla

Se ha comprobado que su efecto inhibe en méas de un 65% el crecimiento de Clostridium
dificile.?® Ademas, con diversas especies de cebollas se ha probado su potencial
antimicrobiano en Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Salmonella

typhimurium, logrando inhibir el crecimiento de todos estos microorganismos.®

4.3.3. Cardamomo

Si bien no ha sido muy estudiado, existe evidencia de que su aceite esencial actUa inhibiendo
el crecimiento de ciertas bacterias que producen gastritis, por lo que estd demostrado su

efecto antibacteriano.°

4.3.4. Eucalipto

Estudios demuestran que el aceite esencial de esta planta tiene accidén bactericida en
Enterococcus faecalis,! microorganismo patdgeno que es comin encontrar en la cavidad
oral. También se ha probado en Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, demostrandose que

puede ser un eficiente agente contra estos microorganismos. 2

4.3.5. Romero

Se ha estudiado su efecto antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans y Pseudomonas aeruginosa, patdgenos que pueden producir
infecciones a nivel de la cavidad oral, y los resultados indican que el extracto de romero

funciona para el control de estos microorganismos.®



4.3.6. Boldo

Se han estudiado sus propiedades y se ha logrado deducir que tiene una alta actividad
inhibitoria contra la ureasa de Helicobacter pylori, de esto se podria sugerir una posible

actividad antibacteriana hacia otros microorganismos.3*

4.3.7. Menta

Su aceite esencial presenta una actividad antimicrobiana moderada hacia bacterias
grampositivo y débiles en gramnegativo al trabajar con su concentracién minima
inhibitoria.®® No hay estudios actuales sobre la efectividad de sus extractos acuosos Y

etanolicos.

4.3.8. Manzanilla

Si bien no se conoce exactamente su mecanismo de accion, el extracto de manzanilla ayuda
a inhibir el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa,®® siendo un efectivo antibacteriano

contra este microorganismo.®’

4.3.9. Limo6n

Se probo un extracto comercial de limon que arrojé resultados de una gran actividad
antimicrobiana para Escherichia coli y varias cepas de Salmonella entérica,®® por lo que seria

interesante el estudio de la actividad antibacteriana de limones naturales.



4.4 Analisis de microorganismos

El tamafio y morfologia de las bacterias son caracteres determinados genéticamente para cada
especie. El tamafio de las células bacterianas se expresa en micrémetros, las bacterias en

general miden en promedio 1 0 2 pum de largo por 0.5 de ancho.

Se sugiere que la forma de una bacteria tiene relevancia bioldgica, un ejemplo muy claro de
esto es que, con un universo de formas para elegir, las bacterias individuales adoptan solo
aquellas que son adaptables a sus formas de vida. Por otro lado, algunas bacterias pueden
modificar su morfologia en respuesta a sefiales ambientales o durante el curso de la
patogénesis, lo que sugiere que la forma es lo suficientemente importante para su propia
regulacién. Las bacterias que no presentan una morfologia determinada, se les denomina
pleomorficos. Actualmente, existe un amplio rango de morfologias y agrupaciones
bacterianas que permite realizar aproximaciones iniciales al proceso de identificacion.
Podemos encontrar cocos individuales, en tétradas, en cubos, en cadena, en racimo; bacilos

individuales, en cadena, en empalizada, etc.

Por otra parte, existen metodologias muy simples fundamentadas en tinciones que permiten
realizar una separacion muy preliminar de las bacterias. La mas comdn e importante es la
tincion Gram que realiza una dicotomia bacteriana entre grampositivo y gramnegativo. Las
primeras, una vez finalizada la tincion, se observan de azul o violeta y las segundas de color

rojo o rosado.*

4.4.1. Taxonomia bacteriana

Se refiere a la clasificacion bioldgica de los microorganismos, incluye nomenclatura e

identificacion:



- Organizacion estructurada de los seres vivos en grupos también llamados taxones o
rangos. Esto dependiendo de su semejanza o parentesco evolutivo.
- Identificacion: Asignacion de un microorganismo a un grupo o taxén, mediante el

uso de diferentes metodologias de laboratorio.

Desde sus inicios la taxonomia bacteriana clasica ha utilizado aspectos morfoldgicos con
énfasis en la forma, agrupacion de células bacterianas, tamafio y afinidad tintorial al Gram;
aspectos nutritivos y fisiologicos remarcando aspectos de conservacion de energia, su
relacion con el oxigeno, tolerancia a la sal, y principalmente su capacidad para tolerar o
metabolizar diferentes fuentes de carbono, nitrégeno y azufre. A lo anterior se le ha
adicionado otros factores tales como susceptibilidad a los antibacterianos, presencia de

pigmentos, capacidad patogénica, entre otros.*

4.4.2. Factores de virulencia:

Corresponden a moléculas que producen los microorganismos para lograr colonizar un nicho

y aumentar su patogenicidad; entre estos factores encontramos:

4.4.2.1. Lipopolisacarido (LPS)

Es conocido como endotoxina bacteriana. Es indispensable para la supervivencia de las
bacterias gramnegativo dado que juega un rol fundamental en el mantenimiento y
organizacion de la membrana externa. EI LPS es una molécula anfipatica que contiene tres

regiones diferentes: el lipido A, el nicleo o core y el antigeno O.



4.4.2.2. Proteinas de membrana

Proteinas menores: denominadas asi por estar en menor cantidad, cumplen funciones

importantes en la vida bacteriana. Actian como canales especificos que permiten el
paso de ciertas moléculas como vitamina B12 quelatos de Fe, nucle6sidos, maltosa,
maltodextrinas, entre otras. Algunas sirven de receptores de bacteriéfagos. Algunas
presentan actividad enzimatica como fosfolipasa A y fosfatasa acida, También sirven

como receptores de diferentes bacteriocinas.

Proteinas mayores: son las que se encuentran en mayor cantidad en la membrana

externa. Las mas importantes son las porinas y la lipoproteina de Braun, esta Gltima
es la que se encuentra en mayor cantidad y cumple funciones estructurales y

estabilizadoras de la envoltura celular.

4.4.2.3. Presencia de enzimas:

Catalasa: es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias, la cual
descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en
forma de burbujas. La acumulacion de perdéxido de hidrégeno es toxica para los
microorganismos, por esto la mayoria de ellos tienen esta enzima que les permite

degradarlo.

Oxidasa: es una enzima llamada CitocromoC oxidasa, la cual es esencial en la cadena
de transporte de electrones para la respiracion celular, es por esto que se encuentra en

las bacterias aerobias.

Hemolisina: Es una enzima presente en algunas bacterias, responsable de realizar la
lisis de los gldbulos rojos (hemolisis), caracteristica que aumenta su patogenicidad en

algunos huéspedes.*



4.5. Pruebas microbioldgicas

Para la evaluacion de los métodos de desinfeccion, es necesario conocer en primer lugar
aquellos microorganismos contaminantes que se pueden encontrar en los micromotores, para
esto existen diversos medios de cultivo que sirven para identificar diversas caracteristicas de
las bacterias y pruebas bioquimicas primarias que guian la identificacion de los

microorganismos:

4.5.1. Medios de cultivo

Es todo sustrato estéril liquido o solido utilizado para el crecimiento, transporte o
mantenimiento de microorganismos; en caso de ser utilizado para crecimiento debe contener
los medios nutricios necesarios para la multiplicacion bacteriana, ajustados a diversas

caracteristicas adecuadas para la sobrevivencia de la especie.*°

4.5.1.1. Medios de cultivo fundamentales

Mantienen el crecimiento de muchos microorganismos y principalmente se utiliza agar base

y caldos peptonados.*

4.5.1.2. Medios de cultivo mejorados

Se corresponden con los anteriores, pero se le afiaden sustancias enriquecedoras como
sangre.*! Este es el caso del Agar Sangre humana al 5%; al afiadir esta sustancia se puede
determinar la capacidad que tiene el microorganismo de producir hemolisis, es decir lisis 0
destruccion de eritrocitos de la sangre, mediante una enzima llamada hemolisina.> Otro
ejemplo de este tipo de este tipo de medios es el Caldo Soya Tripticasa, el cual es una

combinacion de dos peptonas, caseina y soya, componentes que mediante el suministro de



nitrdgeno organico, aminoacidos y péptidos de cadena larga le hacen ser altamente
nutricional, permitiendo el crecimiento y la multiplicacion de un gran numero de
microorganismos. En el caso del Agar Soya Tripticasa, al mismo Caldo Soya Tripticasa se le

puede afiadir agar-agar al 1.5% para transformarlo en un medio sélido.*?

4.5.1.3. Medios de cultivo selectivos-diferenciales

Permiten el crecimiento de microorganismos especificos mediante uso de colorantes o
nutrientes especificos para cada uno. Entre los ejemplos de medios selectivos encontramos
el Agar MacConkey, en el cual se observa crecimiento de bacilos Gramnegativos.*® Esta
seleccion se logra mediante sales biliares y cristal violeta que inhiben a los microorganismos
grampositivos, ya que estas precipitan por accion de acidos. Ademas, se pueden diferenciar

determinados microorganismos entéricos que fermentan o no la lactosa.*?

Otro medio de cultivo selectivo es el Agar Mitis Salivarius, que se utiliza para el crecimiento
de varios estreptococos, principalmente de Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis y
Enterococcus faecalis, microorganismos que encontramos principalmente en la cavidad oral.
Este medio contiene caseina, la que mediante su digestion enzimatica proporciona
aminocidos, nitrégeno, carbono, minerales, vitaminas y otros nutrientes que sirven para el
crecimiento de los microorganismos; ademas se le afiade cristal violeta que inhibe el

crecimiento de la mayoria de las bacterias grampositivo, excepto los estreptococos.**

Entre estos medios también encontramos el Agar Telurito de Potasio; su funcionamiento
consiste en que las bacterias con capacidad de tolerar y reducir el telurito de potasio producen
colonias de color negro, mientras que la mayoria de los grampositivos no son capaces de
crecer debido al efecto toxico de este aditivo. Los microorganismos que este medio nos
permite diferenciar son los del género Enterococcus y es en base a la reduccion de telurito:
si crecen colonias negras corresponde a Enterococcus faecalis, si la colonia crece, pero sin

pigmento es Enterococcus faecium y para Enterococcus casseliflavus presenta una reaccion



variable. La identificacion de bacterias por este medio debe complementarse con otras

pruebas.®®

El caldo cloruro de sodio al 6,5% se utiliza para diferenciar los Enterococos del grupo D; ya
que interfiere en la permeabilidad de la membrana y los equilibrios osmoticos y

electrocinéticos de los organismos no tolerantes a la sal.*®

Otra opcion para realizar diferenciacion e identificacion bacteriana es el uso del Agar Bilis
Esculina, que sirve para obtener una identificacion presuntiva de estreptococos del grupo D,
es decir, enterococos. Esto se logra al incorporar en el agar extracto y peptona de carne como
compuesto nutritivo, ademas de esculina y bilis de buey; esta Gltima inhibe el crecimiento de
otros microorganismos, mientras que la esculina es hidrolizada por los enterococos,

generando un color en el agar que va de verde oliva a negro.*’

4.5.2. Pruebas microbiolGgicas primarias

Comprenden reacciones para determinar la presencia de enzimas o de caracteristicas basicas

del microorganismo.*® Entre estas encontramos:

45.2.1. Tincion de Gram

Facilita la observacion de las bacterias y las divide en grampositivo y gramnegativo.*® La
diferencia principal entre ambas se encuentra en que la pared celular de las bacterias
Gramnegativo esta constituida por una capa fina de peptidoglicano y una membrana celular
externa, mientras que las bacterias grampositivo poseen una pared celular gruesa constituida
por peptidoglicano, pero no cuentan con membrana celular externa. La técnica consiste en

que, con un asa en argolla estéril, se debe tomar una gota de agua destilada y llevarla a un



portaobjetos de vidrio; luego con la misma asa estéril se debe tomar una colonia y
homogeneizar con el agua en el portaobjetos y dejar secar. Una vez que esto ocurra, se debe
tefiir la muestra durante 1 minuto con cristal violeta, el cual tiene afinidad por el
peptidoglicano de la pared celular, después se debe lavar con agua de la llave, luego tefiir 1
minuto con lugol, que al tener yodo forma un complejo con el cristal violeta, impidiendo la
salida de este ultimo de la pared bacteriana; se debe volver a lavar, después se debe decolorar
la muestra con alcohol durante 30 segundos para deshidratar la pared bacteriana y cerrar los
poros de la misma, ademas de destruir la membrana externa de las bacterias Gram negativa.
Se realiza el ultimo lavado y finalmente se tifie durante 10 segundos con safranina que tifie
las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo, se lava y se espera el

secado para observar al microscopio con aumento 100x.>°

4.5.2.2. Prueba de Oxidasa

Se utiliza para determinar la presencia de la enzima que lleva el nombre de la prueba. Esta
enzima le sirve a la bacteria para utilizar el oxigeno y producir energia. Para realizarse se
utiliza papel filtro impregnado en un reactivo y en Citocromo-C; este Gltimo se agrega porque
en presencia de oxidasa, cambia la coloracion del papel debido a la reduccion del citocromo

por el oxigeno e indica el resultado de la prueba.*®

4.5.2.3. Prueba de Catalasa

Sirve para la deteccion de la presencia enzima catalasa en la estructura de la bacteria; esta
sirve como mecanismo de defensa del microorganismo contra las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y su funcion consiste en descomponer el peréxido de hidrégeno en oxigeno
y agua; cuando se pone en contacto la colonia bacteriana con una gota de perdxido de
hidrogeno, se generan burbujas por la reaccion, las cuales indican un resultado positivo de la

enzima.>?



4.5.3. Pruebas microbioldgicas secundarias

4.5.3.1. Prueba de Coagulasa

Se utiliza principalmente para diferenciar Staphylococcus aureus de otros del mismo género
bacteriano, ya que a diferencia de los demas, S. aureus es coagulasa positiva. Para realizar la
prueba se debe depositar plasma sanguineo en tubos de ensayo e inocular el microorganismo
en el plasma; aquellas bacterias coagulasa positiva producen una enzima llamada

plasmocoagulasa, la cual genera un coagulo en el plasma al inocular el microorganismo.*°

4.5.3.2. Prueba de Camp

Se realiza para identificar principalmente estreptococos del grupo B, gue se encuentran en el
tracto gastrointestinal y también Listeria monocytogenes, un bacilo grampositivo que se
puede encontrar en la misma zona. Estos microorganismos producen una proteina llamada
factor CAMP, la cual activa la beta lisina del S. aureus, mejorando su hemdlisis. Para realizar
la prueba se debe hacer una estria vertical con B lisina en Agar sangre y luego hacer estrias
perpendiculares con las bacterias que se quieren evaluar; aquellas que son positivas generan

una hemolisis en lazo de pajarita o punta de flecha.*®

5. METODOLOGIA

5.1. Obtencién de muestras



5.1.1. Toma de muestras

Previo a la obtencion de las muestras, se prepard agua peptonada al 0,1%, Agar Plate-Count

(para recuento bacterioldgico) y Caldo Soya Tripticasa.

En 80 micromotores y contraangulos listos para ser utilizados en pacientes de las Clinicas
Odontoldgicas de la Universidad de Talca y a punto de utilizarse en la atencién del siguiente
paciente, se determind la presencia de microorganismos contaminantes. Para ello, una
muestra de cada aparato fue obtenida utilizando una térula estéril previamente humectada
con agua peptonada al 0,1% estéril, la que fue frotada enérgicamente sobre la superficie del
micromotor y contraangulo; la persona que tomd las muestras lo realizé con guantes de vinilo
y cuidadosamente para no tocar la superficie antes de la toma de muestra. Las torulas se
mantuvieron en tubos con 4 ml de agua peptonada y se llevaron en menos de 30 minutos para
su andlisis. Posteriormente, cada una se utiliz6 para inocular diferentes medios de cultivos

solidos y liquidos.

5.1.2. Siembra de muestras

De cada tubo con 4 ml de agua peptonada que contenian las térulas con cada muestra, se
tomo6 1 ml. para el recuento sin dilucion (directo), 1 ml para el recuento con dilucién al -1y

2 ml. para un tubo con caldo soya donde ademas se dejé la térula correspondiente.

Para realizar la dilucion al -1, se homogeneiz6 el ml. de la muestra con 9 ml. de agua
peptonada estéril y de aqui se obtuvo 1 ml para el recuento y 1 ml para realizar la dilucion al

-2 con la misma técnica que la anterior.



De la muestra directa y ambas diluciones se llevd 1 ml a la placa de Petri para el recuento
bacteriano. Una vez que cada muestra fue depositada en las placas de Petri, estas fueron
rellenadas con 20 ml de Agar Plate-Count a 45°C en estado liquido y se homogeneizaron en
4 sentidos; una vez solidificado el medio, se invirtieron las placas y se incubaron a 37°C por
48 horas, al igual que los tubos con caldo soya para evaluar el posible crecimiento del

microorganismo en la cavidad oral de los pacientes.
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Figura 5: Mecanismo de siembra de muestras

5.2. Recuento de aerobios mesofilos (RAM)

5.2.1. Calculo de superficie



Se determind el area total del micromotor y contraangulo acoplados para realizarse

posteriormente el calculo de recuento en unidades formadoras de colonia (UFC) por cm2.

Para esto se dividieron los aparatos en cilindros y troncos de cono como indica la figura X.

y luego se calcularon y sumaron sus areas segun las siguientes férmulas:

Areade cilindro: 2trh + 2z r?

Area de tronco de cono: w [g (R+r) + R?+ 12

5.2.2. Recuento de colonias bacterianas

Luego de las 48 horas, se realizo6 el recuento de todas las placas y en el caso de las que se

contaron en dilucion, se multiplicé por el factor de dilucion correspondiente, segun el

siguiente esquema:
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Figura 6: Esquema con pasos a seguir para el calculo de RAM en unidades formadoras de colonia por cm?.

5.3. Aislamiento e identificacién bacteriana

5.3.1. Aislamiento bacteriano



Los tubos con caldo soya que fueron incubados a 37°C previamente, se sembraron en
pentadgono en placas de Agar Soya Tripticasa y estos se incubaron a la misma temperatura
anterior durante 24 horas. Pasado este tiempo se identificaron las distintas colonias
bacterianas, se aislaron en otras placas y cada una fue descrita macroscopicamente (segin su

morfologia) y rotulada.

5.3.2. Pruebas microbioldgicas primarias y secundarias

Las colonias aisladas fueron sometidas a pruebas microbioldgicas primarias y a partir de esto
se realiz6 su identificacion presuntiva. Las pruebas utilizadas fueron tincién de Gram, prueba
de oxidasa, prueba de catalasa y prueba de hemolisina; ademas de su caracterizacion

macroscopica.

5.3.2.1. Tincién de Gram

A cada microorganismo obtenido se le realizé esta prueba; una vez tefiidas las muestras se
observaron en el microscopio fueron con aceite de inmersion y un aumento de 100X para

registrar los resultados.

Se consideré como grampositivo aquellas que se observaron de color morado y como
Gramnegativo las que se tifieron de color rosa o rojo; ademas se observo y describid su

morfologia microscopica y la distribucion y organizacion.



Figura 7: Bacilos grampositivos aislados de instrumental estudiado.

5.3.2.2. Prueba de catalasa

En un tubo de ensayo se preparo perdxido de hidrogeno al 3% (1 ml de perdxido de hidrégeno
al 30% por 9 ml de agua destilada) y se depositaron gotas del peréxido de hidrégeno en
portaobjetos con una pipeta Pasteur estéril de vidrio y con estos mismos instrumentos se llevo
cada colonia aislada a las gotas del compuesto y se observd y registré la reaccion. Se
considerd como positivo aquella prueba que liberaba burbujas al depositar la colonia 'y como

negativa cuando no liberaba burbujas.

5.3.2.3. Prueba de oxidasa

Los discos preparados para realizar este test se ubicaron sobre portaobjetos y con pipetas
Pasteur estériles de vidrio se llevaron las colonias aisladas a los discos y se observd y registro
el cambio de coloracion de estos. Se consider6 como positivo cuando el color del disco

cambié de blanco a azul/morado y como negativo cuando no hubo cambio en la coloracion.



5.3.2.4. Presencia de hemolisina

Se prepararon placas con Agar Sangre humano al 5% segun las especificaciones del
fabricante y en cada placa se sembraron las colonias aisladas del Agar Soya y se incubaron a
37°C por 24 horas; luego de este tiempo se observaron y registraron los resultados. Se
consider6 como hemdlisis a aquella en que la colonia gener6 un halo de color verde en el
medio de cultivo; hemolisis £ cuando se produjo un halo completo alrededor de la colonia
que permitia ver directamente hacia el otro lado de la placa de Petri; y hemolisis y cuando las

colonias bacterianas crecen sin generar ruptura de glébulos rojos.

Figura 8: Resultados de prueba de hemolisina en Agar Sangre

5.3.2.5. Prueba de Coagulasa

Se distribuyeron 250 microlitros de plasma humano en tubos de ensayo estériles, luego en

cada tubo se inocul6 una bacteria cuyo Gram fuera cocaceas grampositivo en racimo, ademas



de un tubo control con Staphylococcus aureus y se dejaron los tubos incubando a 37°C
durante 8 horas; aquellos que dieron negativo se dejaron durante 18 horas. Pasado el tiempo

se revisaron los tubos y se consideraron positivos los que generaron un codgulo en el plasma.

5.3.2.6. Prueba de Camp

En placas con Agar Sangre de cordero se realizé una estria vertical con S. aureus beta lisina
positivo y luego estrias perpendiculares a la anterior con bacilos grampositivos en
empalizada. Se dejaron las placas incubando por 24 horas a 37°C y se consideraron como

Camp positivas aquellas bacterias que produjeron hemolisis en la interseccidn con la B lisina.

5.3.3. Identificacion bacteriana con medios de cultivo selectivos-diferenciales

5.3.3.1. Siembra en Agar McConkey

Se prepararon placas con el medio de cultivo segun indicaciones del fabricante y se
sembraron solo los bacilos gramnegativo segun el test de Gram. Se incubaron a 37°C durante
24 horas y posterior a esto se observo que colonias crecieron.

5.3.3.2. Siembra en Agar Mitis Salivarius

Se prepararon placas con Agar Mitis Salivarius segin especificaciones del fabricante y se
dividieron las placas en 8 secciones. Las bacterias que se sembraron en este medio de cultivo
fueron Cocaceas grampositivo con prueba de oxidasa y catalasa negativas. Una vez que se
sembraron todas las placas, se incubaron a 37°C por 24 horas y al pasar ese tiempo se

registraron aquellas cepas que si crecieron en el medio.



Figura 9: Resultados de siembra en Agar Mitis Salivarius

5.3.3.3. Siembra en Agar Telurito de Potasio

Se obtuvieron placas comercializadas con este medio de cultivo y se dividieron en secciones
para sembrar en cada una de ellas una cepa de las que crecieron en el Agar Mitis Salivarius.
Se incubaron durante 24 horas a 37°C y al pasar el tiempo se registré el color de las colonias

que crecieron.

5.3.3.4. Siembra en Caldo de cultivo Cloruro de Sodio al 6,5%

El caldo fue preparado segun lo indica el fabricante y se distribuy6 en tubos de ensayo
estériles; se llevaron las colonias bacterianas que crecieron en el Agar Mitis Salivarius con
torulas estériles y se dejaron en el caldo incubando a 37°C durante 24 horas. Una vez

transcurrido el tiempo se registraron las colonias que crecieron en el caldo.

5.3.3.5. Siembra en Agar Bilis Esculina

Se siguio con las instrucciones del fabricante para la preparacion del Agar, luego este se llevo

a tubos de ensayo estériles y en cada uno de ellos se sembrd con térulas estériles un



microorganismo gue se encontrara en el Agar Mitis Salivarius. Luego de incubarlos 24 horas

a 37°C se observo y registrd el crecimiento bacteriano en Bilis Esculina.

5.3.4. Identificacion bacteriana con sistema semi-automatizado

Para la identificacion de bacilos gramnegativos que crecieron en Agar McConkey, se utilizd

el sistema semi-automatizado Microscan autoSCAN-4 de la empresa Valtek.
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Figura 10: Placa con resultados de sistema semi-automatizado

5.4. Extraccion de productos bioactivos

5.4.1. Seleccion de productos

Se realizd una revision bibliografica que tuvo como objetivo conocer propiedades

antimicrobianas de diversos productos de origen natural; a raiz de esta se seleccionaron los

siguientes:



- Cebolla (Allium cepa): obtenida de la Region del Maule, en la zona rural de Talca.

- Ajo (Allium sativum): obtenido de la Region del Maule, en la zona rural de Talca.

- Manzanilla (Chamaemelum nobile): comprada en formato seco para infusiones en
Talca.

- Menta (Mentha): comprada en Supermercado Tottus.

- Limon (Citrus aurantiifolia): cultivado en la Region del Maule, en la zona urbana de
Talca. Para el estudio de este producto, se obtuvieron sus productos bioactivos de la
cascara y la pulpa por separado.

- Cardamomo (Elettaria cardamomum): obtenido de la Regién del Libertador General
Bernardo O’Higgins, en la zona rural de Rancagua.

- Eucalipto (Eucalyptus): se obtuvo de la Regidn del Maule, especificamente de aquel
que crece en los alrededores de lloca.

- Romero (Rosmarinus officinalis): obtenido de la Region del Maule, en la zona urbana
de Linares.

- Boldo (Peumus boldus): obtenido de la Region del Maule, en la zona urbana de

Linares.

5.4.2. Extractos acuosos

Se realizo el lavado de todos los productos seleccionados, se maceraron, pesaron y reservaron

en placas de Petri; todos estos procedimientos en condiciones estériles.>

Cada producto, previamente pesado, se llevé a un matraz de Erlenmeyer estéril, donde se
mezclé con agua destilada en una proporcion que fue de 1:2 a 1:10 dependiendo del producto
utilizado. Luego se dejaron los matraces el bafio termoregulado con agitacion sumergidos en
agua a 60°C a 100 rpm durante 1 hora; después se llevaron a una agitadora Tecnigen a 100

rpm a temperatura ambiente durante 24 horas.>



Figura 11: Preparacion de compuestos bioactivos en mezcladora

Posteriormente se filtré usando papel absorbente y lo obtenido se dej6 secar en placas de
Petri a 37°C hasta evaporar todo el liquido.>® Se obtuvieron los extractos secos y de cada uno
se pesaron 0,2 mg. que se disolvieron en 9 ml. de agua destilada y 1 ml. de dimetilsulfoxido
al 10% (DMSO). Esto se mantuvo refrigerado a 15-°C.>*

Figura 12: Filtracion de extractos con papel

5.4.3. Extractos etandélicos

Se realizé el lavado de todos los productos seleccionados, se maceraron, pesaron y reservaron

en placas de Petri; todos estos procedimientos en condiciones estériles.>?



Cada producto, previamente pesado, se llevd a un matraz de Erlenmeyer estéril, donde se
mezclo con etanol al 96% en la misma proporcion que los extractos acuosos segun cada
producto. Luego se dejo en la mezcladora a 100 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente
y posteriormente se filtrd usando papel absorbente y lo obtenido se dej6 secar en placas de
Petri a 37°C hasta evaporar todo el liquido. Se obtuvieron los extractos secos y de cada uno
se pesaron 0,1 mg. que fueron disueltos en 1 ml. de dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% y 9 ml.

de agua destilada. Esto se mantuvo refrigerado a -15°C.>

5.5. Pruebas de susceptibilidad en desinfectantes de uso frecuente y compuestos

bioactivos

5.5.1. Screening de compuestos bioactivos

De un total de 202 colonias bacterianas aisladas, se seleccion6 una muestra aleatoria de 20 y
se tomaron con una torula estéril que fue depositada en un tubo con 2 ml de Caldo Soya para
preparar el estandar 0,5 McFarland medido en espectrofotometro (absorbancia entre 0,05 y
0,1). Posteriormente se sembro6 en césped cada cepa en dos placas de Agar Soya Tripticasa
con 12 pocillos de 6 mm. de didmetro; estos se requerian para probar 10 compuestos

bioactivos acuosos y etandlicos, un control positivo y un control negativo.

Una vez sembrados los microorganismos, en cada pocillo se depositaron 50 microlitros de
cada uno de los extractos y de glutaraldehido para el control positivo y agua estéril para el

control negativo.

Se dejaron las placas incubando a 37°C durante 24 horas y luego se midieron los halos de

inhibicidn que logro cada compuesto.



Se midieron solo las placas que cumplian con los siguientes criterios de inclusion:

Crecimiento bacteriano visible.

Sin presencia de contaminacion bacteriana o micética en los pocillos.

Control positivo y negativo correctos.

Halos de inhibicion claros y medibles.

De las placas que se midieron, se seleccionaron aquellos que generaron halos de inhibicion

en alguna de las cepas para continuar trabajando con estos durante el estudio.

Figura 13: Placa con screening de compuestos bioactivos

5.5.2. Andlisis de la actividad antimicrobiana de productos quimicos

Para las 202 muestras de bacterias se prepard una placa con Agar Soya Tripticasa con 8
pocillos para probar los siguientes productos quimicos: Alcohol al 95%, Alcohol al 70%,
Amonio cuaternario, Clorhexidina al 2%, Hipoclorito de sodio al 5%, Glutaraldehido,
CaviCide, Agua estéril (control negativo). Para cada producto se selecciond una letra del

abecedario y las placas se rotularon con estas para llevar a cabo el experimento.



Producto quimico Cadigo

Clorhexidina 2%

Alcohol 70%

Hipoclorito de sodio 5%
Glutaraldehido

Amonio cuaternario

Alcohol 95%

CaviCide

Agua estéril (control negativo)

OGTTMmMmoOw>»

Tabla 1: Codificacion de desinfectantes quimicos de uso comin

Para cada cepa se realizé un inoculo en Caldo Soya con el estandar de McFarland al 0.5 y
estas se sembraron en las placas correspondientes con técnica de césped. Luego de esto se
depositaron en los pocillos correspondientes 50 microlitros de cada producto con una

micropipeta.

Se dejaron incubar las placas durante 24 horas y posterior a este tiempo se midieron y
registraron los halos de inhibicion, considerando que se cumplieran con los mismos criterios
de inclusion descritos en el punto anterior; se repitieron aquellas pruebas que no cumplian

con todos estos.



Figura 14: Placa con halos de inhibicién generados por productos quimicos

5.5.3. Analisis de la actividad antimicrobiana de productos bioactivos

Para cada cepa de bacterias se prepard una placa con Agar Soya Tripticasa con 12 pocillos
para los compuestos bioactivos seleccionados previamente y los controles. A cada

compuesto se le asignd un numero o letra que fue rotulado en las placas para su estudio.

Compuesto bioactivo Cddigo

Ajo etandlico I
Cardamomo etandlico I
Boldo etandlico 1l

Romero etandlico v
Eucalipto etanodlico Vil
Manzanilla etanolico Vil

Romero acuoso

Cardamomo acuoso

Eucalipto acuoso

Glutaraldehido (control positivo)
Agua estéril (control negativo) -

+ 0>

Tabla 2: Codificacidn de compuestos bioactivos

Para cada cepa se realizé un inoculo de Caldo Soya con el estandar de McFarland al 0.5 y
estas se sembraron en las placas correspondientes con técnica de césped. Luego de esto se
depositaron en los pocillos correspondientes 50 microlitros de cada producto con una

micropipeta.



Se dejaron incubar las placas durante 24 horas y posterior a este tiempo se midieron y
registraron los halos de inhibicidn, considerando que se cumplieran con los mismos criterios
de inclusion descritos anteriormente; se repitieron aquellas pruebas que no cumplian con

todos estos.

Figura 15: Placa con halos de inhibicion generados por compuestos bioactivos

5.6. Comparacion de actividad antimicrobiana

Teniendo todas las medidas de los halos de inhibicién, tanto de compuestos bioactivos como
de productos quimicos, se seleccionaron aquellos compuestos bioactivos con mayor
actividad antimicrobiana (halos de mayor diametro) y se calcul6 la media aritmética de todos
sus halos de inhibicion; lo mismo se hizo con los siete productos quimicos que se utilizaron

en las pruebas.
Posteriormente, se realizo la comparacion de las medias aritméticas entre:

- Compuesto bioactivo y producto quimico con mayor halo de inhibicion.
- Compuesto bioactivo con mayor y producto quimico con menor halo de inhibicién.

- Compuesto bioactivo con mayor halo de inhibicion y producto quimico menos toxico.



Todas estas comparaciones se evaluaron estadisticamente utilizando una prueba de analisis

de varianza unidireccional a un nivel de significacion de p <0,05.

6. RESULTADOS

6.1. Recuento de colonias bacterianas por placa
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Figura 16: Recuento de colonias por placa

En la figura 16 se observa la cantidad de colonias bacterianas que se obtuvo en cada una de

las 80 muestras obtenidas.

6.2. Recuento de aerobios mesoéfilos (RAM) por superficie
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Figura 17: Recuento de aerobios mesofilos

El grafico muestra el recuento expresado en Unidades formadoras de colonias por centimetro
cuadrado en las 80 muestras obtenidas de micromotores y contrangulos recién utilizados en

las Clinicas Odontoldgicas de la Universidad de Talca.

6.2. Microorganismos aislados agrupados segun Tincién Gram
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Figura 18: Microorganismos segun tincién Gram

De las 80 muestras obtenidas, se aislaron 202 colonias bacterianas distintas. El grafico
muestra la distribucion de microorganismos aislados de todas las muestras obtenidas, segun
su Tincion Gram.

6.3. Microorganismos agrupados segun pruebas microbioldgicas primarias
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Figura 19: Microorganismos segln pruebas microbiolédgicas primarias

En el gréfico se observa la distribucion de los 202 microorganismos aislados segun su tincion
de Gram, prueba de catalasa y oxidasa; a cada grupo de microorganismos se le asigné un

cddigo en base a sus resultados:

A) Cocéacea grampositivo (CGP), Catalasa positiva (C+), Oxidasa negativa (O-)
B) CGP,C(-),0 ()

C) CGP,C (+),0 (+)

D) Cocacea gramnegativo (CGN), C (+), O (+)

E) Bacilo grampositivo (BGP)

F) Bacilo gramnegativo (BGN)

6.4. Identificacién de microorganismos

Tabla 3. NUmero de cepas de microorganismos aislados segun método de identificacion.



NUmero de Microorganismo aislado

microorganismos

2 Stenotrophomonas malthophilia
4 Citrobacter freundii
2 Levaduras ambientales
122 Staphylococcus spp
2 Staphylococcus aureus
9 No enterococos
6 Enterococcus faecalis

En la tabla se observan los resultados de los microorganismos que se identificaron, segun el

mecanismo utilizado para ello.

6.5. Actividad antimicrobiana de productos quimicos



20,16

(0}

S
(o}
o
o
(%]
S
S
T
(S}
=}

8

0 5 10 15 20 25

Medida halos de inhibicién (mm)

Figura 20: Actividad antimicrobiana de productos quimicos

En la figura 20, se observa la actividad antimicrobiana de productos quimicos segun el
promedio de sus halos de inhibicion para todos los microorganismos aislados del
instrumental odontoldgico. La codificacion de los productos se encuentra en la Tabla 1

(pagina 45).
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Figura 21: Actividad antimicrobiana de productos quimicos en microorganismos agrupados segln Tincion

Gram.

Se observan los promedios de halos de inhibicion generados por productos quimicos,

distribuidos en sus resultados para:

Cocécea Grampositivo (CGP)

Bacilos Grampositivo (BGP)

Cocéceas Gramnegativo (CGN)

Bacilos Gramnegativo (BGN)



6.6. Actividad antimicrobiana de compuestos bioactivos
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Figura 22: Actividad antimicrobiana de compuestos bioactivos

En la Figura 21, se pueden observar los promedios de halos de inhibicién generados por
compuestos bioactivos en todas las bacterias aisladas de las muestras de micromotores y
contrangulos. La codificacion de los compuestos bioactivos se encuentra en la Tabla 2

(pégina 46).
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Figura 22: Actividad antimicrobiana de productos bioactivos en microorganismos agrupados segtn Tincion

Gram.

Se descartaron los compuestos bioactivos cuyo promedio de halo de inhibicién fue cero y se
graficaron aquellos que si tuvieron actividad, dividiendo ademas lo microorganismos

estudiados segin Gram:

Cocéceas Grampositivo (CGP)

Bacilos Grampositivo (BGP)

Cocaceas Gramnegativo (CGN)

Bacilos Gramnegativo (BGP)



6.7. Comparacion de Actividad antimicrobiana de productos quimicos y bioactivos

Tabla 4: Comparacion entre el producto quimico y compuesto bioactivo con mayor halo

de inhibicién.
Criterio de comparacion Compuesto Promedio halo = Valor p
inhibicion
Compuesto bioactivo con Extracto de 11,3mm
inhibicid eucalipto etandlico
mayor halo de inhibicion p 1 6157 %
Producto quimico con mayor | Hipoclorito de sodio 22,72 mm 0<0,05

halo de inhibicion y mas al 5%

toxico

En la tabla 4 se realiza la comparacion entre el mejor compuesto bioactivo, que a su vez es
el mas toxico de los estudiados, y el mejor producto quimico segun promedio de sus halos
de inhibicion y se calcula la significancia de la comparacion segin valor p, siendo el
Hipoclorito de sodio significativamente mejor que el extracto etandlico de eucalipto en los

microorganismos aislados.



Tabla 5: Comparacién entre el compuesto bioactivo con mayor halo y el producto

quimico con menor halo de inhibicion.

Criterio de comparacion Compuesto Promedio  halo Valorp
inhibicion
Compuesto bioactivo con Eucalipto etanolico 11,3 mm

mayor halo de inhibicion 1,40859 %

Producto quimico con menor = Alcohol al 70% 2,61 mm
p<0,05

halo de inhibicion

En la tabla 5, se muestra la comparacion entre el mejor producto bioactivo y el peor
compuesto quimico segun sus halos de inhibicién y se calcula significancia segun valor p,
teniendo medidas significativamente mayores el extracto etandlico de eucalipto que el

alcohol al 70% en las pruebas realizadas en los microorganismos aislados de micromotores

y contrangulos.



Tabla 6: Comparacion de compuesto bioactivo con mayor halo de inhibicion y producto

quimico con menor toxicidad.

Criterio de comparacion Compuesto Promedio  halo Valorp

inhibicién

Compuesto bioactivo con Eucalipto etandlico 11,3 mm

mayor halo de inhibicion 207757 26

Producto quimico con menor = Alcohol 4,15 mm (al 95%) | p<0,05
toxicidad (independiente de la

concentracion)

En la tabla 6 se compara el mejor compuesto bioactivo segln su halo de inhibicién con el
producto quimico de menor toxicidad y ecotoxicidad e indica el valor p para evaluar su
significancia. Se obtiene como resultado que el extracto de eucalipto etandlico es
significativamente mejor que el alcohol al 95% segun su actividad antimicrobiana en las

bacterias estudiadas.



7. DISCUSION

7.1. Recuento de microorganismos

Luego de la toma de muestras, se pudo observar la presencia de colonias bacterianas en los
micromotores y contraangulos estudiados, obteniéndose como resultado que todos ellos
tenian microorganismos en su superficie, los cuales pudiesen provenir del ambiente, de la
piel o guantes del operador, de la cavidad oral de los pacientes u otro tipo de contaminacion
que fuese externa al ambiente clinico y que, por lo tanto, no debiese estar presente en este
instrumental. Si bien se observo presencia de bacterias en todos los aparatos, para que el
recuento de aerobios mesdéfilos (RAM) se considere positivo, su valor debe ser de 1 0 més
unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC/cm?), segtn se indica en el
manual de microbiologia de Prescott,*® quien no clasifica el tipo de RAM para diferentes
ambientes, por lo que esta seria una medida que no necesariamente es compatible con lo que
debiese encontrarse en un area clinica, sin embargo, al no existir un estandar del recuento

para este tipo de superficies 0 ambientes, se pudiese utilizar lo indicado por Prescott.

En base a lo anterior, 26 de los 80 aparatos evaluados presentaron un recuento de
microorganismos positivo, es decir un 32,5%; cifra que, a pesar de ser inferior a la mitad, es
preocupante ya que permite cuestionarse si realmente las medidas de bioseguridad estan
funcionando o si se requieren nuevos protocolos o productos de desinfeccion que permitan
un uso mas seguro y adecuado de este instrumental. Si bien las normas técnicas de
esterilizacion y desinfeccion para entidades de salud como el MINSAL, no indican que este
material deba ser esterilizado, tampoco mencionan como debe manipularse para evitar la

presencia y transmision de microorganimos.®



En cuanto a los aparatos que presentaron recuento positivo (>1 UFC/cm?), todos estos se
encontraban preparados para ser utilizados en pacientes del Centro de Clinicas Odontoldgicas
de la Universidad de Talca (CCO), el cual cuenta con su propio manual de control de
infecciones; el que indica la “desinfeccion de todas las superficies con Amonio Cuaternario”
al preparar el box y recomienda la “limpieza de restos organicos y biomateriales
odontolégicos notorios con algodon y agua o alcohol”, esto debe realizarse luego del uso
entre pacientes, sin embargo, no especifica si los insumos utilizados en conjunto con los
desinfectantes deben estar estériles, la técnica que se debe utilizar para realizar la limpieza
de los instrumentos, el tiempo que se requiere para su desinfeccién ni la base tedrica para la
utilizacion de esos productos quimicos.> Por otra parte, en el Manuel del CCO se habla de
desinfeccion de superficies, sin embargo, el MINSAL define desinfeccion como
“eliminacion de carga microbiana”, y en el caso de la desinfeccion de bajo nivel como
“proceso de eliminacion a través de productos quimicos de formas vegetativas de bacterias,
algunos hongos y virus lipidicos, sin tener efecto sobre micobacterias y esporas”, lo anterior
quiere decir que en una superficie desinfectada no debiesen haber bacterias, pero segun se
pudo ver en el recuento, todos los aparatos tenian presencia de microorganismos, es decir
gue no se estaria cumpliendo con lo indicado en la normativa y, segln este estudio, se esta
dando atencién a pacientes con instrumental en el cuél no se han logrado los estdndares de

desinfeccion esperados.

Por otra parte, realizar la limpieza del micromotor y contrangulo con agua, en cualquier
centro que preste atencion odontoldgica, puede ser contraproducente, ya que existen diversos
estudios que demuestran la presencia de microorganismos que pudiesen ser patdgenos para
el paciente en las conexiones por las que llega el agua a la unidad dental, por ejemplo, segln
lo que en 2016 estudio Lizon®, se observaron en las conexiones de agua, recuentos de hasta
300 UFC/ml, ademas, de presencia de microorganismos patégenos como Legionella
pneumophila y Pseudomonas aeruginosa; esta informacion, ademas, se condice con el
estudio de Abdouchakour en 2015, " quien también detectd Pseudomonas aeruginosa en el
agua que llega a sillones dentales, ademas de otras bacterias oportunistas. En base a lo

anterior y a los resultados obtenidos en el presente estudio, seria necesario evaluar la



presencia de bacterias en las conexiones de agua del CCO, las que pudieran resultar
contaminantes, ademéas de patdgenas, para los pacientes tratados. En este contexto, se
debieran utilizar mecanismos para desinfectar las vias que llevan el agua al sillon y a todo el

box dental, manteniendo, de esta manera un adecuado control microbiolégico.

Considerando los resultados de las pruebas realizadas, en las que se obtuvieron,
principalmente, bacterias cocaceas grampositivo en racimo, catalasa positiva y oxidasa
negativa, cuya clasificacion primaria indicaria que pertenecen al género Staphylococcus, lo
que se repitid en diversos instrumentales, se podria pensar que se esta frente a contaminacion
producida por manipulacién de los instrumentos (transferencia por microbiota de la piel) o
por microorganismos del medio ambiente. Este tipo de microorganismos no debiese interferir
con la microbiota normal del paciente, sin embargo, segln estudios realizados por Marsh,®
si la contaminacion ambiental supera el umbral que el huésped puede tolerar, lo que
dependera del estado de su sistema inmune. Estas bacterias podrian generar una disbiosis en
la cavidad oral por competitividad entre microorganismos. En base a esto, en los resultados
obtenidos existen casos preocupantes, ya que el recuento de microorganismos, ademas de ser
positivo, se encuentra mas elevado que en la mayoria de las muestras. Segun la informacion
planteada y sin siquiera conocer la patogenicidad o factores de virulencia de los
microorganismos detectados, se pudiese llegar a producir disbiosis oral lo que podria inducir

a patologias dentales o periodontales.



7.2. ldentificacion y patogenicidad de microorganismos

En esta investigacion, a partir de contradngulos y micromotores utilizados en el CCO, se
detectaron enterococos que provienen del tracto gastrointestinal de humanos y animales.
Estos microorganismos son nocivos para la salud de las personas, al igual que los bacilos
gramnegativos fermentadores y no fermentadores como algunos coliformes fecales o C.

freundii, respectivamente.

Dentro de las especies mas patdgenas que se encontraron, se encuentra Enterococcus
faecalis. Esta corresponde al género Enterococcus siendo una cocécea grampositivo y
fermentativa. Principalmente podemos encontrarla en conductos radiculares con infeccion
persistente por fracasos endodonticos. Como también, ha sido posible aislarla, en menor
medida, desde infecciones endoddnticas primarias. Se ha visto que esta mas asociada a
patologias asintomaticas que a sintomaticas. Con respecto a si es un patégeno involucrado
en la etiologia de los fracasos endoddnticos o si es simplemente un colonizador que
aprovecha las condiciones del ambiente dentro de los conductos radiculares obturados, los
estudios no son concluyentes.® Estos enterococos también se pueden encontrar
abundantemente en las heces humanas y son responsables del 5 al 20% de endocarditis
adquirida en la comunidad.®® Una caracteristica de esta especie bacteriana es que es poco
resistente a variaciones de pH, por lo que para colonizar debe mantenerse en un pH neutro.

También se ha visto que puede resistir los altos niveles de hidréxido de calcio.5*

Los enterococos son microorganismos son capaces de trasmitir muy velozmente sus
mecanismos de resistencia, por lo tanto, pueden adquirir genes de virulencia, muy
rapidamente, a traves de plasmidos, intercambio cromosomico, ademas de poseerlos de

forma intrinseca, siendo mas dificiles de tratar.%?

Otra la de las bacterias méas nocivas que se observo fue la Citrobacter freundii, la cual esta

comunmente involucrada en enfermedades respiratorias, infecciones del tracto urinario,



infecciones intraabdominales, meningitis y bacteriemia adquirida en hospitales. Esta bacteria

también proviene del tracto digestivo, y es muy resistente a miltiples antimicrobianos.®?

Stenotrophomona maltophilia es un bacilo gramnegativo no fermentador, y al igual que las
bacterias mencionadas anteriormente, estd asociada a infecciones intrahopitalarias de
importancia en pacientes de alto riesgo, pudiendo generar bacteremias, infecciones urinarias
y neumonia, siendo esta ultima la que presenta mayor mortalidad y la segunda causa de
hospitalizacion en la UCI. 54 Estas bacterias tienen baja sensibilidad a un gran nimero de
antibidticos, por lo que son de dificil manejo, y mas aun si el paciente presenta un sistema
inmune deprimido. Esta bacteria puede permanecer de forma crénica en los pulmones como
un colonizador silencioso o invadir distintos tejidos, pudiendo ocasionar shock séptico y

muerte.®

Una persona portadora de estos microorganismos puede diseminarlos facilmente, si no se
siguen correctamente las normas de bioseguridad. Ademas, haberlas encontrado indica riesgo
de que existan otras bacterias del mismo tipo. Si se encuentran este tipo de bacterias puede

indicar una conducta repetitiva.5®

Como resultado de este estudio también se detect6 Staphylococcus aureus, siendo esta una
cocacea grampositivo, cuyo habitat natural es principalmente la cavidad nasal y sus mucosas,
por lo cual es més facil su transmision de esta hacia el instrumental que se utiliza en la cavidad
oral. Esta especie estd involucrada en diversas enfermedades desde infecciones cutaneas,
hasta celulitis o abscesos profundos. Recientemente, Garbacz, reporté6 cepas de
Staphylococcus aureus en estomatitis protésica, cuadro infeccioso cuya etiologia es

principalmente vinculada a Candida albicans.®’

7.3. Actividad antimicrobiana de productos quimicos y bioactivos



Se pudo observar que los productos quimicos utilizados en el estudio logran una mejor
desinfeccion que los compuestos bioactivos probados sobre los microorganismos aislados de
micromotores y contrangulos. Existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)
entre la actividad del hipoclorito de sodio al 5% (NaOCI) (producto quimico con mayor
actividad antimicrobiana de los estudiados), y el eucalipto etanolico (compuesto bioactivo
con mejor actividad antibacteriana). Lo anterior, puede deberse al amplio espectro de
microorganismos que logra inhibir el NaOCI, siendo no solo efectivo en microorganismos
ambientales, sino también, como demostraron Lineback en 2018 8y Eriksson en 2017 ,%° en
patdgenos como P. aeruginosa, que se puede encontrar en la cavidad oral o S. aureus que
puede presentarse en la piel, vias aéreas u otras zonas anatomicas. La informacion entregada
por estos cientificos, sirve para avalar los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que
el NaOCl, al igual que en investigaciones previas, fue efectivo tanto en microorganismos
ambientales, como en aquellos que pertenecen al microbioma oral y en los potencialmente

patdgenos.

Otras caracteristicas del hipoclorito de sodio son que es corrosivo, caustico y de olor
aversivo, como lo describié Campagna en 2016 '°; esto sumado a que es altamente toxico
para quien lo manipula y para el medio ambiente. Las anteriores son algunas de las razones
gue demuestran que su uso como desinfectante de superficies no es lo mas indicado, sino que
seria adecuado el uso de otro tipo de desinfectantes, idealmente bioactivos, para reducir el
factor de toxicidad y peligros para el paciente y operador. Al tener un excelente poder
antimicrobiano, el NaOCI es mas utilizado en odontologia para el trabajo en cavidades
estériles, principalmente en endodoncia, donde se debe siempre resguardar que este producto
no tenga contacto con las mucosas del paciente, lo anterior es debido a su citotoxicidad, que
ha sido testeada en diferentes estudios, como el de Ugur en 2018, * donde se compar6 con
una sustancia bioactiva que fue el propdleo, siendo el NaOCI mas tdxico y causando mayor
dafio oxidativo, sin embargo, el propdleo también presentd actividad antimicrobiana; estos
datos, al igual que en el de nuestro estudio, indican que si bien es dificil alcanzar el poder
antimicrobiano del NaOCI, existen productos mas naturales que podrian reemplazarlo para

evitar dafio en pacientes y operadores. Se han reportado muchos casos de reacciones a la



exposicion de hipoclorito en tratamientos endodonticos, ejemplos de estos casos se
encuentran en la revision sistematica de Guivarc'h, donde se expone que las complicaciones
pueden ir desde una inflamacion leve o severa hasta necrosis de mucosa y huesos por
quemadura quimica con NaOCI. "2 En base a esto, quienes trabajan en salud no pueden correr
el riesgo de generar dafio a ellos mismos o a los pacientes por posible contacto directo con el
hipoclorito, sobre todo al tratarse de instrumental que se encuentra en contacto direete tanto
con tejidos duros como blandos de la cavidad oral.

Respecto a los resultados expuestos de la actividad antimicrobiana de compuestos bioactivos,
se puede inferir que aquel que presenta una mejor actividad es el Eucalipto etandlico, ya que
logré generar halos de inhibicion en la mayor parte de los microorganismos estudiados, cuyo
promedio de didmetros superd a todos los otros compuestos. La actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de eucalipto ha sido probada por Rasool’”® tanto para bacterias
gramnegativo como para positivas, siendo estas ultimas las que presentan mayor sensibilidad
al compuesto; esta informacion se condice con los resultados del estudio realizado, ya que
como se puede observar en la Figura 22, los halos de inhibicién fueron de mayor diametro
en grampositivos, tanto cocaceas como bacilos. Cabe destacar, ademas, que el mayor
porcentaje de microorganismos aislados fueron grampositivos y que si bien el extracto
etanolico de eucalipto no logra la completa desinfeccion del instrumental, por su menor
accion contra gramnegativos, es un buen agente contra las otras bacterias, lo cual también
fue estudiado y demostrado por Silva en su estudio con Escherichia coli, Bacillus cereus,

Candida albicans y Candida parapsilosis.™

Al realizar la comparacion entre la actividad antimicrobiana del extracto de eucalipto
etanolico con el producto quimico con menor promedio de sus halos de inhibicion, es decir
el alcohol al 70%, también existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) que
pone al eucalipto por sobre el alcohol; ademas podemos agregar a esta informacion que el
alcohol a cualquiera de sus concentraciones es el producto quimico, de los que fueron
evaluados en el estudio, con menor toxicidad para el ser humano y con menor ecotoxicidad;

respecto a esto, no hay estudios que evallen la citotoxicidad del extracto etanolico de



eucalipto, sin embargo, en la revision sistematica de Dhakad’™ sobre la significancia
bioldgica, médica y toxicoldgica del eucalipto, no se observo toxicidad de la planta ni sus
aceites esenciales para el ser humano, pudiéndose deducir que su extracto tampoco debiera

ser toxico para quien este en contacto con este directamente o mediante superficies.

Si se compara el alcohol al 95%, que tuvo mejor actividad que en su concentracion mas baja,
con el eucalipto, de igual forma es este Gltimo el que tiene una actividad antimicrobiana
significativamente mayor (p<0,05) en los microorganismos estudiados. Si bien se podria
considerar que el uso de alcohol como desinfectante es poco riesgoso debido a que no supone
ningun peligro para quien lo manipule ni tampoco en las mucosas o tejidos de los pacientes,
el estudio de Morais en 2017 22 no lo recomienda para la limpieza de instrumental rotatorio,
debido a que después de realizar la desinfeccion por friccion con alcohol se observo
persistencia de microorganismos como bacterias, hongos y virus que debiesen ser eliminados
para lograr la desinfeccion, concluyéndose lo mismo en la revision sistematica realizada por
Ribeiro,”® donde se concluye que el alcohol logra eliminar en bajo porcentaje los
microorganismos presentes si no se realiza una limpieza previa. Al igual que en los resultados
obtenidos en estudios previos, durante la presente experimentacion el alcohol no presento
una buena actividad antimicrobiana sobre las bacterias aisladas, teniendo promedios de halos
inhibicion inferiores a todos los demas productos quimicos, tanto para grampositivo como
para gramnegativo e incluso obteniendo resultados significativamente menores que

compuestos bioactivos.

Es relevante considerar que el alcohol es el principal agente utilizado para la desinfeccion de
instrumental semi-critico en el recinto donde se realizd el estudio y en diversas clinicas
dentales y servicios publicos de slud, sin embargo, no existe una norma a nivel nacional o
internacional que sea igual para todos los centros que prestan servicios de salud respecto al
uso de alcohol como desinfectante y al modo de empleo de este producto. En un estudio
realizado por Pereira’’ se indica que la forma mas eficiente de realizar desinfeccion con
alcohol, es aplicandolo en la superficie vigorosamente durante 90 segundos con 3
repeticiones, esto debido a que se volatiliza rapidamente y que requiere tiempo de secado

entre aplicaciones; esta informacion esta basada en protocolos brasileros de desinfeccion, sin



embargo, ni el Ministerio de Salud de Chile ni en el CCO donde se obtuvieron las muestras,
esta estandarizado el modo de empleo de este producto, es por esto que se pudiese deducir
que la desinfeccion de material semi-critico, en este caso micromotores y contrangulos, no
se esta realizando de manera adecuada y hay microorganismos que persisten en la superficie
entre el uso con distintos pacientes, por lo que es fundamental el uso adecuado y

estandarizado de los desinfectantes que se decidan utilizar en odontologia.

8. CONCLUSION

El estudio realizado revela la importancia del manejo de instrumental odontoldgico semi-
critico, ya que, si bien no requiere ser esterilizado segln las instituciones encargadas de

normar estos actos, puede ser un foco de infecciones cruzadas entre pacientes y entre



operador y paciente. Es de gran importancia destacar que las tomas de muestra fueron
realizadas en las dependencias de una Universidad, donde los instrumentos son manipulados
y manejados por estudiantes que se encuentran bajo constante supervision de profesionales
de la salud, a raiz de lo cual se podria pensar que el control de infecciones debiese ser mas
estricto y minucioso. Es por esto que seria de gran interés extrapolar este estudio a servicios
de salud publicos y privados, donde el nimero de pacientes que se atiende por dia es mayor
que en un establecimiento educacional y donde no existen protocolos estandarizados para la

desinfeccion y uso de estos materiales.

Otro topico importante que fue estudiado, fue la eficiencia que tienen los desinfectantes de
uso comun sobre los microorganismos que se encuentran, generalmente, en el instrumental
odontolégico semi-critico, ya que los manuales de desinfeccion existentes indican cantidades
y tiempos arbitrarios para utilizar este tipo de productos. Es interesante observar que aquellos
agentes quimicos mas comunes, como el alcohol a distintas concentraciones, son los que
tienen un peor efecto antimicrobiano sobre los microorganismos de este estudio. Dado esto,
es sumamente necesario buscar opciones que ayuden a lograr una mejor desinfeccion y de
este modo brindar una atencién mas profesional, ética y correcta a todos los pacientes.
Mediante la experimentacion realizada se pueden sugerir productos que, generalmente,
encontramos en las clinicas odontoldgicas o servicios de salud publica con atencion
odontolégica y que, si bien no logran la esterilidad del instrumental, pueden generar un nivel
de desinfeccion mas elevado.

Como elemento final del estudio, se considera la toxicidad de los productos quimicos
utilizados para desinfeccion de instrumental, tanto para el medio ambiente como para el ser
humano, teniendo todos los desinfectantes de uso comun cierto grado de toxicidad que a
pesar de ser bajo en algunos casos, sera siempre mayor su impacto que aquel que puede tener
un compuesto bioactivo. Es por lo anterior, que con este estudio se logra sugerir un nuevo
desinfectante, el extracto etanolico de eucalipto, que pudiese tener menor impacto
medioambiental y también menores contraindicaciones al contacto con seres humanos, sin
embargo, al tener impacto principalmente en bacterias grampositivo, es necesaria la

realizacion de mas estudios que validen la informacion obtenida y también la prueba de otras



sustancias naturales de las que sea posible obtener compuestos bioactivos con una actividad

antimicrobiana adecuada para la desinfeccion de instrumental odontoldgico semi-critico.
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