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RESUMEN

Introduccion: Los compuestos naturales, en su mayoria de plantas, han sido el pilar de la
medicina tradicional durante miles de afios. El Allium sativum comdnmente llamado ajo
se utiliz desde la antigiiedad en aplicaciones culinarias y médicas. Contiene una sustancia
Ilamada alicina, que es equivalente a la penicilina, dicha sustancia puede destruir la pared
celular y la membrana celular de las bacterias. La Morinda citrifolia, es conocida también
como noni, Se ha planteado que el noni tiene efectos antimicrobiano, anticanceroso,
antioxidante, antiinflamatorio y analgésico. Los Extractos Hidroalcohdlicos son extractos
liquidos concentrados, obtenidos de la extraccion de una planta o parte de ella, utilizando
como solvente alcohol y agua. La bacteria Enterococcus faecalis se aisla tipicamente de
los conductos radiculares de dientes con enfermedad periapical persistente, su prevalencia
varia entre 24% y 77%. Su resistencia a los irrigantes y medicamentos antibacterianos
reside en su modo de crecimiento a manera de biopelicula en las paredes de los conductos
radiculares. Objetivo: Determinar la eficacia antimicrobiana in vitro de los extractos
hidroalcohdlicos de Allium sativum y Morinda citrifolia contra E. faecalis. Material y
métodos: El estudio es de caracter experimental. El universo fueron microorganismos
pertenecientes al género y especie E. faecalis; se realizo la recoleccion de la muestra
vegetal y la preparacién de los extractos por medio de extractor de vapor con el equipo
Soxhlet. Posteriormente se realizaron las pruebas de suceptibilidad con el método Kirby
Bauer y con el método Kelsey Maurer con los extractos en diferentes concentraciones
(25%, 50% y 75%), y en determinado tiempo (1, 2, 5, 10 y 20 minutos). Resultados: En
el método Kirby Bauer en el cual se colocaron los extractos puros se observaron halos de
inhibicion en el ajo, noni, hipoclorito de sodio y clorhexidina. En el método Kelsey
Maurer el ajo mostr6 inhibicién bacteriana a partir de la concentracion al 75% desde el
minuto 1. El noni mostro inhibicion bacteriana a partir de la concentracién al 25% desde
el minuto 5y en las concentraciones al 50 y 75% mostro actividad antibacteriana desde el
minuto 1. El hipoclorito de sodio y la clorhexidina mostraron inhibicion bacteriana en
todas sus concentraciones desde el minuto 1. Conclusion: Los extractos hidroalcoholicos
fueron efectivos contra E. faecalis y se sugiere seguir estudiandolos para verificar su

toxicidad y poder realizar pruebas y estudios en pacientes in vivo.



DEFINICION DEL PROBLEMA

El éxito del tratamiento endoddntico depende de varios factores tales como el acceso
hacia los conductos radiculares, la preparacion y la obturacion de estos, procedimiento
que debe complementarse con el uso de irrigantes, medicacion intraconducto y el sellado

hermeético, evitando asi un fracaso del érgano dental tratado.

En endodoncia, se utilizan diversas soluciones irrigantes para los conductos
radiculares, principalmente el hipoclorito de sodio, el cual posee alta eficacia
antimicrobiana, pero diversos estudios han confirmado que en altas concentraciones es

muy toxico para los tejidos.

El uso de soluciones irrigantes, ayuda a la eliminacion de las bacterias durante la
limpieza y conformacion del conducto radicular durante el tratamiento endoddntico,

creando asi un ambiente propicio para la reparacion de los tejidos periapicales.

Existen microorganismos que de una u otra manera persisten y resisten a la
desinfeccion intraconducto, uno de ellos es el Enterococcus faecalis, el cual se encuentra
comunmente en casos de infecciones endodonticas fallidas. Estudios recientes también
han demostrado que E. faecalis es altamente resistente a los medicamentos intraconductos

e irrigantes de uso comun.

Los productos a base de plantas se han utilizado desde la antigtiedad en la medicina
popular, involucrando tanto a las tradiciones medicinales orientales como occidentales.
Muchas plantas con propiedades bioldgicas y antimicrobiolédgicas han sido estudiadas ya

que ha habido un aumento relevante en la resistencia a los antibiéticos.

Histéricamente, los bulbos de Allium sativum (ajo) y Morinda citrifolia
comunmente llamada noni, se han utilizado medicinalmente como agente antimicrobiano,
desintoxicante, antioxidante, anticancerigeno, anticoagulante, antihipertensivo,

antibacteriano, antifngico, antiviral y antiinflamatorio.

La utilizacién de plantas en odontologia se ha vuelto mas populares debido a su
facil disponibilidad, rentabilidad, baja toxicidad, falta de resistencia microbiana y mayor

vida util.



Diversos estudios en Latinoamérica comprueban la eficacia de diversos extractos
hidroalcohdlicos contra microorganismos orales. En México no existen estudios acerca de

su eficacia contra el E. faecalis, utilizandolos como soluciones irrigantes.

De acuerdo con lo anteriormente descrito se plantea la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Los extractos hidroalcohdlicos de Allium sativum y Morinda citrifolia, tendran

actividad antimicrobiana contra E. faecalis?



REVISION BIBLIOGRAFICA

En el tratamiento de la patologia pulpo-periapical, uno de los objetivos
fundamentales del tratamiento endodoéntico, consiste en conseguir la maxima eliminacion

de los microorganismos residentes en los conductos radiculares de los dientes a tratar.

El medio que permite cumplir mayormente este objetivo es la combinacion de la
instrumentacién (limpieza mecénica de las paredes dentinarias internas del conducto
mediante instrumental endodéntico estandarizado) y la irrigacion de los conductos
mediante soluciones que posean capacidad antiséptica, pero que no sean excesivamente

irritantes para el tejido conectivo periapical (1).
MICROBIOTA DE LA CAVIDAD ORAL

Lamicrobiota de la cavidad bucal es compleja; esta compuesta por microorganismos
que ahi se desarrollan y sobreviven, sélo aquellos que pueden adherirse y permanecer en
la cavidad bucal tienen oportunidad de crecer, multiplicarse y establecerse; gran parte de
los microorganismos, se eliminan y sélo un pequefio porcentaje puede adherirse y persistir

en la microbiota bucal (2).

Los microorganismos han sido reconocidos durante mucho tiempo como la etiologia
primaria en el desarrollo de lesiones Oseas periapicales y el fracaso del tratamiento
endodontico, la reinfeccidn y la inflamacion periapical continua pueden ocurrir a partir de

bacterias residentes del sistema del conducto radicular y los tubulos dentinarios (2).

El éxito del tratamiento endoddntico depende de la eliminacion de la microflora
infecciosa del conducto radicular, sin embargo, los estudios demuestran que la
desinfeccion completa es dificil de lograr, debido a las complejidades anatomicas del
sistema de conductos radiculares. En la cavidad oral, comdnmente existen
microorganismos en comunidades complejas de biopelicula que son dificiles de erradicar
y a menudo son resistentes a los agentes antimicrobianos (2). Las bacterias en la
biopelicula pueden ser 10-1,000 veces mas resistentes a los efectos de los agentes

antimicrobianos que las bacterias planctonicas (3).



Los enterococos son cocos grampositivos y, debido a sus caracteristicas
morfoldgicas y genéticas, pueden resistir procedimientos intraconductos y antibioticos

sistemicos, incluso en condiciones ecologicas de estrés (4).
1. MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

La complejidad de una infeccion endodéntica depende de las propiedades de las
especies microbianas infectantes, de las condiciones de los tejidos de la pulpa y de los
factores de defensa del hospedador. Existen bacterias que prevalecen luego de realizar el

tratamiento endodontico (5).
1.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis se aisla tipicamente de los conductos radiculares de dientes
con enfermedad periapical persistente, en la que su prevalencia varia entre 24% y 77%
(6). Su resistencia a los irrigantes y medicamentos antibacterianos reside principalmente
en su modo de crecimiento como una biopelicula en las paredes de los conductos
radiculares. Los mecanismos de resistencia de E. faecalis son el resultado de cambios

fisioldgicos o estructurales en la célula bacteriana (3).

Generalmente se ha pensado que el E. faecalis posee varios factores de virulencia,
incluyendo enzimas liticas, citolisina, sustancias de agregacién, feromonas y acido
lipotéico, y que estos factores de virulencia juegan un papel clave en la supervivencia de
E. faecalis en el entorno del conducto radicular y lo hacen capaz de adherirse a la dentina
e invadir los tabulos dentinarios, este microorganismo es capaz de transferir estos rasgos
de virulencia entre las especies, lo que contribuye ain mas a su supervivencia y a su
capacidad de causar enfermedades. Ademas, los genes de resistencia pueden ser inducidos
y transferidos entre bacterias, lo que conduce a una mayor resistencia microbiana a los
antibioticos (3,7).

Kishen et al. destacaron la secuencia de eventos en la interaccién de la biopelicula
del E. faecalis con un sustrato dentinario. Esta bacteria formé primero una biopelicula en
la dentina del conducto radicular y luego indujo la disolucién de la fraccion mineral de la
dentina. La capacidad del E. faecalis para formar biopeliculas puede ser un factor que

contribuya a su persistencia después de los tratamientos endodénticos (8).



SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Una gran variedad de agentes antimicrobianos se utiliza para el control de los
microorganismos bucales relacionados con la formacion de la biopelicula de placa dental.
El control quimico de la placa organizada resulta poco efectivo ante la resistencia que
opone esta verdadera biopelicula a la accion de los antimicrobianos (9).

2.1 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es el irrigante de conductos radiculares mas utilizado. Se ha
utilizado en diluciones que van del 0,5% al 5,25%. Disuelve el tejido vital y necrético al
descomponer las proteinas en aminoacidos. Es un bactericida de elevada potencia y
amplio espectro antimicrobiano, su efectividad antibacterial depende de su concentracion
(10,112).

La disminucion de la concentracion de la solucién reduce su toxicidad, su efecto
antibacteriano y su capacidad de disolver los tejidos. EI aumento de su volumen o su
calentamiento aumenta su eficacia como irrigante del conducto radicular. El hipoclorito

de sodio actla inhibiendo las reacciones enzimaticas y desnaturalizando las proteinas (11).
2.2 Clorhexidina

El gluconato de clorhexidina se ha utilizado durante los Gltimos 50 afios para la
prevencion de caries, en la terapia periodontal y como enjuague bucal antiséptico oral.

Tiene una accion antibacteriana de amplio espectro, accion sostenida y baja
toxicidad. Debido a estas propiedades, también ha sido recomendado como un potencial
irrigante del conducto radicular. Las principales ventajas de la clorhexidina sobre el
NaOCI son su menor citotoxicidad y que no presenta mal olor, ni mal sabor. Sin embargo,
a diferencia del NaOCI, no puede disolver las sustancias organicas, ni los tejidos
necroticos presentes en el sistema de conductos radiculares. Ademas, al igual que el

NaOCl, es incapaz de destruir todas las bacterias y eliminar el barrillo dentinario (12,13).



Tabla 1. Caracteristicas de un agente antiplaca ideal (5,10).

a) Debe eliminar rapidamente la placa organizada

b) Debe inhibir la formacién de nueva placa

C) No debe ser toxico

d) No debe poseer efectos secundarios adversos

e) Debe tener caracteristicas organolépticas aceptables

f) Debe poseer sustantividad

9) No debe ser inactivado por productos de los microorganismos o del
hospedador

h) No debe generar resistencia bacteriana

1) Debe alterar en forma minima la microbiota asociada con la salud

J) No debe ser carcinogénico

PLANTAS UTILIZADAS EN MEDICINA

Los compuestos naturales en su mayoria de plantas, han sido el pilar de la medicina
tradicional durante miles de afios. También han sido la fuente de compuestos para la
medicina moderna. Las propiedades medicinales de las plantas estan descritas en tablillas
de arcilla asiria fechadas alrededor del afio 2000 A.C, también han sido documentadas en
la cultura egipcia, en el Ayurveda indio, en la medicina tradicional china y en varios

documentos europeos (14).
3.1 Allium Sativum (ajo)

El ajo es una de las especias comunes de los alimentos, que se utiliza como un
medicamento herbolario para la prevencién y el tratamiento de las enfermedades,
incluidas varias enfermedades infecciosas. Se utiliz6 desde la antigiiedad en aplicaciones
culinarias y médicas (15). Es un fuerte agente antibacteriano y actta como inhibidor, tanto
de las bacterias Gram positivas como de las bacterias Gram negativas (16). Hace
aproximadamente 3000 afios, el ajo era utilizado para combatir los parasitos y prevenir
epidemias (15). El principal componente antimicrobiano del ajo se ha identificado como

el compuesto de azufre oxigenado di-propenil tiosulfinato, al que se le suele denominar

6



alicina (16). La alicina puede destruir la pared y la membrana celulares de las bacterias

del conducto radicular (15).

La actividad de la alicina ha sido investigada contra un amplio rango de bacterias
gram-positivas y gram-negativas, la alicina no estd presente en el diente de ajo fresco,
pero se libera después de aplastar y picar con la actividad de la enzima alliinasa. Los
aliolos, componentes del ajo, incluyen principalmente los cisteinesulféxidos. La
conversion de la aliinasa en alicina por los cisteindxidos se transforma en tiosulfatos, que
son volatiles y lacrimogenos (17). Se demostr6 que la alicina, un compuesto
organosulfarico que previene la biosintesis de lipidos, dafia la pared de la célula de
Candida albicans y causa inhibicion de la sintesis de ARN de las bacterias (18). Las
actividades antimicrobianas de la alicina y el extracto de ajo mostraron un amplio espectro
contra Micobacterias, Fotobacterias, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Estafilococo,
Escherichia, Helicobacter, Clostridium, Criptocariocario, Klebsiella y especies de
Bacilosis (19).

3.2 Morinda citrifolia (noni)

La Morinda citrifolia, de la familia Rubiaceae, es conocida también como noni y a
todas las partes de la planta como el fruto, hojas, flores, corteza y raices se le han atribuido
usos medicinales. Las hojas y el fruto han sido utilizados por mas de 2 000 afios para el
tratamiento de la artritis, para reducir diferentes tipos de dolor, asi como para tratar varias
enfermedades. Se ha planteado que el noni tiene efectos antimicrobiano, anticanceroso,

antioxidante, antiinflamatorio y analgésico (20).

Singh et al. en 2019 determinaron que existe efecto antimicrobiano contra E.

faecalis con el extracto de Morinda citrifolia en concentraciones elevadas (21).

Chaitanya et al. en 2016 encontraron inhibicidn de crecimiento de E. faecalis con

extractos hidroalcohdlicos de Morinda citrifolia (22).



HIPOTESIS

Los extractos hidroalcohdlicos de Allium sativum y Morinda citrifolia tienen

efecto bactericida contra E. faecalis.



JUSTIFICACION

El tratamiento de las enfermedades infecciosas bucales es complejo, la utilizacién
de antisépticos y desinfectantes para el control de diferentes agentes infecciosos y
contaminantes aun presenta inconvenientes; ademas, se ha descrito la resistencia adquirida

por las bacterias ante los farmacos.

En afos recientes, se ha dirigido la atencion hacia las plantas quienes producen
diversos metabolitos secundarios, algunos de ellos con actividad antimicrobiana,

considerandose una fuente importante para el hallazgo de nuevos agentes terapéuticos.

Diversos estudios en Latinoamérica comprueban la eficacia de diversos extractos
hidroalcohdlicos contra microorganismos orales. En México existen pocos estudios acerca

de la eficacia de soluciones irrigantes contra el E. faecalis.

Este estudio brindara la oportunidad de conocer y poder utilizar soluciones irrigantes
alternativas con baja toxicidad para el huésped y alta eficacia contra los microorganismos

patdgenos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia antimicrobiana in vitro de los extractos hidroalcohdlicos de
Allium sativum y Morinda citrifolia contra E. faecalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener los extractos hidroalcoholicos de Allium sativum y Morinda citrifolia.

2. Determinar la actividad in vitro del extracto hidroalcohélico de Allium sativum
contra E. faecalis.

3. Determinar la actividad in vitro del extracto hidroalcohélico de Morinda citrifolia
contra E. faecalis.

4. Comparar la actividad in vitro de los extractos hidroalcohélico de Allium sativum

y Morinda citrifolia con la solucion de hipoclorito de sodio y clorhexidina al 2%
en diferentes concentraciones.
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DISENO DE ESTUDIO: Experimental, longitudinal y prospectivo.

MATERIAL Y METODOS

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICOS

Objetivo

Nombre de Tipo de dicad Escala de Anélisis
variable variable Indicador medicion & | estadistico
cumplir
Actividad Dependiente | Capacidad del | Cualitativa | Objetivo | Descriptivo
antimicrobiana extracto en #2y #3
eliminar o Chi
inhibir el - Presencia cuadrada
crecimiento - Ausencia
bacteriano que | de
se desarrolla crecimiento
en un medio bacteriano
dado
Tiempo Independiente | Tiempo de Cualitativa | Objetivo
accion de las #2, #3 'y
soluciones Minutos #4
Extractos Independiente | Comparar Cualitativa | Objetivo
hidroalcohdlicos actividad #2, #3 'y
y controles antimicrobiana | Porcentaje | #4
positivos en con las
concentraciones diferentes
al 25,50y 75% soluciones
irrigantes
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POBLACION DE ESTUDIO
1. UNIVERSO
Microorganismos pertenecientes al género y especie E. faecalis.

METODOLOGIA

Recoleccion de la muestra vegetal
Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos

Se recolectaron los dientes de ajo y el fruto del noni, se separaron las sustancias
extrafas tales como particulas de tierra y hojas pegadas al fruto y se procedié a lavar el

material vegetal con agua potable a chorro y después con agua destilada.

Se descartaron las muestras vegetales que no reunieron las caracteristicas
necesarias para su utilizacion, tales como dientes de ajo o partes del noni que se

encontraron dafiados o en proceso de descomposicion.

La obtencidn de los extractos se realizé mediante un proceso de extraccion solido-

liquido utilizando un equipo de extraccion continua tipo Soxhlet de 250mL de capacidad.

Figura 1. Extractor soxhlet
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Se pesaron 25gr de ajo y 25 gr de noni, se extrajeron los compuestos secundarios
con 200mL de metanol al 98% por el método de extraccidn continua con el extractor tipo
Soxhlet (23).

Figura 2. Pesaje del noni

Posteriormente se evapord el metanol de los extractos obtenidos mediante la
colocacion de los mismos en una estufa de calor controlada a una temperatura de 50°C
por 48 horas. Una vez evaporado el metanol se realizo una filtracion de los extractos por
medio de un filtro de membrana de 0.45 um para la eliminacion de particulas. Todo lo
anterior fue realizado bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Los

extractos permanecieron en refrigeracion hasta su uso.

Figura 3. Filtracién de los extractos de ajo y noni
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Figura 4. Extractos de ajo y noni filtrados

Obtencidn de la cepa de E. faecalis

El material microbiologico perteneciente al género y especie E. faecalis fue
donado por el laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion Regional Dr.

Hideyo Noguchi.
Recuperacion de las cepas

Se sembraron alicuotas de las cepas conservadas en congelacion en caldo soya
tripticaseina (TSB) y se incubaron de 4 a 6 horas a 37°C.

Una asada de este crecimiento se inoculd directamente en cajas con agar soya
tripticaseina (TSA) y se incubaron durante 24 horas a 37°C en condiciones aerébicas. A
las colonias sugestivas de Enterococcus se les realizaron las pruebas bioquimicas

recomendadas por la American Society for Microbiology (24).
Pruebas bioquimicas de identificacion:

Para poder determinar las caracteristicas especificas metabdlicas de la bacteria, se
realizaron pruebas bioquimicas de identificacion para E. faecalis. Las pruebas de

identificacion realizadas se enlistan en la tabla 2.
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Tabla 2. Pruebas bioquimicas de identificacion utilizadas para la caracterizacion
fenotipica de E. faecalis

PRUEBA BIOQUIMICA INDICADOR

Prueba de Catalasa Respuesta positiva (burbujeo)

Siembra en caldos de cultivo adicionado Cambio de coloracién del medio de cultivo
con azuUcares al 6.5% (Manitol, Sacarosa,
Sorbitol)

Siembra en caldo de cultivo adicionado Cambio de coloracién del medio de cultivo

con telurito al 0.4%

Siembra en caldo de cultivo adicionado Presencia de Turbidez
con 6.5% de cloruro de sodio

Fuente: Juliet I. Chrystal. Estudio de susceptibilidad in vitro de Enterococcus spp. Rev.
chil. infectol (25).

Meétodo de difusion en agar (Método Kirby-Bauer)

.- Preparacion del indculo

De las cepas identificadas como E. faecalis, se tom6 una asada, se sembré en 5 mL
de caldo Mueller Hinton (M.H.) y se incub6 a 37°C durante 2-3 horas. Pasado el tiempo
de incubacién se ajustd la densidad a una turbidez equivalente a la del tubo 0.5 del
nefelometro de Mac-Farland (esto equivale a una concentracion aproximada de 1.5x108

UFC/mL), utilizando solucion salina estéril (26).
Inoculacion del agar Mieller Hinton

Se sumergio un aplicador de algodon esteril dentro de la suspension del caldo
bacteriano (M.H.), (se colocé el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo y
se roto contra las paredes del mismo para remover el exceso del indculo) y se sembro el

indculo uniformemente sobre la superficie del medio con el aplicador. Haciendo esta
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siembra en tres direcciones. Se dejé reposar la placa 5 minutos a temperatura ambiente

para que se seque el inoculo.

Figura 5. Inoculacion de la placa

Figura 6. Colocacion de los compuestos estudiados

Después se procedio a depositar 10 microlitros de los extractos al 100% de
concentracion (noni y ajo) y de las soluciones control (hipoclorito de sodio al 5.25%,
clorhexidina al 2% y solucion salina), dejando entre cada inoculo un espacio para evitar
que las zonas de inhibicion queden sobrepuestas. Se dejaron secar los indculos y se
incubaron las cajas a 37°C en condiciones aeroébicas. Las cajas fueron revisadas después
de 16-24 horas de incubacion, con el objetivo de observar halos de inhibicion con las
soluciones probadas.

Método Kelsey Maurer

En tubos de microcentrifuga (Eppendorf®) con capacidad de 1.5mL, se prepararon
las siguientes diluciones; 25%, 50% y 75%, de los extractos (noni y ajo) y de las
soluciones control (hipoclorito de sodio al 5.25%, clorhexidina al 2%), utilizando como
diluyente caldo M.H.
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La preparacion del inoculo bacteriano se realiz6 como se menciond previamente
(preparacion del indculo). Después se procedio a diluir la suspension bacteriana a 107

UFC/mL (1:10) quedando lista para usarse como inoculo final.
Evaluacion de la inhibicion bacteriana.

En un tubo Ependorf®de 1.5mL se depositd 90 microlitros del extracto de noni al
25% y se le agrego 10 microlitros del in6culo diluido y se mezcl6 en vortex, se dejo
reposar 1 minuto, para posteriormente tomar 10 microlitros y sembrarlo en agar MH. Se

incubd a 37°C durante 24 horas para evaluar la presencia o ausencia bacteriana.

Los dos extractos fueron evaluados de la misma forma anteriormente mencionada,
en sus diferentes diluciones (25%, 50% y 75%) y con diferentes tiempos (1, 2, 5, 10 y 20
minutos), utilizando como controles positivos (hipoclorito de sodio y la clorhexidina) y
como control negativo solucién salina estéril. Después de cada exposicion bacteriana se
sembré un indculo de 10 microlitros en agar MH. Ademas, se sembré un agar MH con el

inoculo inicial utilizado (10" UFC/ML). La prueba se realizo por triplicado.

Tabla 3. Volimenes utilizados para obtener las diluciones de los extractos, controles
positivos y control negativo. Ademas de la cantidad de indculo bacteriano.
Extractos y

Caldo MH (cbp) In6culo bacteriano Concentracion
controles
25 pl 65 pl 10 pl 25%
50 pl 40 pl 10 pul 50%
75 ul 15 pl 10 pl 75%
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RESULTADQOS

En el presente estudio se evalué la capacidad bactericida de los extractos
hidroalcohdlicos in vitro de ajo (Allium sativum) y noni (Morinda citrifolia), contra el
Enteroccocus faecalis por dos métodos (método de Kirby-Bauer y el método de Kelsey
Maurer). Utilizando como controles positivos las soluciones de hipoclorito de sodio y

clorhexidina, y como control negativo solucion salina estéril.

En el método de Kirby-Bauer se observd inhibicion bacteriana en hipoclorito y en
la clorhexidina los cuales fueron utilizados como controles positivos, en la solucion salina
no se observo inhibicion (control negativo). Para los extractos utilizados, en el noni se
observd inhibicion bacteriana y en el ajo se pudo apreciar una ligera disminucion en la

densidad bacteriana (figura 7).

Figura 7. Halos de inhibicion bacteriana

Utilizando el método de Kelsey Maurer, donde se evalu6 la capacidad bactericida
de los extractos a diferentes concentraciones (25%, 50% y 75%), contra el Enterococcus
faecalis a diferentes tiempos de exposicion (1, 2, 5, 10 y 20 minutos) se pudo observar lo
siguiente: En la dilucion de los extractos hidroalcohdlicos al 25%, el de ajo no mostré
inhibicidn de crecimiento bacteriano en ninguno de los tiempos establecidos (1, 2,5, 10y
20 minutos), el extracto de noni mostro inhibicion a partir del minuto cinco y respecto a
las soluciones de hipoclorito y clorhexidina mostraron inhibicion en todos los tiempos

establecidos.
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Ajoal 25% Noni al 25% Clorhexdina al 25% Hipoclorito al 25%
durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos

O O 0 ¢

® Inhibié  ® No inhibié ® |nhibié  ® No inhibid ¥ Inhibié  ® No inhibié ¥ Inhibié ® No inhibié

Figura 8. Actividad Antimicrobiana en dilucion al 25%

Al hacer el andlisis estadistico por el método de Chi cuadrada, este no procedid
debido a que no hubo variacion entre las réplicas de los tratamientos generando un

comportamiento constante en la respuesta.

En la dilucion de los extractos al 50%, el extracto de ajo no mostré inhibicion de
crecimiento bacteriano en ninguno de los tiempos establecidos, el extracto de noni mostro
inhibicidn de crecimiento bacteriano en todos los tiempos establecidos al igual que las

soluciones de hipoclorito de sodio y clorhexidina.

Ajoal 50% Noni al 50% Clorhexidina al 50% Hipoclorito al 50%
durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos

® Inhibié  ® No inhibié ® Inhibié  ® No inhibié ® Inhibié  ® No inhibié ® Inhibié  ® No inhibié

Figura 9. Actividad Antimicrobiana en dilucion al 50%

En la dilucion de los extractos al 75%, el extracto de ajo mostr6 inhibicién de
crecimiento bacteriano a partir del minuto uno y en todos los demas tiempos establecidos,
el extracto de noni también mostrd inhibicion de crecimiento bacteriano en todos los

tiempos establecidos, al igual que las soluciones de hipoclorito de sodio y clorhexidina.
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Ajoal 75% Nonial 75% Clorhexidina al 75% Hipoclorito al 75%

durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos durante 20 minutos
= Inhibié  ® No inhibio = Inhibié  ® No inhibio = Inhibié  ® No inhibio = Inhibi6 = No inhibio

Figura 10. Actividad Antimicrobiana en dilucién al 75%

Tabla 4. Concentraciones de extracto de ajo expuesto a un indculo bacteriano a diferentes
tiempos.

Extracto de ajo Tiempo en minutos

2 5 10 20
25% + + + + +
50% + + + + +

75% - - - - -
Actividad antimicrobiana (+) No inhibicion, (-) Inhibicion

Figura 11. Extracto de ajo al 25%, A) 1 minuto, B) 2 minutos, presencia de crecimiento
bacteriano

20



Figura 12. Extracto de ajo al 75%. A) 1 minuto, B) 5 minutos, ausencia de crecimiento
bacteriano

Tabla 5. Concentraciones de extracto de noni expuesto a un inoculo bacteriano a diferentes
tiempos.

Extracto de noni Tiempo en minutos

2 5 10 20
25% + + - - -
50% + - - - -
75% - - - - -

Actividad antimicrobiana (+) No inhibicion, (-) Inhibicion
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Figura 13. A) extracto de noni al 25%, 2 minutos; Presencia de crecimiento bacteriano,
b) extracto de noni al 25%, 5 minutos; Ausencia de crecimiento bacteriano

Figura 14. A) extracto de noni al 50%, 1 minuto; B) extracto de noni al 75%, 1 minuto;
Ausencia de crecimiento bacteriano
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DISCUSION

Son escasos los estudios de Allium sativum y Morinda citrifolia, frente al E. faecalis,
pero se han realizado estudios con otros microorganismos al igual que con otras plantas

medicinales, resultando ser eficientes antimicrobianos.

Gull, 1. et al. en 2012 investigaron el potencial antimicrobiano de diferentes tipos
de extractos de ajo (acuoso, metandlico y etandlico) contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis y Salmonella. Los resultados
indican que los diferentes tipos de extractos mostraron actividad antibacterial con grados
de inhibicién variables. En nuestro estudio se utilizd un extracto metanolico de ajo
mostrando resultados favorables en la inhibicion de crecimiento bacteriano en

concentraciones elevadas de dicho extracto.

Karkare et al. en 2015 compararon la actividad de extractos hidroalcoholicos de aloe
vera y ajo puro y en dilucién, asi como hipoclorito de sodio al 5% contra E. faecalis,
encontrando inhibicion de crecimiento bacteriano, en mayor medida con el hipoclorito de
sodio, seguida de aloe vera y ajo. Tal como se esperaba en nuestro estudio, el hipoclorito
de sodio fue el que presentdé mayor actividad antimicrobiana, asi como también del

extracto del ajo en menor medida.

Chaitanya, en 2016 demostro actividad antimicrobiana del extracto de Morinda
citrifolia contra E. faecalis, con resultados similares en nuestro estudio, siendo el
hipoclorito de sodio el que presentd mayor inhibicion de crecimiento bacteriano en

comparacion con el extracto de Morinda citrifolia.

Babaji et al. en 2016 compararon el efecto antimicrobiano de Morinda citrifolia,
Azadirachta indica y Aloe vera con hipoclorito de sodio como irrigantes de conductos,
encontrando una alta zona de inhibicién del hipoclorito de sodio en contra de la bacteria,
seguida del extracto de Morinda citrifolia, A. indica y finalmente del Aloe vera,
demostrando que la planta Morinda citrifolia tiene propiedades antimicrobianas al igual

gue en nuestro estudio.
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Uc Cen en 2018 evalud la capacidad antimicrobiana de extractos acuosos de
Azadirachta indica en contra E. faecalis, la concentracion de dichos extractos era al 10 %
y al 20 %, sin embargo, en este estudio los extractos acuosos no mostraron actividad
antimicrobiana contra el E. faecalis, a pesar de que se ha demostrado que la A. indica tiene
propiedades antimicrobianas, la resistencia del E. faecalis pudo deberse a que la manera
de extraer los metabolitos secundarios de la planta por medio de extractos acuosos fue
insuficiente. En nuestro estudio al utilizar el método de destilacion con el equipo Soxhlet
y utilizando metanol al 98 % como solvente, conseguimos extraer mejor los metabolicos
secundarios del ajo y del noni para tener un éptimo aprovechamiento de los mismos y

demostrar eficacia contra el E. faecalis.

Barani Kumarasamy en 2014 demostro inhibicién de crecimiento de S. mutans y S.
mitis, con extracto acuoso de M. citrifolia en diferentes concentraciones contra estas
bacterias relacionadas con la aparicion de caries. Con este estudio se puede determinar
que, a pesar de utilizar diferentes tipos de extractos, se pueden aprovechar las propiedades

antimicrobianas de las plantas.

Podar et al. en 2015 evaluaron in vivo la Morinda citrifolia al 6%, Azadirachta
indica al 6% e hipoclorito de sodio al 3%, utilizando dichas soluciones como irrigantes
intraconducto en dientes no vitales. En este estudio se concluyd que no existe diferencia
significativa en la eficacia antimicrobiana con los extractos de Morinda citrifolia,
azadirachta indica al 6% Y el hipoclorito de sodio al 3%; comparado con nuestro estudio,
en concentraciones elevadas el extracto de ajo y de noni fueron igual de efectivas que la
clorhexidina al 2% y al hipoclorito de sodio al 5.25%.

Anuj Bhardwaj et al. en 2013, evaluaron la eficacia, in vitro, de los extractos de
Morinda citrifolia, Aloe vera y Propbéleo como irrigantes intraconducto activados
ultrasdnicamente en comparacion con hipoclorito de sodio al 1% para remover biopelicula
de E. faecalis en las paredes de los conductos radiculares, el hipoclorito de sodio al 1%
resultd ser mas efectivo que las demas soluciones pero, las demas soluciones fueron

efectivas en cierta medida para remover biopelicula cuando se activaba ultrasénicamente.
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A pesar de demostrarse actividad antimicrobiana del Allium sativum y de la Morinda
citrifolia se sugiere seguir estudiando estos extractos con la finalidad de determinar si
poseen toxicidad a nivel celular para el huésped, para poder realizar estudios in vivo con
la seguridad de no hacer dafio a los tejidos del huésped; asi como también de seguir
investigando la capacidad antimicrobiana de estos extractos en contra de bacterias
organizadas en forma de biopelicula, es prometedor que se haya demostrado que existe
cierta capacidad de remover biopelicula cuando se activa ultrasonicamente; realizar
estudios in vivo aplicandolos, ya sea como soluciones irrigantes 0 como medicamento

intraconducto, con la ventaja de ser plantas relativamente féciles de conseguir.
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CONCLUSION

En este estudio se determind que los extractos hidroalcohdlicos de ajo (Allium
sativum) y noni (Morinda citrifolia) demostraron actividad antimicrobiana contra
Enterococcus faecalis en concentraciones al 25, 50 y 75%, y en diferentes tiempos
establecidos (1, 2 5, 10 y 20 minutos), el extracto del noni (Morinda citrifolia) mostrd
actividad antimicrobiana a partir de la concentracién al 25%, desde los 5 minutos, siendo
mas efectivo en comparacion con el extracto de ajo (Allium sativum), el cual mostro
actividad antimicrobiana a partir de la concentracion al 75% desde el minuto 1. Cabe
mencionar que las soluciones de hipoclorito de sodio y de clorhexidina inhibieron el
crecimiento del E. faecalis en todas las diluciones probadas siendo estas excelentes
antimicrobianos, con caracteristicas diferentes, asi como con diferentes ventajas y

desventajas, es por eso que son un referente de uso en el area endoddntica.

Es importante conocer que pueden existir alternativas al hipoclorito de sodio y la
clorhexidina, de origen natural y de plantas relativamente faciles de conseguir que nos
pueden servir como antimicrobianos en endodoncia y en la odontologia en general, sin
embargo, es necesario tener la mayor cantidad de estudios que avalen esta préactica con la
finalidad de usar soluciones mas compatibles y sin efecto citotoxico para el cuerpo

humano.

Es conveniente aprovechar los recursos que la naturaleza nos brinda y que han
servido de base en la medicina desde hace muchos afios, pero es necesario realizarlo de

manera responsable y con conocimiento.
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