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superoxide solution of neutral pH and a hydrogen peroxide-based solution.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la capacidad antimicrobiana de una solucion
electrolizada de superoxidacion con pH neutro (OxOral® Sterilizing)
comparativamente con una solucion a base de perdxido de hidrégeno
(Sporox 11®). Material y métodos: Se formo biofilm de E. faecalis en
65 raices; cada una se instrumentd con un juego de limas K-Flexofile,
para luego sumergir 12 juegos en cada solucién en los tiempos suge-
ridos por sus fabricantes y conseguir esterilizacion; se emplearon 15
min para OxOral® y seis horas para Sporox 11, asi como un re-uso a
las 72 horas para verificar cambios en el pH y pérdida de capacidad
antimicrobiana. Posteriormente se incubaron las limas en medio de
cultivo especifico por 48 horas a 37 °C. Se verifico la presencia de tur-
bidez, se determing la escala McFarland y se efectuaron las diluciones
correspondientes para su siembra en cajas de agar incubadas a 37 °C
por 48 horas. Posteriormente se realizd la cuantificacion de las unidades
formadoras de colonias. Resultados: OxOral® Sterilizing no mostrd
actividad microbicida contra E. faecalis mientras que Sporox [1® mostro
una eficaz actividad microbicida; ambas soluciones mantuvieron un
pH estable de 7 y 1 respectivamente luego de su re-uso a las 72 horas.
Conclusion: Sporox 11® mostré una eficaz actividad microbicida en
contra de E. faecalis mientras que OxOral® Sterilizing denotd una nula
capacidad antimicrobiana en los tiempos sugeridos por sus fabricantes.
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ABSTRACT

Aim: To assess the antimicrobial capacity of an electrolyzed superoxide
solution of neutral pH (OxOral® Sterilizing) compared to a hydrogen
peroxide-based solution (Sporox 11®). Material and methods: An E. fae-
calis biofilm was formed on 65 roots, each of which was treated using sets
of K-Flexofile files; subsequently, 12 sets were immersed in each solution
for the amount of time suggested by the manufacturers as that required
to achieve sterilization: 15 min in the case of OxOral® Sterilizing and
six hours for Sporox 11®. The solutions were reused at 72 hours in order
to check for changes in pH and any loss of antimicrobial capacity. The
files were subsequently incubated in a thioglycollate culture medium
with hemin and vitamin K for 48 hours at 37 °C. We then checked for
the presence or absence of turbidity, determined the McFarland stan-
dard, and prepared the corresponding dilutions for inoculation in agar
plates, incubated at 37 °C for 48 hours. Finally, the number of colony-
forming units was determined. Results: OxOral® Sterilizing displayed
no antimicrobial effect on E. faecalis, whereas Sporox I1® was found to
have a significant effect. Both solutions maintained a stable pH of 7 and
1 respectively after their reuse at 72 hours. Conclusion: When used for
the time suggested by their manufacturers, Sporox 11® was found to have
asignificant effect on E. faecalis, whereas OxOral® Sterilizing was found
to have no antimicrobial capacity.

Key words: Biofilm, E. faecalis, sterilizing, OxOral, Sporox II.

INTRODUCCION

En el campo odontolégico, la esterilizacion del equipo
e instrumental ‘es' de vital importancia para evitar la
transmision de enfermedades infectocontagiosas entre pa-
cientes, odontélogos y personal auxiliar. Dado que no todos
los implementos que se utilizan en distintas modalidades de
tratamiento pueden ser sometidos a esterilizacion en calor
seco 0 htiimedo, existe en el mercado una gran variedad de
productos para la esterilizacion quimica de instrumental.!
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Las soluciones electrolizadas de superoxidacion (SES)
tienen efecto antiséptico, desinfectante y esterilizante.
Son desarrolladas a partir de agua comin vy sal a la
cual se induce corriente eléctrica generando diversos
elementos derivados de O, H y Cl. OxOral® Sterilizing
(EsteripHarma S.A. de C.V., México) plantea un espectro
microbicida amplio y efectivo contra una gran variedad
de bacterias, hongos y virus. Su mecanismo de accién se
atribuye al efecto de oxidacién de los grupos sulfhidrilo
y aminoacidos de la pared bacteriana, lo que afecta el
proceso de respiracién y nutricién, mediante oxidacién
de los componentes respiratorios, inhibicion de la sin-
tesis de proteinas, mientras que sobre los virus genera
represion en la sintesis de RNA y ruptura del material
genético.>*

El peréxido de hidrégeno estabilizado (H,O,), por su
parte, tiene una buena actividad microbicida en concen-
traciones del 6 al 25%. Es un agente oxidante que puede
atacar las membranas lipidicas, acido desoxirribonucleico
(DNA, por sus siglas en inglés) y otros componentes esen-
ciales de las bacterias; es activo contra bacterias, hongos,
virus y esporas.

Sporox 1I® (Sultan Healthcare, Hackensack, NJ, USA)
contiene: 7.5% de H,0, y 0.8% de é&cido fosférico, lo
cual le confiere un pH bajo.”

El objetivo de este estudio fue evaluar comparativa-
mente la capacidad antimicrobiana de OxOral® Sterili-
zing con Sporox 1I® en los periodos que sus fabricantes
aducen como adecuados para esterilizar y valorar si su
efecto bactericida y pH se ven mermados por el re-uso
luego de 72 horas, mediante un modelo experimental en
condiciones cercanas a un entorno clinico real.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de las muestras. Se utilizaron 65 raices de
un solo conducto (48 para los grupos experimentales,
ocho control positivo, ocho control negativo y uno como
control de esterilidad). El tercio coronal se ensanché con
un instrumento rotatorio Protaper SX (Dentsply Maillefer,
Suiza) para facilitar su colonizacién por parte de E. fae-
calis.® Posteriormente, con la finalidad de eliminar todos
los restos organicos e inorganicos las raices se colocaron
en ultrasonido con EDTA al 17% y NaOCl al 5.25% por
cuatro minutos respectivamente, enjuagando con agua
destilada después de cada sustancia y se procedi6 al
secado de las piezas y a su esterilizacion.

Cultivo de E. faecalis e inoculacion de las muestras
(todos los medios de cultivo se obtuvieron de Becton-
Dickinson de México S.A. de C.V.). Colonias puras de E.

faecalis, cultivadas en placa de agar sangre de carnero,
fueron inoculadas en un tubo con caldo de tioglicolato
(Figura 1a), cuya turbidez se ajust6 para que coincidiera
con la turbidez de 1.5 x 108 unidades formadoras de co-
lonias/mL, equivalente a 0.5 de la escala de McFarland.”
Posteriormente se agregaron cinco gotas del inéculo en
c/u de 14 tubos con 10 mL de caldo de soya tripticaseina
y las raices a ser contaminadas, excepto la que se usé
como control de esterilidad (Figura 1b).

Se incubaron a 35 °C por 15 dias recambiando el
caldo cada 48 horas. Se verificé la presencia Gnica de E.
faecalis por inoculacién en placa, incubacién y tincion
de Gram (Figura 1c).

Contaminacion de los instrumentos endodénticos.
Una vez formado el biofilm de E. faecalis en el interior
del conducto radicular luego de 15 dias (Figura 1d), se
procedié a instrumentar las raices. Se utilizaron limas
K-Flexofile (Dentsply-Maillefer, USA) de 12 serie. Se
instrumenté cada raiz, con un total de cuatro limas a
partir de la primera que ajust6 la longitud de trabajo
permitiendo que se cargaran de dentina contaminada
las estrias cortantes. Luego se procedié al protocolo
de limpieza mediante cepillado con agua y jabén por
un tiempo de cuatro segundos por lima y un enjuague
final con agua por cuatro segundos y secado al medio
ambiente para ser sometidas al proceso de esterilizacion
con las sustancias de prueba.

Proceso de esterilizacion. Se verificé el pH de cada
solucién por medio de tiras reactivas (Whatman®) previo
a su uso, registrando un valor de siete para OxOral® y uno
para Sporox 1® y se procedi6 a introducir cada juego de
limas en un tubo de ensaye con 10 mL de las soluciones
mediante el siguiente planteamiento:

* GrupoA1: (OxOral®, tiempo 1). 12 juegos de limas,
c/u en un tubo de ensaye con 10 mL de Ox-Oral®
por 15 minutos; dos juegos de limas en 10 mL de
glutaraldehido (Gafidex®) por 10 horas como control
negativo y dos juegos en 10 mL de agua destilada
estéril por 15 minutos como control positivo.

*  Grupo B1: (Sporox 11®, tiempo 1). 12 juegos de limas
en tubos de ensaye con 10 mL de Sporox II® por seis
horas; dos juegos de limas en 10 mL de glutaraldehido
(Gafidex®) por 10 horas como control negativo y dos
juegos de limas en 10 mL de agua destilada estéril por
seis horas como control positivo. Pasado el tiempo
correspondiente y retiradas las limas cada solucion
se guardé para su reutilizacion a las 72 horas.

* Grupo A2: (OxOral®, tiempo 2). A las 72 horas del
tiempo uno se repitié el planteamiento del grupo A1
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en términos de cantidad de juegos de limas y tiempo * Grupo B2: (Sporox II®, tiempo 2). A las 72 horas
de exposicion tanto de OxOral® como de los controles del tiempo uno se repitié el planteamiento del grupo
positivo y negativo. B1 en términos de cantidad de juegos de limas y

Figura 1.

Cultivo de E. faecalis.

a) Inoculacion de E. faecalis en tu-
bos con caldo de tioglicolato.

b) Agregado del indculo en tubos
con caldo de soya tripticaseina y
las raices a ser contaminadas.

¢) Tincion de Gram para verificar
la presencia Unica de E. faecalis.
d) Biofilm de E. faecalis en la pa-
red del conducto radicular.

Figura 2.

Verificacion cuantitativa del creci-
miento bacteriano.

a) Material utilizado en esta fase.
b) Placa que muestra crecimiento
de UFC (unidades formadoras de
colonias) a partir de una dilucion
de 10-°, OxOral®.

¢) Placa de agar con crecimiento
bacteriano tras la descarga de caldo
de cultivo incubado con las limas
sometidas a la accion de OxOral®.
d) Placa de agar con nulo crecimien-
to bacteriano tras la descarga de cal-
do de cultivo incubado con las limas
sometidas a la accion de Sporox I1°.
ey f) Verificacion del pH de Spo-
rox 11® y OxOral® respectivamente
luego del segundo uso tras 72 horas.
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tiempo de exposicion, tanto de Sporox 11® como de
los controles positivo y negativo. Al retirar las limas se
registr6 el pH de cada solucion.

Verificaciéon de crecimiento bacteriano. Pasado
el tiempo para cada solucién se procedié a pasar cada
juego de limas a un tubo con medio de tioglicolato con
hemina y vitamina K para ser incubados por 24 a 48
horas a 37 °C. Luego se verificé la presencia o no de tur-
bidez, se determiné la escala McFarland y se efectuaron
las diluciones correspondientes para su siembra en cajas
de agar CDC anaerébico con sangre al 5% e incubacién
a 37 °C por 24 a 48 horas; la figura 2a muestra el ma-
terial usado en esta fase. Pasado ese tiempo se realiz6
la cuantificacion de las UFC dentro de un rango de 30-
300 (Figura 2b). El crecimiento bacteriano en placa del
in6culo, luego del efecto de OxOral®, se muestra en la
figura 2c, mientras que la ausencia de crecimiento en
placa luego del efecto de Sporox [1® queda evidenciada
en la figura 2d. La verificacion del pH de Sporox 1I®y
OxOral® respectivamente luego del segundo uso tras
72 horas se muestra en las figuras 2e y 2f.

RESULTADOS

En base a los datos obtenidos con respecto a crecimiento
bacteriano en términos de turbidez, Sporox I1® mostr6 un
eficaz efecto bactericida sobre E. faecalis, luego de seis
horas, tanto con la solucién fresca como luego de trans-
curridas 72 horasy un uso previo. Mientras que OxOral®
mostré un nulo efecto bactericida luego de 15 minutos,

tanto con la solucién fresca como luego de 72 horasy un
uso previo. Los resultados del tiempo 1 con las soluciones
frescas se muestran en la figura 3; se observa presencia
de turbidez en todos los tubos de OxOral® (Figura 3a),
mientras que los tubos con Sporox 1I® muestran ausen-
cia total de turbidez (Figura 3b); los controles positivo y
negativo se muestran en la figura 3c.

Los resultados del tiempo 2 son mostrados en la
figura 4; la turbidez de los tubos de OxOral® resultd
evidente luego del reuso (Figura 4a), mientras que Sporox
11® denot6 ausencia total de turbidez tras el uso luego
de 72 horas (Figura 4b); los controles se muestran en
la figura 4c.

Los resultados en unidades formadoras de colonias
(UFQC), escala de McFarland de cada tubo en cada uno
de los tiempos para OxOral® se muestran en el cuadro
I, mientras que los resultados correspondientes a Sporox
[1® en términos de UFC, escala McFarland de cada tubo
en ambos tiempos se muestran en el cuadro II.

Después de obtener el nimero de UFC para cada gru-
po, se transformé a datos exponenciales con la siguiente
férmula: [(N° de colonias en placa) (Factor de dilucién)/0.1
mL = N° de colonias por mL]. Posteriormente se expresé
el nimero de UFC en log10. Se aplicaron las pruebas es-
tadisticas de ANOVA y de Tukey observandose diferencia
significativa (p < 0.005) entre OxOral® y Sporox I®, as
como entre los dos tiempos de OxOral®.

La figura 5 muestra el crecimiento bacteriano en térmi-
nos del nimero de colonias por mL derivado del conteo
de UFC para OxOral®, Sporox I1® y los controles negativo
y positivo en el tiempo 1, mientras que la figura 6 muestra

Figura 3.

Verificacion cualitativa del creci-
miento bacteriano asociado a las
limas endoddnticas luego del con-
tacto con las soluciones esterilizan-
tes durante el tiempo 1, y después
de la incubacion con medio de cul-
tivo especifico.

a) OxOral®, presencia de turbidez
en todos los tubos.

b) Sporox 112, ausencia total de
turbidez.

¢) Control positivo y negativo.
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Figura 4.

Verificacion cualitativa del creci-
miento bacteriano asociado a las
limas endoddnticas luego del con-
tacto con las soluciones esterilizan-
tes durante el tiempo 2, a 72 horas
y después de la incubacion con me-
dio de cultivo especifico.

a) OxOral®, presencia de turbidez
en todos los tubos.

b) Sporox 112, ausencia total de
turbidez.

¢) Control positivo y negativo.

Cuadro 1. Se muestra la carga bacteriana en UFC de los tubos con instrumentos expuestos a OxOral®

en ambos tiempos y el valor equivalente de la escala de McFarland.

OxOral® Sterilizing carga bacteriana en UFC (rango 30-300)

Tubo McFarland Tiempo 1 McFarland Tiempo 2

1 3 204 x 106 2 177 x 10°®

2 3 204 x 106 2 106 x 107

3 6 128 x 10 3 352 x 107

4 5 173 x 10 3 141 x 10°

5 6 128 x 10 5 318x10°

6 3 204 x 106 5 322 x 10

7 5 173 x 10 1 50 x 104

8 2 72x10°% 1 145 x 10

9 2 72 x 10 2 165 x 104

10 2 72 x 10 2 115x 10°®

11 2 73 x 10 2 94 x 10

12 5 173 x 10 2 156 x 107
UFC: Unidades formadoras de colonias.

el crecimiento bacteriano luego del uso de las soluciones DISCUSION

tras 72 horas del primer uso.

La medicion del pH de las dos soluciones al inicio
y luego de su uso en dos ocasiones con 72 horas de
diferencia permitié verificar que ambas mantienen
estable el valor de pH: siete para OxOral® y uno para
Sporox 11®.

La E. faecalis fue seleccionada para este trabajo por su im-
portancia en infecciones endodénticas persistentes. Ademas
tiene la habilidad de sobrevivir en situaciones desfavorables
en el conducto radicular, ya que forma biofilm en diversos
sustratos.® Adicionalmente, la metodologia descrita en este
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Cuadro I1. Se muestra el no desarrollo de carga bacteriana en UFC

de los tubos con instrumentos expuestos a Sporox 112 en ambos tiempos.

Sporox I1® carga bacteriana en UFC (30-300)

Tubo McFarland Tiempo 1 McFarland Tiempo 2
1 0 No desarrollo 0 No desarrollo
2 0 No desarrollo 0 No desarrollo
3 0 No desarrollo 0 No desarrollo
4 0 No desarrollo 0 No desarrollo
5 0 No desarrollo 0 No desarrollo
6 0 No desarrollo 0 No desarrollo
7 0 No desarrollo 0 No desarrollo
8 0 No desarrollo 0 No desarrollo
9 0 No desarrollo 0 No desarrollo
10 0 No desarrollo 0 No desarrollo
11 0 No desarrollo 0 No desarrollo
12 0 No desarrollo 0 No desarrollo
UFC: Unidades formadoras de colonias.
Tiempo 1 Tiempo 2

Crecimiento bacteriano

O =N W OO N oo

OxOral® Sporox II®  Control + Control -

Figura 5. Crecimiento bacteriano en términos del nimero de colonias
por mL derivado del conteo de UFC para OxOral®, Sporox 11®y los
controles positivo y negativo en el tiempo 1.

trabajo para conseguir la formacion de biofilm ha probado
ser un medio 6ptimo en distintos trabajos que han enfocado
la necesidad de conseguir la remocién completa del biofilm
mediante distintas estrategias y protocolos de desinfeccion.”

El protocolo de dilucién utilizado permiti6 la ob-
servacion de las caracteristicas morfolégicas asi como

Crecimiento bacteriano

O =N W OO N oo

OxOral®  Sporox II®  Control + Control -

Figura 6. Crecimiento bacteriano en términos del nimero de colonias
por mL derivado del conteo de UFC para OxOral®, Sporox 11®y los
controles positivo y negativo en el tiempo 2.

el conteo de las bacterias, lograndose una dispersion
adecuada de las UFC.

Por ser un producto de reciente aparicion en el mer-
cado, OxOral® cuenta con escasos reportes en la litera-
tura. En el presente trabajo los resultados mostraron que
OxOral® no tiene actividad microbicida contra E. faecalis,
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adiferencia de Sporox I, el cual si mostré efectividad en
la esterilizacion de los instrumentos endodénticos en el
tiempo que marca su fabricante; dicho resultado coincide
con el de Zaragoza y colaboradores que compararon el
efecto de OxOral® y ACCUA Aseptic Hp®, otra solucién
electrolizada de superoxidacion con pH neutro median-
te la técnica de difusién en disco en agar retando a: S.
aureus, S. mutans, L. acidophillus, C. albicans, E. coli y
Pseudomona sp, observando halos de inhibicién bacte-
riana con un promedio de 12 mm con ACCUA Aseptic
Hp® y una nula inhibicion del crecimiento bacteriano
con OxOral® Sterilizing.”

Al analizar la efectividad antibacteriana de OxOral®
en términos de reduccion de UFC en los dos tiempos de
prueba, se observé un crecimiento bacteriano ligeramente
mayor en el tiempo 1, lo cual resulta interesante dado que
serfa de esperar una menor efectividad tras las 72 horas
y el uso repetido, aunque posiblemente la carga retirada
por el cepillado es un factor dificil de estandarizar. Los
valores de pH inicial y final implican una estabilidad que
quiza podria afectarse solamente con una cantidad mayor
de reutilizaciones o un mayor paso de tiempo.

La accion de Sporox 1I® en los dos tiempos de prueba
mostré una ausencia absoluta de crecimiento bacteriano,
lo cual habla muy bien de las caracteristicas de dicha sus-
tancia como esterilizante para instrumental endodéntico,
tal y como ocurre con la esterilizacion de endoscopios
a nivel hospitalario, aplicacion en la cual Sporox II® ha
mostrado una alta efectividad.'”

CONCLUSIONES

Al evaluar las soluciones en los tiempos sugeridos por
sus fabricantes, OxOral® Sterilizing no mostré actividad
microbicida sobre E. faecalis ni con la solucion fresca
ni en una reutilizacién a las 72 horas. En contraste,
Sporox [1® mostr6 una eficaz actividad microbicida en
los dos tiempos de prueba; ambas soluciones mantu-

vieron un pH estable luego de dos usos con 72 horas
de diferencia.
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