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Effetto antimicrobico di due nuovi 1rriganti net confronti dell’ Enterococcus
faecalis: studio comparativo in vitro

Antimicrobial activity of two new irrigants against Enterococcus faecalis:

an in vitro comparative study

RIASSUNTO

Introduzione: molte variabili sono in grado
di limitare Iattivita antibatterica degli irriganti
all’interno del sistema canalare. Tra queste, un
ruolo fondamentale ¢ giocato dalla presenza
di batteri resistenti all’azione di irriganti e me-
dicazioni intermedie, quali I’ Enterococcus fae-
calis, responsabile della maggior parte dei fal-
limenti endodontici. Per risolvere questo pro-
blema sono stati proposti nuovi irriganti a ba-
se antibiotica, quali il Bio Pure MTAD e, piu
recentemente, il Tetraclean.

Scopo di questa ricerca ¢ quello di compara-
re in vitro Iattivita antibatterica di questi due
nuovi irriganti.

Metodologia: in accordo con le linee guida
NCCLS, si ¢ misurata la MIC dei due irriganti
in esame utilizzando ceppi di Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e diluizioni progressi-
ve dei 2 composti da 1:2 fino a 1:2048 volte.
Risultati: il Bio Pure MTAD ¢ risultato effi-
cace fino ad una diluizione di 1:256 volte,
mentre 1’attivita antibatterica del Tetraclean ¢
risultata maggiore, fino ad una diluizione di
1:1024 volte.

Conclusioni: in questo studio entrambi gli ir-
riganti hanno mostrato un’elevata attivita an-
tibatterica nei confronti del ceppo di Entero-
coccus faecalis preso in esame, attivita che &
risultata essere maggiore per il Tetraclean ri-
spetto al Bio Pure MTAD. Dati i limiti con-
nessi con la metodica usata, ulteriori studi do-
vranno essere predisposti per confermare
questi dati.
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ABSTRACT

Introduction: the antibacteric action of irri-
gants in the endodontic therapy could be in-
hibited by many factors. The most important
one is the presence of bacterial strain (e.g. En-
terococcus faecalis) resistant to irrigants and
intracanal dressing action. Two new irrigants,
based on antibiotics, Tetraclean and Bio Pure
MTAD have been recently proposed to face
this problem. The aim of this study is to com-
pare the antibiotic action of these new irrig-
ants.

Methodology: according to NCCLS guide-
lines the MIC of Tetraclean and MTAD
against Enterococcus faecalis ATCC 29212
strain were determined, using dilutions from
1:2 to 1:2048.

Results: Bio Pure MTAD Kkilled all bacteria
until a dilution of 1:256; Tetraclean has shown
better results, until 1:1024.

Conclusions: both Bio Pure MTAD and Tetr-
aclean proved effective antibacteric action as
compared to the Enterococcus faecalis strain
examined. Tetraclean was better than MTAD.
Other in vitro and in vivo studies should be
performed to confirm these data.

Key words:
Endodontic irrigants, endodontic treat-
ment.

INTRODUZIONE

I microrganismi rappresentano il fattore prin-
cipale dello sviluppo delle lesioni periradico-
lari e rappresentano il principale elemento qua-
le causa del fallimento del trattamento endo-
dontico (1). Tra le varie procedure utilizzate
per il controllo dell’infezione dell’endodonto,
I’irrigazione puo giocare un ruolo fondamen-
tale per I’eliminazione dei microrganismi dal
sistema dei canali radicolari. Gli irriganti ven-
gono utilizzati per rimuovere frustoli di den-
tina, per lubrificare le pareti canalari, per dis-
solvere la matrice organica nei canali e per
I’effetto antimicrobico (2). L’ipoclorito di so-
dio a diverse concentrazioni ¢ stato proposto
negli ultimi 70 anni come irrigante canalare,
per le note azioni antimicrobiche e per la sua
attivita di dissoluzione dei tessuti (3). I van-
taggi principali del NaOCl sono rappresenta-
ti dalla sua capacita di dissolvere i tessuti ne-
crotici e dalle proprieta antibatteriche contro
la maggior parte dei microrganismi (4), men-
tre i suoi principali svantaggi sono legati al
cattivo sapore, all’elevata tossicita (5), alla sua
incapacita di rimuovere il fango dentinale (6)
ed all’incapacita di eliminare la totalita delle
specie batteriche presenti nel canale radicola-
re (7, 8). Diversi studi hanno dimostrato che
I’'uso combinato di strumenti ed irriganti con
effetto antibatterico, come I’ipoclorito di so-
dio, puo ridurre la presenza dei batteri nel 50-
75% dei canali infetti, mentre i rimanenti ca-
nali possono rimanere contaminati (9, 10). Per
risolvere questa possibile contaminazione re-
sidua dei canali dopo I’irrigazione con ipo-
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clorito di sodio, ¢ stato proposto 1’utilizzo di
medicazioni intermedie quali 1’idrossido di
calcio (11). Tuttavia, alcune specie di batteri
anaerobi facoltativi si sono dimostrate resi-
stenti a questo medicamento (12) e per que-
sto motivo la ricerca di irriganti sempre piu ef-
ficienti ¢ rimasta un’esigenza sempre viva e
presente. Un nuovo irrigante, 'MTAD
(DENTSPLY Tulsa Dental, Johnson City, TN,
USA), ¢ stato proposto per ’irrigazione fina-
le allo scopo di disinfettare il sistema dei ca-
nali radicolari (13). Torabinejad et al. hanno
evidenziato che ’'MTAD ¢ in grado di ri-
muovere il fango dentinale ed inoltre ¢ effi-
cace nell’eliminazione dell’ Enterococcus
faecalis (13, 14), sia in vitro sia nei canali di
denti umani infettati con saliva (15). Di re-
cente ¢ stato messo a punto un altro irrigante,
il Tetraclean (Ogna Laboratori Farmaceutici,
Muggio, MI), costituito da acido citrico, da
doxiciclina iclato (ridotta ad un terzo di quel-
la contenuta nel’MTAD), mentre come de-
tergente ¢ stato utilizzato, al posto del Tween
80, il glicole polipropilenico. Indagini preli-
minari hanno evidenziato la capacita di que-
sto irrigante nella rimozione del fango denti-
nale e nell’eliminazione dei microrganismi dal
sistema dei canali radicolari infetti, quando
viene utilizzato per un’irrigazione di 4 minu-
ti al termine della sagomatura. Scopo di que-
sto lavoro ¢ quello di comparare gli effetti an-
timicrobici del’MTAD e del Tetraclean nei
confronti dell’ Enterococcus faecalis.

MATERIALI E METODI

Per questo studio sono stati utilizzati ceppi di
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). La
scelta dell’enterococco come microrganismo
test nella quasi totalita degli studi microbio-
logici ¢ dovuta al fatto che questo ¢, nella mag-
gior parte dei casi, il solo batterio rinvenibile
nei fallimenti endodontici ed inoltre risulta es-
sere resistente all’azione dell’idrossido di cal-
cio e dell’ipoclorito di sodio (16). Si ¢ scel-
to di utilizzare la concentrazione minima ini-
bente (MIC) come test di comparazione del-
I’attivita antibatterica dei due irriganti, come
suggerito dalle linee guida del National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (17).

Un ceppo di E. faecalis (ATCC 29212) ¢ sta-
to sottoposto a coltivazione overnight e la
concentrazione ¢ stata portata a 1x108
CFU/ml, pari ad uno standard McFarland 0,5.
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Le soluzioni testate sono state diluite con so-
luzione fisiologica sterile da 1:2 a 1:2048 vol-
te. Un millilitro di brodo Brain Heart Infision
(BHI) e la stessa quantita di soluzione test so-
no state mescolate in diverse provette. Cento
microlitri di soluzione contenente la carica in-
fettante sono stati inseriti in ogni campione e
questi sono stati incubati overnight a 37°. 1l
giorno successivo si ¢ rilevata la presenza o
I’assenza di torbidita del liquido.

RISULTATI

La MIC rilevata in questo studio dimostra gra-
di diversi di azione dei due irriganti nei con-
fronti del microrganismo in esame (Tab. 1).
L°’MTAD elimina totalmente la carica batte-
rica fino alla diluizione di 1:256 volte, men-
tre attivita del Tetraclean ¢ completa fino al-
la diluizione di 1:1024 volte (Fig. 1).

DISCUSSIONE

Sono stati individuati molti fattori che rendo-
no estremamente difficoltosa la completa de-
tersione del sistema dei canali radicolari infetti
da parte degli irriganti. Tra questi, una parti-
colare importanza ¢ legata alla complessita
dell’anatomia endodontica, alla presenza di
una flora polibatterica ed organizzata in bio-
film e all’intasamento dei tubuli, dovuto al
fango dentinale formato dagli strumenti nella
fase di sagomatura (18).

Il pit comune tra gli irriganti utilizzati in en-
dodonzia, I’ipoclorito di sodio, non appare in
grado di rimuovere il fango dentinale, men-
tre mostra una buona efficacia nella rimozio-
ne dei residui organici. Tuttavia, ¢ stato di-
mostrato che la presenza di fango dentinale
riduce in modo significativo la penetrazione
degli irriganti all’interno dei tubuli dentina-

li, riducendo cosi la possibilita di detersione
del sistema scanalare; pertanto, ¢ necessario
affiancare all’ipoclorito di sodio un agente,
quale un chelante come ’EDTA o un acido
debole come I’acido citrico, allo scopo di con-
sentire un’azione di rimozione sulla compo-
nente inorganica dello smear layer. A questi
problemi, si deve aggiungere la particolare
difficolta imposta agli irriganti dal particola-
re ambiente endodontico. Studi recenti han-
no evidenziato che la dentina o i suoi com-
ponenti sono in grado di disattivare 1’azione
antibatterica di irriganti e medicamenti co-
munemente usati in endodonzia (19, 20). Un
nuovo irrigante, il Bio Pure MTAD, ¢ stato
recentemente proposto da Torabinejad ed ¢
formato da una miscela di doxiciclina, acido
citrico e un detergente (Tween 80). La doxi-
ciclina ¢ un derivato della tetraciclina, del
quale sono ben note, da tempo, le proprieta
antibatteriche (21) e 1’azione nella rimozio-
ne del fango dentinale dalle pareti canalari
(22).

L’MTAD ¢ risultato molto efficace nella ri-
mozione del fango dentinale (13), probabil-
mente per D’effetto sinergico della doxicicli-
na e dell’acido citrico. Questo irrigante, inol-
tre, mostra un’ottima azione di disinfezione
del sistema dei canali radicolari infetti (15) e
si ¢ dimostrato molto piu efficiente dell’ipo-
clorito di sodio e del’EDTA nell’eliminazio-
ne dell’ Enterococcus faecalis (14). 11 Tetra-
clean® ¢ formato da una soluzione simile a
quella del’MTAD, dal quale differisce per la
concentrazione della doxiciclina, ridotta ad un
terzo (50 mg/5 ml vs. 150mg/5 mm of
MTAD) e per un differente tipo di detergen-
te (Polipropilenglicole vs. Tween 80). Questo
irrigante ha mostrato, negli studi preliminari
pubblicati al 12° Congresso Biennale della Fu-
ropean Society of Endodontology, un’eccel-
lente azione sia nella rimozione del fango den-
tinale, sia nell’eliminazione della carica bat-
terica nei canali infetti (23). Analogamente a
quanto stabilito in analoghi studi, si ¢ prefe-
rito utilizzare, nella comparazione dell’azio-
ne degli irriganti, dei test in vitro nei quali fos-

Irrigante 1:1024 1:2048
MTAD (Non diluito, diluito1:2-1:2048) Crescita > 1:256 Crescita
Tetraclean (Non diluito, diluito 1:2-1:2048) Non crescita 1:1024 Crescita

Tab. 1 - Efficacia dell attivita antimicrobica di MTAD e Tetraclean espressa come MIC a varie dilui-

zioni.
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Fig. 1 - Concentrazione Minima Inibente (MIC) di E. faecalis esposto a MTAD e TETRACLEAN.

sero state eliminate le variabili connesse al-
I’utilizzo di un modello “su dente” (14). Ab-
biamo usato a tale scopo un metodo batterio-
logico standard, scegliendo come microrga-
nismo 1I’Enterococcus faecalis per la sua gia
ricordata resistenza nei confronti dell’azione
degli irriganti e delle medicazioni comune-
mente utilizzate, usando la Minimal Inibhition
Concentration (MIC); un test che mira ad evi-
denziare a quale diluizione I’irrigante mostri
ancora la sua azione, eliminando completa-
mente la carica batterica utilizzata come test.
Questo studio ha confermato i dati relativi al-
I’azione dell’MTAD sull’Enterococcus fae-

calis gia presentati da Torabinejad et al. (14),
ovvero che questo irrigante continua ad ave-
re attivita antibatterica anche quanto viene di-
luito fino a 256 volte. Il Tetraclean, tuttavia,
ha dimostrato un’attivita antibatterica signifi-
cativamente maggiore rispetto al’MTAD, ri-
sultando efficace fino a 1.024 volte; questo
probabilmente perché una maggiore quantita
di acido citrico contenuto nel Tetraclean ha
una maggiore attivita battericida (24).

Questo dato ¢ particolarmente significativo,
soprattutto in considerazione del fatto che nel
Tetraclean la quantita di doxiciclina ¢ ridot-
ta ad un terzo rispetto a quella del Bio Pure

MTAD. Abbott et al. (25) hanno riportato che
gli agenti antisettici sono molto efficaci co-
me azione antimicrobica, ma possono essere
tossici nei confronti delle cellule animali a
concentrazioni simili a quelle alle quali sono
efficaci come antibatterici. Gli stessi Autori
hanno inoltre evidenziato come gli antibioti-
ci siano meno tossici sulle cellule animali,
quando utilizzati a concentrazioni efficaci. In-
dubbiamente, alla luce di questi lavori, la ri-
duzione della concentrazione di antibiotico, se
sortisce gli stessi effetti antibatterici, dovrebbe
essere auspicata. Secondo Abbott, gli irriganti
a base di tetracicline possono essere utilizza-
ti a basso dosaggio e per un tempo ridotto nel-
I’irrigazione finale del sistema dei canali ra-
dicolari (25). 11 Tetraclean ha dimostrato, in
questo studio, di essere altamente efficace
contro I’Enterococcus faecalis anche se di-
luito oltre 1.000 volte rispetto alle concen-
trazioni di utilizzo clinico, risultando piu ef-
ficace rispetto all’MTAD, pur utilizzando una
quantita di antibiotico decisamente minore e
riducendone, in tal modo, la potenziale tossi-
cita. Questo studio presenta un limite evi-
dente nel fatto che la comparazione si ¢ veri-
ficata in un ambiente non condizionato dalle
variabili presenti, utilizzando come ambien-
te il canale radicolare. Secondo la nostra opi-
nione, suffragata da dati preliminari prece-
dentemente pubblicati (26), il Tetraclean do-
vrebbe avere un’attivita antibatterica pari o
addirittura superiore rispetto al Bio Pure
MTAD, ma altri studi, sia in vitro che in vi-
vo, dovranno essere predisposti per valutare
in modo piu completo questi dati.
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