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Titulo del Estudio: Efecto antimicrobiano de Microdacyn 60®, OxOral® e Hipoclorito
de Sodio al 5.25% en bacterias anaerobias.

RESUMEN

Introduccion: Los irrigantes tradicionalmente han sido usados en el espacio del
conducto radicular; el hipoclorito de sodio es la solucion de irrigacion mas utilizada ya
que brinda grandes ventajas, sin embargo se sabe que es toxico para los tejidos
perirradiculares del diente, lo cual puede ocasionar dolor posoperatorio, necrosis de los
tejidos de soporte y edema en la zona afectada.

Objetivos: Comparar el efecto antimicrobiano de: Microdacyn 60®, OxOral® e
Hipoclorito de Sodio al 5.25% contra Streptococcus sobrinus, Porphyromona gingivalis,
Streptococcus intermedius, Tanerella forsytensis y Enterococcus faecalis.

Materiales y método: 33 piezas unirradiculares extraidas fueron inoculadas con 10 pl
de una mezcla de bacterias anaerobias bajo la cAmara de anaerobiosis. A los 7 dias las
muestras fueron irrigadas con las diferentes soluciones irrigantes durante 5 minutos y se
procedio a tomar la muestra con puntas de papel, las cuales se incubaron a 37°C. Al paso
de 7 dias, se tom6 una muestra para el conteo bacteriano bajo microscopio 6ptico
determinando el nudmero de células por mililitro encontradas. Se realiz6 PCR para
identificar el tipo de bacteria presente en las muestras contaminadas. Se procedi6 a las
pruebas estadisticas de t de student y analisis de varianza (ANOVA) con 95% de
confiabilidad.

Resultados: De las soluciones irrigantes utilizadas el NaOCI al 5.25% demostré la
completa eliminacién de bacterias comparado con los otros grupos, sin embargo no hubo
diferencia estadisticamente significativa contra el grupo del OxOral®. En cuanto al
grupo de 6rganos dentarios que fueron irrigados con Solucién Salina y Microdacyn 60®,
registraron un crecimiento bacteriano mayor que el OxOral®. Mientras que en el grupo
de Microdacyn 60® el E. faecalis fue el microrganismo mas resistente, segun los
resultados registrados en los geles.

Conclusion: El analisis estadistico demostrdé que la eliminacién de bacterias de los
irrigantes utilizados de mayor a menor fue el siguiente: NaOCI al 5.25%, OxOral®,
Microdacyn 60®, Solucion salina.

Director de Tesis: C.D. M.Sc. Jorge Jaime Flores Trevifio

Co-Director de Tesis: C.D.E.E.M.C. Idalia Rodriguez Delgado PhD




INTRODUCCION

El éxito del tratamiento endodontico depende de la erradicacion de los microbios del
sistema del conducto radicular y la prevencion de la reinfeccion. El conducto radicular
se ha tratado con instrumentos manuales y giratorios acompafiado de irrigacion
constante para extirpar el tejido inflamado, necrdtico, los microbios y biopeliculas, asi

como escombros del espacio del conducto radicular.

La instrumentacién por si sola no permite el completo desbridamiento y desinfeccidn

adecuada del sistema de conductos radiculares ya que es muy complejo.

Los irrigantes tradicionalmente han sido usados en el espacio del conducto radicular
utilizando jeringas y agujas de metal de distinto tamafio y disefio de punta. Muchos de
los compuestos utilizados para la irrigacion han sido modificados quimicamente y varios
dispositivos mecanicos se han desarrollado para mejorar la penetracion y la eficacia del

irrigante.

El hipoclorito de sodio, un excelente agente antimicrobiano, es la solucion de
irrigacion mas utilizada durante el tratamiento del conducto radicular, ya que brinda
grandes ventajas como bajo costo, disolucién de tejido orgénico, eliminacion de
microbios, virus, bacterias incluso esporas, sin embargo se sabe que es toxico para los
tejidos perirradiculares del diente, lo cual puede ocasionar dolor posoperatorio, necrosis
de los tejidos de soporte y edema en la zona afectada.

La presente investigacion se llevé a cabo con la finalidad de buscar un irrigante para
los conductos radiculares que nos proporcione la eliminacion de bacterias anaerobias
frecuentes dentro de los conductos y que a la vez no dafie los tejidos perirradiculares del

diente.



Teniendo como objetivo:

Comparar el efecto antimicrobiano de sustancias como Microdacyn 60®, OxOral® e
Hipoclorito de Sodio al 5.25% contra bacterias anaerobias analizando el efecto
antimicrobiano que ofrece cada uno y siendo comparados entre si y utilizando la prueba

de PCR para determinar el tipo de bacteria resistente en los conductos radiculares.

El disefio del estudio fue clasificado como comparativo, abierto, experimental,

prospectivo y longitudinal.

Se planted la siguiente hipétesis: EI OxOral® y el Microdacyn 60® tienen una mayor
actividad antimicrobiana que el Hipoclorito de Sodio al 5.25% contra bacterias
anaerobias, al ser utilizadas como agente irrigante durante la terapia endodontal en

piezas unirradiculares humanas extraidas.

10



ANTECEDENTES

El éxito del tratamiento del sistema de conductos radiculares depende de la
metodologia y calidad de la instrumentacion, irrigacion, desinfeccion y obturacion
tridimensional del espacio del conducto radicular; para ello diferentes tipos de
instrumental manual, mecanizado y soluciones irrigadoras han sido empleadas con el
objetivo de obtener un espacio limpio y conformado para recibir la obturacion. (Sen et
al., 1995)

Goldberg et al., 1977, 1982 refieren que la terapia endodéntica involucra una serie de
procedimientos que comienzan con un adecuado conocimiento de la biologia pulpar y
periapical y finaliza con la evaluacién subsecuente del tratamiento realizado. Los pasos
intermedios son igualmente importantes como la preparacién biomecanica y la accion de
quimicos que actlan sobre el sustrato organico e inorganico; estos pasos definen las

condiciones 6ptimas para la obturacion del conducto.

Durante el tratamiento del sistema de conductos las prolongaciones protoplasmaticas
del odontoblasto quedan retenidas dentro de los tdbulos dentinarios, las cuales
posteriormente se necrosan, este tejido necrotico puede ser una fuente de nutrientes para
las bacterias que se encuentran en el interior de los tibulos dentinarios las cuales pueden
vivir dentro de los mismos por tiempo indefinido si su existencia pasa inadvertida.
(Buck et al., 1999)
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El sistema de conductos consiste en el Iimen del conducto principal mas los tibulos
dentinarios, conductos accesorios y ramificados, deltas apicales y anastomosis, los

cuales son suficientemente amplios para alojar microorganismos.( Abbott et al., 1991)

Abbott et al., Burns et al. y Chow refieren que uno de los principales objetivos del
tratamiento de conductos es la remocion del tejido desbridado del sistema de conductos
radiculares antes de su sellado definitivo; esto se logra por medio de la combinacién de
la preparacion biomecanica y la irrigacion. (Abbott et al., 1991., Burns et al., 1993.,
Chow et al., 1983)

La Asociacion Americana de Endodoncistas define la irrigacion como el lavado
mediante una corriente de fluido. En Endodoncia la irrigacién intraconducto facilita la
remocion fisica de materiales del interior de los conductos e introduccién de quimicos
con actividad antimicrobiana, desmineralizante, disolutiva del tejido, blanqueante,
desodorante y para el control de la hemorragia. (Glossary: American Association of
Endodontics, 1998).

Basrani define la irrigacion en endodoncia, como la introduccion de una o mas
soluciones en la camara pulpar y en los conductos radiculares y su posterior aspiracion;
ademas, es un complemento fundamental de la instrumentacién, por lo tanto, debe

emplearse antes, durante y después de la misma. (Basrani and Cafiete., 1988)

La irrigacién y aspiracion, siempre deben preceder a la localizacion de conductos, a
la determinacion de la longitud de trabajo y a la instrumentacion. El simple acto de la
irrigacion hace que fluyan por si mismos, materiales contaminados, tejido necrdtico,
productos toxicos y restos organicos, neutralizandolos antes de que puedan ser llevados
inadvertidamente a planos mas profundos del sistema de conductos o al tejido periapical.
(Leonardo and Leal, 1994)

En endodoncia se entiende por irrigacion el lavado de las paredes del conducto con
una o mas soluciones antisépticas, y la aspiracion de su contenido con rollos de algodén,

conos de papel, gasas o aparatos de succion. (Maisto, 1975)
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Abou Rass et al. y Walton refieren que los residuos de tejido pulpar, bacterias y
restos dentinarios pueden persistir en las irregularidades de las paredes del sistema de
conductos, aun después de haber realizado una cuidadosa preparacion
biomecanica.(Abou et al., 1982., Walton, 1976)

Baker et al. refieren que un gran nimero de irrigantes se utilizan durante la
preparacion de los conductos radiculares; comparando estos irrigantes en términos de
limpieza y desinfeccion existen dos tendencias, en la primera el énfasis se orienta hacia
las propiedades quimicas del agente irrigante y en la otra la consideracion se basa en la
accion mecanica de la solucion irrigadora como un agente de arrastre, por lo tanto, la
accion de arrastre es mas importante que el tipo de irrigante, asi pues, la limpieza es una

funcién mas de la cantidad que del tipo de agente de irrigacion.

Igualmente, el autor considera que la limpieza profunda de la porcion apical del
sistema de conductos quizas sea el procedimiento mas dificil de la terapia endodontica.
(Baker et al., 1975)

Para prevenir la reinfeccion entre citas de los conductos tratados endoddonticamente
es importante desinfectar apropiadamente el espacio pulpar y los tubulos dentinarios con

un agente de irrigacion endodontico o un medicamento. (Bystrom and Sundqvist., 1985)

El clinico debe considerar la biocompatibilidad de la solucion irrigadora, el método
de transporte dentro del sistema de conductos y el método de instrumentacion utilizado

en la preparacion de los mismos. (Brown et al., 1995)
Antecedentes Historicos de la Irrigacion en la Terapia Endodontica

La solucion de hipoclorito de sodio fue introducida en la medicina en 1847 por

Semmelweis, para la desinfeccion de las manos. (Ingle, 1996)

Schreier en 1893, retir0 tejidos necréticos mediante la introduccion de cristales de
potasio y sodio en los conductos radiculares, produciendo segin el autor "burbujeo”.

(Ingle JI and Berveridge E., 1979)
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Al término de la Primera Guerra Mundial (1914), la solucion de Dakin fue utilizada
para tratar las heridas infectadas. Asi el uso de soluciones a partir de cloro, comienzan a

aplicarse para el tratamiento de conductos infectados. (Dakin, 1915)

Entre los afios 1930 y 1940 se utilizaron enzimas proteoliticas por su propiedad de
disolver los tejidos, estas enzimas no obtuvieron una amplia aceptacion y se mostré que
poseian muy poca propiedad para disolver el tejido necrotico dentro de los sistemas de

conductos radiculares. (Lasala, 1992)

Antes de 1940, el agua destilada era el irrigante endodontico habitualmente utilizado,
igualmente se utilizaron &cidos como el acido clorhidrico al 30% Yy acido sulfarico al
50% sin entender los peligros que estos agentes ocasionarian a los tejidos
periradiculares. (Lasala, 1992)

A partir de 1940, se introdujeron otras soluciones como el agua destilada, acidos:
clorhidrico y sulfarico, peroxido de hidrégeno tanto solo, como combinado con el
hipoclorito de sodio, para obtener una mejor limpieza del conducto. (Lasala, 1992)

Grossman y Meiman en 1941, preconiza la irrigacion del sistema de conductos
radiculares con peroxido de hidrégeno , el cual lo combina con hipoclorito de sodio,
aplicandolo en forma alternada, consiguiendo de esta manera una mayor limpieza,
obtenida por la efervescencia debida al oxigeno naciente que libera el agua oxigenada.

(Grossman and Meiman, 1941).

En 1936, Walker reconoce la importancia de la solucion irrigadora, recomendando el
uso del agua clorinada, doblemente reforzada para el proceso de irrigacion, debido a sus
propiedades de disolver las proteinas y por su accion germicida, consiguiendo con ello la

eliminacidn total del tejido pulpar. (Walker, 1936)

En 1945, Pucci describe la irrigacion como parte de la aplicacion de métodos
mecanicos destinados a la exploracion, ensanchamiento y preparacion de los conductos
radiculares, para recibir la obturacion definitiva, que, constituye el recurso

preponderante en la conductoterapia. (Pucci, 1945)
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Seidner describi6 un aparato de irrigacion y succion para el lavado de los conductos
radiculares, el cual consistia en dos terminales de pequefios tubos; uno corto y ancho, y
otro mas largo y delgado, ambos terminales se juntaban y se colocaban a la entrada del

conducto.

Se cree que la irrigacion elimina automaticamente los restos de tejido organico;
también puede emplearse para arrastrar los restos alimentarios si el conducto ha quedado
abierto para mantener el drenaje durante el estadio agudo de un absceso alveolar.
(Seidberg and Schilder, 1974)

La aparicion del acido etilendiamino tetraacético (EDTA), determind que tanto los
acidos inorganicos como alcalis usados en la preparacion biomecéanica, cayeran en
desuso. A la formula original propuesta por Ostby en 1957, del EDTA al 17%, se
agregO posteriormente el bromuro de acetiltrimetil amonio (Cetavlon), compuesto de
amonio cuaternario, que sin disminuir la accion quelante del EDTA, le proporciona
propiedades antibacterianas y facilita la humectacion de las paredes radiculares, a este

compuesto, se le conoce como EDTAC. (Ostby, 1957)

En 1965, Ingle opind que la irrigacidn debe realizarse en una secuencia alternada con
agua oxigenada y su fase final se hara siempre con el hipoclorito de sodio, para prevenir
la formacion de gases en el interior de los conductos. De ahi, la importancia de que la

ultima solucion irrigante sea el hipoclorito de sodio. (Ingle and Taintor, 1987)

En 1969, Stewart et al. propusieron el uso de EDTA al 15%, perdxido de urea al 10%
y una base homogenizada de carbowax soluble en agua, compuesto conocido

comercialmente como técnica telese Rc-prep. (Stewart et al., 1969)

Un preparado comercial de acido etilendiamino tetraacético (EDTA) con bromuro de
cetil trimetilamonio, solucién de hidroxido de sodio y agua (REDTA), es sefialado por
McComb et al. en 1975 como un agente efectivo para limpiar quimicamente las paredes
del conducto, eliminando el tejido inorganico remanente e incluyendo la capa de
desecho creada durante la instrumentacion del sistema de conductos. (McComb and
Smith, 1975)
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En 1980, Parsons et al. sugieren la utilizacion de la clorhexidina, como irrigante en la
terapia endodontica. Estudiaron las propiedades de adsorcion y liberacidn de éste agente,
sobre especimenes de ganado bovino y observaron que ésta tenia propiedades

antibacterianas, hasta por una semana despues de aplicada. (Parsons et al., 1980)

Goldmann et al. en 1988, reportan el uso de &cido citrico como agente para la
irrigacion del sistema de conductos radiculares, éste es un agente quelante que reacciona
con los metales para formar un quelato soluble anidnico; igualmente, observaron que los
efectos sobre la remocion de la capa de desecho obtenida con el &cido es similar a
aquellos donde se utilizd6 EDTA. (Goldmann et al., 1988)

Agentes empleados para la irrigacion del sistema de Conductos Radiculares

Es importante, antes de conocer los agentes que se emplean para la irrigacion del
sistema de conductos radiculares, que se establezcan primeramente los objetivos de su
uso en general, dentro de cada fase del tratamiento, sus propiedades ideales y su
clasificacion dentro de los diversos materiales de desinfeccion del espacio pulpar.
(Basrani and Cafiete, 1988)

Las propiedades o caracteristicas ideales que debe reunir un agente irrigante son:

a) ser bactericida o bacteriostatico, debe actuar contra hongos y esporas

b) baja toxicidad y estimulante de la reparacion de los tejidos perirradiculares

c) solvente de tejidos o residuos organicos e inorganicos

d) baja tension superficial

e) eliminar la capa de desecho dentinario

f) lubricante

g) accion rapida y sostenida
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h) soluble en agua

i) incoloro

J) inodoro y sabor neutro

k) de aplicacion simple

1) no corrosivo

m) mecanismo de dosificacion simple

n) tiempo de vida Gtil adecuado

o) facil almacenaje

p) bajo costo

La solucién irrigadora tiene como efecto principal actuar como lubricante y agente de
limpieza durante la preparacién biomecanica, removiendo microorganismos, productos
asociados de degeneracion tisular y restos organicos e inorganicos, lo que impide la
acumulacion de los mismos en el tercio apical, garantizando la eliminacién de dentina
contaminada y la permeabilidad del conducto desde el orificio coronario hasta el agujero

apical. (Hulsman, 1998)

Durante la preparacion biomecanica, luego de instrumentar las paredes del conducto
se forma la capa de desecho, que esta compuesta de depdsitos de particulas organicas e
inorganicas de tejido calcificado aunado a diversos elementos organicos como tejido
pulpar desbridado, procesos odontoblasticos, microorganismos y células sanguineas
compactadas al interior de los tubulos dentinarios. Esa capa de desecho puede llegar a
obturar parte del conducto y ser a su vez una fuente de reinfeccion del conducto
radicular. (Hilsman, 1998)
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Objetivos de la irrigacion del sistema de conductos: (Weine, 1976)

1. Arrastre, retirando los restos de dentina para evitar el taponamiento del conducto

radicular.

2. Disolucién de agentes organicos e inorganicos del conducto radicular, incluyendo la
capa de desecho que se produce en la superficie de la dentina por la accién de los

instrumentos y se compacta al interior de los tubulos dentinarios.
3. Accion antiseptica o desinfectante.

4. Lubricante, sirviendo de medio de lubricacion para la instrumentacion del conducto

radicular.
5. Accién blangqueante, debido a la presencia de oxigeno naciente.

Es importante también mencionar las propiedades que debe tener una solucion

irrigadora ideal seguin Walton y Torabinejad en 1997:

a. Ser bactericida o bacteriostatico, debe actuar contra hongos y esporas.
b. Baja toxicidad, no debe ser agresivo para los tejidos perirradiculares.
c. Solvente de tejidos o residuos organicos e inorganicos.

d. Baja tension superficial.

e. Eliminar la capa de desecho dentinario.

f. Lubricante

g. Otros factores: aplicacion simple, tiempo de vida adecuado, facil almacenaje, costo

moderado, accion rapida y sostenida.

Spandberg, en 1998 clasifico los materiales para la desinfeccion del espacio pulpar en:
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- Materiales proteoliticos: hipoclorito de sodio, desde una concentracién al 0,5% hasta al
5,25% (Solucién de Dakin, Clorox,)

- Detergentes: amonio cuaternario en concentraciones desde el 0,1% hasta al 1%
(Zephiran, Bayer, Alemania), (Tergentol, Lab, Lepetit S.A.); iodéforos en concentracion

de 0,05% (v/v) (Iodopax,, Wescodine).

- Materiales descalcificantes: peroxido de carbamida; diacetato de diacemetileno bis
aminoquinaldio (Salvizol, 0,5%); Acido etilendiamino tetra acético (EDTA) al 17%;
acido etilendiamino tetra acético, hidroxido de sodio, bromuro de cetilamonio-Cetavion
y agua (EDTAC).

- Lubricantes: asociaciones del acido etilendiamino tetra acético con perdxido de urea y

una base hidrosoluble de polietilenglicol (RC-Prep, Glyoxide).

- Otros agentes de irrigacién: acido citrico (10-50%), perdxido de hidrégeno (1-10%) y
clorhexidina al (0,12-0,20%) (Spandberg, 1998)

Diferentes agentes de irrigacion utilizados en la terapia endoddntica

Se han utilizado diversas sustancias para la irrigacion del sistema de conducto

radicular, como son: (Ingle and Bakland, 2004)
1. Soluciones quimicamente inactivas: Solucion salina, agua, soluciones anestesicas.
2. Soluciones quimicamente activas:

e Enzimas: estreptoquinasa, estreptodornasa, papaina enzymol y tripsina.

e Acidos: a. fosforico al 50%, a. sulfdrico al 40%, a. citrico de 6 a 50%, a. lactico
al 50%, a. clorhidrico al 30%.

e Alcalis: Hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de calcio en agua
(agua de cal), urea, hipoclorito de sodio de 0,5% a 5,25%.

e Agentes quelantes: sal disodica del acido etilendiaminotetraacético del 10 al 15%
(EDTA), sal disodica del acido etilendiaminotetraacéetico con perdxido de urea
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(RC-Prep), sal disddica del acido etilendiaminotetraacético con Cetavlon o
bromuro de cetil-trimetilamonio (EDTAC), acetato de bisdequalinium (Salvizol),
largal ultra.
e Agentes oxidantes: peroxido de hidrogeno al 3% y peroxido de urea (Gly-Oxide)
e Agentes antimicrobianos: clorhexidina del 0,2 al 2%

e Detergentes: lauril sulfato sddico (tergentol)

También se han utilizado otras soluciones como Cloramina T al 5%, Yodopax al
0,4%, Biosept al 0,1% e Hibitane al 0,1%.

Las soluciones irrigadoras se emplean durante y después de la instrumentacion del
conducto radicular con el fin de aumentar la eficiencia de corte de los instrumentos y
para promover el arrastre de los restos de tejido desbridados. La eficacia de estas
soluciones no solo depende de la naturaleza quimica de la solucion, sino también de la
cantidad empleada, temperatura, tiempo de contacto, profundidad de penetracién de la
aguja empleada, tipo y diametro de la aguja, tension superficial y tiempo de

almacenamiento. (Yamada et al., 1983)

Ningun irrigante solo ha demostrado ser capaz de disolver material pulpar organico,
predentina y desmineralizar la porcion calcificada organica de las paredes del conducto.
(Calt and Serper, 2000)

Hipoclorito de sodio de 0,5 — 5.25% (NaOCI):

Se considera la solucién irrigadora mas utilizada en la practica actual, por ser la que
mas se acerca a las condiciones ideales por su efectividad para eliminar tejido vital y no
vital y ademas de poseer un amplio efecto antibacteriano, matando rapidamente
bacterias, esporas, hongos y virus (incluyendo el HIV, rotavirus, HSV-1 y el virus de la
hepatitis A y B). (Siqueira et al., 2000)

Tiene un pH alcalino entre 10,7 y 12,2, es excelente lubricante y blanqueador, posee
una tensién superficial baja, posee una vida media de almacenamiento prolongada y es

poco costoso. (Hilsmann, 1998)
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El hipoclorito de sodio reacciona con los restos organicos en el sistema de conductos
y de esa manera facilita la limpieza. Sin embargo, esta reaccién lo va inactivando en su
capacidad antibacteriana; por lo tanto, la solucion debe ser aplicada frecuentemente al

sistema de conductos. (Calerd et al., 1997)

Mecanismo de accion

Su uso en clinica es generalizado en concentraciones que van desde 0.5% hasta el
5.25%. El proceso quimico por el cual el NaOCI realiza su accion antimicrobiana ocurre
cuando entra en contacto con las proteinas tisulares, haciendo que se formen hidrégeno,
formaldehido y acetaldehido. Las cadenas peptidicas se rompen para disolver las
proteinas; en este proceso el hidrégeno es sustituido por el cloro con formacién de
cloramina, que interviene directamente como antimicrobiano, ya que interfiere en la
accion oxidativa celular con inactivacion enzimatica irreversible en la degradacion de
lipidos y acidos grasos; de este modo se disuelve el tejido necrotico y el NaOCI penetra

y limpia mejor las areas infectadas. (Drake et al., 1994)

Sin embargo el hipoclorito de sodio resulta un agente irritante para el tejido
periapical. (Hulsman and Hahn, 2000), el sabor es inaceptable por los pacientes y por si
solo no remueve la capa de desecho, ya que solo actla sobre la materia organica de la
pulpa y predentina. (Di Lenarda et al., 2000)

Las concentraciones clinicas varian entre el 0,5% al 6%, la dilucion del NaOCI
disminuye significativamente la propiedad antibacteriana, la propiedad de disolucién del
tejido y la propiedad de desbridamiento del conducto, al igual que disminuye su
toxicidad. (Yesilsoy et al., 1995)

Existen agentes organicos de uso clinico relativamente no irritantes, capaces de
desmineralizar la dentina y calcificaciones del sistema de conductos radiculares. Estos
agentes se denominan compuestos quelantes. (drstavik et al., 1990, Seidberg et al.,
1974, Weine, 1976)
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Se denominan quelantes a las sustancias que tienen la propiedad de fijar los iones
metalicos de un determinado complejo molecular. El término quelar deriva del griego
"khele" que significa garra. Estas sustancias captan los iones metalicos del complejo
molecular al cual se encuentran entrelazados, fijandolos por union coordinada que se

denomina quelacién. (Seidberg and Schilder, 1974)

Segun la Asociacion Americana de Endodoncistas la quelacion en Endodoncia es la
remocion de iones inorganicos de la estructura dentaria mediante un agente quimico,
usualmente el EDTA. Los agentes quelantes son usados con el proposito de ensanchar
conductos estrechos y remover la capa de desecho formada después de la

instrumentacién del conducto. (Glossary: American Association of Endodontics, 1998)

Agentes quelantes: Las sustancias quelantes son desde el punto de vista quimico
moléculas grandes de forma compleja, que estan en la capacidad de unirse a los iones de
calcio provenientes de la dentina. La dentina de la raiz debe reblandecerse
qguimicamente, lo cual facilita la preparacion de los conductos estrechos y/o calcificados;
hasta el momento no se ha comprobado el hecho de que si una sustancia quelante
permanece en un conducto radicular por méas tiempo, ésta tenga un mayor efecto.
(Halsmann, 1998)

Sal disodica del acido etilendiaminotetraacetico (EDTA): Fue presentada por
Nygaard-Ostby en 1957. Es una sustancia fluida con un pH neutro de 7,3. Se emplea en
una concentracion del 10 al 17%. Con esta solucion se logra reducir a siete el grado de
dureza Knoop de la dentina, que normalmente tiene una dureza de cuarenta y dos cerca
de la luz del conducto no tratado. Posee un pequefio efecto antibacterial sobre ciertas
especies bacterianas como Streptococcus alfa-hemoliticos y Staphylococcus aureus, y

tiene un alto efecto antimicotico. (Weine, 1976)

Los agentes quelantes como el EDTA pueden ser utiles en la localizacion de orificios
obliterados por calcificaciones distréficas, pudiendo actuar activamente entre citas hasta
un maximo de 5 dias en el espacio sellado de la camara pulpar, logrando asi un
reblandecimiento sobre la dentina del orificio que pudiese ser facilmente penetrada

posteriormente por un explorador endoddntico.

22



Sin embargo, otros autores opinan que el uso de los agentes quelantes debe estar
limitado al interior del sistema de conductos una vez que se haya logrado determinar la
longitud de trabajo y no para intentar remover o superar calcificaciones ya que se altera
la superficie de las paredes dentinarias, ademas de limitar la accion de paso del

instrumento a través de la dentina mineralizada. (Walton and Torabinejad, 1997)

Produce una reaccion inflamatoria leve al contacto con tejido blando, al contacto con

tejido 6seo reacciona en forma similar al de la dentina. (Hlsmann, 1998)

EDTA es efectivo en la remocion de la capa de desecho aunque en el tercio apical no
es tan efectivo, pero no induce erosién en los tabulos dentinarios, por lo que se pudiera
considerar un quelante alternativo para la remocion de la capa de desecho. (Calt and
Serper, 2000)

Weine recomienda, que al terminar la sesion, el conducto debe ser irrigado con
hipoclorito de sodio y una lima de pequefio calibre para asegurar la penetraciéon del
hipoclorito de sodio e inactivar la accion del agente quelante. (Weine, 1976)

El tiempo de trabajo necesario para obtener la completa remocion de la capa de

desecho es de 2-3 min. 0 mas. (Di Lenarda et al., 2000)

En conductos curvos el EDTA debe ser usado solo después de la preparacion porque

este puede aumentar la transportacion del conducto. (Bramante and Betti, 2000)

El EDTA vy el acido citrico han sido usados frecuentemente para la irrigacion final.
(Scelza et al., 2000)

Acido citrico: Yamaguchi y cols. en 1996 propusieron al &cido citrico como un
irrigante sustituto del EDTA. Ellos notaron que uno de los principales problemas de este
agente irrigante es su bajo pH, lo que lo hace mas &cido y biolégicamente menos
aceptable, mientras que el EDTA tiene un pH neutro. Ellos concluyeron que todas las
concentraciones de acido citrico (0,5, 1 y 2 M.) mostraron buenos efectos

antibacterianos y ser buenos quelantes (elimina la capa de desechos), y sugieren que el
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acido citrico puede ser usado como una solucidn irrigante para los conductos

alternandolo con hipoclorito de sodio. (Yamaguchi et al., 1996)

Entre otras soluciones irrigantes podemos nombrar:

Clorhexidina: La clorhexidina es un compuesto catidénico antibacteriano, como
irrigante endododntico es utilizado al 0,12% o 2%, posee excelentes propiedades
antibacterianas como el hipoclorito de sodio al 5,25% e incluso tiene mejor efecto
residual que el hipoclorito de sodio a las 24 horas, pero no tiene la capacidad de disolver
tejido pulpar. (White et al., 1997)

Mecanismo de accidn: la clorhexidina desestabiliza y penetra las membranas de las
células bacterianas. La molécula de clorhexidina aporta cargas electropositivas que
modifican el funcionamiento normal de la membrana, provocando la lisis celular. La
clorhexidina precipita el citoplasma e inhibe la utilizacién de oxigeno, lo que ocasiona
una disminucion de los niveles de ATP y la muerte celular. En las bacterias Gram-
negativas, la clorhexidina afecta la membrana exterior permitiendo la liberacion de las
enzimas periplasmaticas. La membrana interna de estos microorganismos no es
destruida, pero si es impedida la absorcion de pequefias moléculas. A bajas
concentraciones, la clorhexidina exhibe un efecto bacteriostatico, mientras que a altas

concentraciones es bactericida. (Gjermo, 1989)

Perdxido de hidrogeno (H202): El perdxido de hidrégeno es un acido debil, en
endodoncia es usado al 3% (H202 al 3%) debido a sus propiedades desinfectantes y a su
accion efervescente. La liberacion de oxigeno destruye los microorganismos anaerobios
estrictos y el burbujeo de la solucion cuando entra en contacto con los tejidos y ciertas
sustancias quimicas, expulsa restos tisulares fuera del conducto. La accion solvente del
agua oxigenada en tejidos organicos es mucho menor que el hipoclorito de sodio.
(Weine, 1976)

La mezcla de las soluciones irrigadoras de H202 al 3% y de NaOCI al 5,25%
propuesta por Grossman en 1943, produce liberacion de oxigeno libre, y una formacion
profusa de espuma lo que facilita la eliminacion de restos dentinales y restos de tejidos,
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por lo que ha sido recomendada usarla durante el tratamiento para la irrigacion de
dientes que han permanecido abiertos al medio bucal con el fin de favorecer la
eliminacién de particulas de alimento, asi como también, restos que puedan estar

alojados en los conductos. (Lasala, 1992)

La dltima irrigacion debe realizarse con NaOCI, ya que el peréxido de hidrégeno
puede seguir liberando oxigeno naciente despues de cerrar la cavidad de acceso y elevar

la presion interna desencadenando dolor e inflamacion. (Hilsmann, 1998)

Esta mezcla parece ser efectiva para la limpieza del sistema de conductos, sin
embargo no es superior al uso Unico del NaOCI, por lo que no es benéfica. (Walton and
Torabinejad, 1997)

Hidroxido de calcio en agua (Agua de cal): Maisto y Amadeo, citados por Lasala,
recomiendan como irrigador una solucion de saturacion de hidréxido célcico en agua, la
cual denominan lechada de cal, y que podria alternarse con el agua oxigenada,
empleando como ultimo irrigador la lechada de cal, que por su alcalinidad, incompatible
con la vida bacteriana, favoreceria la reparacion apical, por lo cual ha sido recomendada

en dientes con apices abiertos. (Lasala, 1992)

Solucién salina: Es el irrigador mas biocompatible que existe, puede utilizarse como
Unico o alternado con otros, como Ultimo cuando se desea eliminar el remanente del

liquido anterior. (Lasala, 1992)

El efecto antimicrobiano y su disolucién de tejido es minima si se compara con el
H202 6 con NaOCI. (Hilsmann, 1998)

SOLUCIONES ELECTROLIZADAS

Durante los ultimos 20 afios, las soluciones de suUper oxidacion (SOSS) han
demostrado ser potentes agentes antimicrobianos y desinfectantes a través de dafio

oxidativo.
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El agua electrolizada (EW) contiene una mezcla de oxidantes inorganicos como el
HCIO, OCI-, CI2, OH y O3, que son efectivos para inactivar una variedad de
microorganismos. Este producto se prepara con agua purificada mas una solucion

saturada de cloruro de sodio. (Yang and Swem, 2003)

El agua electrolizada oxidante (EO) es el producto de un nuevo concepto desarrollado
en Japon. Experimentalmente se ha determinado que el agua EO es un tratamiento
efectivo en limpieza y desinfeccion de superficies de cocina, eliminacion de patdgenos

de los alimentos en condiciones “in vitro”. (Casadiego et al., 2004)

BENEFICIOS DE LAS SOLUCIONES ELECTROLIZADAS

Este tipo de soluciones se ha usado, sobre todo como desinfectante, en equipos
endoscopicos e instrumental de invasion minima, asi como para lavar y desinfectar
equipos de hemodialisis. Diferentes tipos de SE han sido objeto de mdltiples estudios y
revisiones como método de descontaminacion de hortalizas, logrando eliminar E. coli,
Listeria, Salmonella, B. anthracis, entre otras muchas cepas infecciosas. (Yang and
Swem, 2003)

Recientemente el gobierno japonés a través de la ley de regulacion para el
mejoramiento del agua, permitio la utilizacion de SE para controlar las infecciones,

incluso por Pseudomonas aeruginosa en las tuberias de agua corriente.

Su mecanismo de accion se basa en el efecto que los iones de Na+, Cl- y O2 ejercen
sobre la pared bacteriana, sobre la que producen desnaturalizacion de las proteinas,
fragmentacion de hidratos de carbono y lipidos, y en los virus alteracion de capsides,
DNAsas y RNAsas. (Yang and Swem, 2003)

Certificado por la FDA llena todo para ser considerada una solucién apta para ser

aplicada en el ser humano y ha sido usada experimentalmente en Japon por profesionales
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médicos y dentales para el tratamiento de heridas o para la desinfeccion de equipo

médico. (Shimmura et al., 2000)

Recomendada como antiséptico para tratamientos oncoldgicos pediatricos,
quemaduras y heridas en general, en pie diabético. Shimmura et al. (2000) lo empleo
para desinfectar la superficie ocular, mostrando ser seguro y eficaz inhibiendo
totalmente el crecimiento bacterial de P. aeruginosa posterior a 5 segundos de

exposicion. (Shimmura et al., 2000)

OxOral (Esteripharma México, S.A. de C.V.)
(http://www.esteripharma.com/home.php)

Descripcion:

OxOral® es Solucién Electrolizada de Superoxidacion con pH neutro al 0.005% (50
ppm) de Cl activo, formulado para dilucion 1:5. Eficaz contra virus, hongos, y bacterias
gram positivas y gram negativas en 30 segundos. Su accion desinfectante de alto nivel
permite a la unidad dental estar libre de contaminantes, al mantener una accion
desinfectante en la linea de irrigacién, previene las infecciones cruzadas entre Médico y

paciente. (http://www.esteripharma.com/home.php)

Espectro antimicrobiano:

OxOral® fue probado contra cepas certificadas de E. coli, St. aureus, P. aeruginosa,
C. albicans, A. niger y esporas de B. subtilis y otros. De acuerdo a la NMX-BB- 040-
SCFI-1999 (Determinacion de la actividad antimicrobiana en productos germicidas)

(http://www.esteripharma.com/home.php)
OxOral® demostrd su efectividad para erradicar a los microorganismos en un tiempo de

exposicion de 30 segundos en bacterias, hongos y virus y 15 minutos para esporas de B.

Subtilis.(http://www.esteripharma.com/home.php)
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Mecanismo de accion:

El contenido controlado de iones en OxOral® lo hacen un desinfectante de alto nivel
capaz de destruir efectivamente, bacterias, hongos y virus en 30 segundos y esporas en
15 minutos. Se atribuye al efecto de oxidacion de los grupos sulfhidrilos (-SH) y
aminoacidos de la pared bacteriana, con lo que se afecta el proceso de respiracion y
nutricion de los microorganismos, produciéndose oxidacion de los componentes
respiratorios e inhibicion de la sintesis de proteinas por desnaturalizacion de las mismas,
ocasionando inicialmente una alteracion en la osmolaridad, lo que conlleva a una
alteracion en el metabolismo celular con disminucién de la produccién de fosfatos de
alta energia (adenosinfosfato), en el caso de virus, se estimula el rompimiento de las
cadenas 'y represion de la sintesis del material genético (RNA).

(http://www.esteripharma.com/home.php)

Los cartuchos en solucion y gel para jeringa tipo carpule son la nueva presentacion de
OxOral, en su linea odontoldgica. En casos como gingivitis, intervenciones quirdrgicas o
extracciones del tercer molar, la solucion permite irrigar mejor el canal radicular.

(http://www.esteripharma.com/home.php)

También conserva y prepara una pared uniforme que facilita la obturacién; por su
parte, el gel prolonga el efecto antiséptico, con el cual se obtiene menor tiempo de
recuperacion e  incidencia de las  infecciones en el  paciente.

(http://www.esteripharma.com/home.php)

OxOral® Antiséptico Bucal, en presentacion para jeringa tipo carpule, es Unica, ya
que los cartuchos permiten irrigar de manera directa con la solucién los canales
radiculares permitiendo un menor tiempo de cicatrizacion y remitiendo los procesos
infecciosos. La presentacion en gel para jeringa tipo carpule, permite al odontélogo tener
acceso a areas dificiles de la cavidad bucal, prolongando el efecto antiséptico
aplicandolo directamente en la zona de la lesion. OxOral®, es un nuevo avance en la

antisepsia odontoldgica otorga a los pacientes una mejor calidad de vida durante y
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después de una intervencién quirdrgica sin  ninguna  contraindicacion.

(http://www.esteripharma.com/home.php)

MICROCYN 60® (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Es un producto hecho en México, para el cuidado de heridas dérmicas, que no causa
irritacion, no es sensibilizador y no requiere enjuague; se utiliza para humedecer
apositos absorbentes para heridas, asi como para limpiar y desbridar lesiones dérmicas
agudas y crénicas como Ulceras, guemaduras, abrasiones e irritaciones de la piel.
Solucion de super oxidaciéon con pH neutro, antiséptica y desinfectante de alto nivel:
presenta amplio espectro contra microorganismos: bactericida, viricida, fungicida,
esporicida, no toxico, biodegradable, rapida accion; efecto bactericida en menos de 60
segundos Y realiza desinfeccion de alto nivel en 15 minutos, con una vida de anaquel
prolongada (>12 meses) con potente actividad antimicrobiana y es una solucion
hipotdénica con osmolaridad de 13 mOsm/kg. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al.,
2005)

Presenta las siguientes propiedades:

Bactericida y fungicida: De acuerdo a normas internacionales, reduce la carga
microbiana con tan solo 15 a 30 segundos de exposicidn, incluyendo: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus hirae, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter species, Bacteroides fragilis, Enterobacter aerogenes, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE, MDR), Haemophilus
influenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Proteus
mirabilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Candida albicans y Candida -
tropicalis. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Virucida: Ha demostrado disminuir la carga del virus de la inmunodeficiencia

humana (HIV, HTLV-IIIB) en > 3.75 log en 10 minutos de exposicién, de acuerdo a la
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norma EPA DIS/TSS. Otro estudio ha demostrado reducir la carga viral de adenovirus
en > 3 log en 10 minutos. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Esporicida: Disminuy6 el nivel de esporas de Bacillus atrophaeus en > 6.5 log en
15 minutos de acuerdo a la prueba BS-EN 14347. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et
al., 2005)

Efecto antimicrobiano:

Actla al contacto con los microorganismos. Las especies reactivas de cloro y
oxigeno de MICRODACYN 60® desnaturalizan proteinas de la pared bacteriana y de
las capsides virales. Esto altera las funciones basicas de los microorganismos los cuales
sufren un choque osmatico que termina por destruirlos. En microscopia de contraste de
fases, se ha demostrado que el volumen de las bacterias expuestas a MICRODACYN
60® aumenta notablemente en menos de 60 segundos, quedando solo detritus en los
primeros 5 minutos de exposicion (Martinez-Munive et.al, 2005). En superficies
inanimadas, por ejemplo, se logra la accion bactericida en un minuto y la desinfeccion
de alto nivel en 15 minutos. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Efecto en cicatrizacién: Es conocido que la infeccion o la colonizacion de las
heridas retrasa importantemente el proceso de cicatrizacion. MICRODACYN 60®, al
ser un agente antimicrobiano de amplio espectro y pH controlado, reduce
significativamente la carga bacteriana y/o viral de las heridas, creando asi el ambiente
ideal para promover la cicatrizacion. También, hay evidencia de que las soluciones de
superoxidacién aceleran por si mismas el proceso de cicatrizacion, al estimular la

proliferacion y migracion de fibroblastos. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)
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Usos:

Como antiséptico: Es una solucion de superoxidacion de pH neutro adyuvante en el
tratamiento integral y multidisciplinario de lesiones agudas y cronicas. (Yahagi et al.,
2000, Landa-Solis et al., 2005)

MICRODACYN 60® es datil para humectacion, irrigacion, debridacion y
desinfeccion de heridas agudas y crénicas, como Uulceras, cortaduras, abrasiones,
guemaduras, abscesos, posquirurgicas y postraumaticas, entre otras. (Yahagi et al., 2000,
Landa-Solis et al., 2005)

También ha sido usado para el tratamiento de lesiones bucofaringeas. Colutorios por
dos minutos con un volumen total de 50 ml tres o cuatro veces al dia, suelen ser Utiles
para la mayoria de procesos inflamatorios o infecciosos de la boca y dientes.
MICRODACYN 60® ha sido util también en cirugias maxilofaciales y dentales, para la
prevencion y tratamiento de infecciones, asi como tratamiento preparatorio con
colutorios de 2 minutos, 2 veces al dia, 2 a 3 dias previos a la cirugia o procedimiento
odontolégico. Como tratamiento posterior, bajo las mismas indicaciones, hasta que haya
una resoluciéon completa del cuadro inflamatorio. Como enjuague bucal durante
procedimientos dentales, incluyendo su infiltracion en el canal radicular en endodoncias.
(Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Toxicidad: De acuerdo a diversos estudios hechos bajo normas sanitarias
internacionales, MICRODACYN 60® no irrita ni sensibiliza la piel intacta. (Yahagi et
al., 2000, Landa-Solis et al., 2005)

Técnica de irrigacion

La frecuencia de irrigacion y volimen del irrigante son factores importantes en la
remocion de detritos. La frecuencia de irrigacion debe aumentar a medida que la

preparacion se acerca a la constriccion apical. Un volumen apropiado del irrigante es de
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por lo menos, 1 a 2ml cada vez que el conducto se irriga y se recomienda irrigar el
conducto cada vez que se acabe de trabajar con un grosor de lima. (Gambarini et al.,
1998)

En cuanto a las agujas, lo méas importante es el calibre, que debe ser pequefio, se
prefiere una aguja calibre 27, que posee el potencial de penetrar con mayor profundidad
en el conducto, al igual no debe quedar ajustada dentro de las paredes de éste, debe
aplicarse un movimiento de bombeo reduciendo al minimo el peligro de impulsar el

irrigante a los tejidos periapicales. (Moser and Heuer, 1982)

La aguja debe penetrar hasta el tercio apical del conducto y luego retirarla 2mm,
para poder lograr una buena irrigacion hacia el tercio coronal y evitar asi una

sobreirrigacion. (Harrison, 1984)

Idealmente durante la preparacion del conducto, ésta debe realizarse en presencia de
humedad, esto evita un funcionamiento inadecuado del instrumento y el riesgo de crear

un tope dentinal apical. (Druttman and Stock, 1989)

Una alternativa de la irrigacion manual es la irrigacién asistida por ultrasonido,
evitando que las limas contacten con las paredes, pues las rotaciones de las limas se
pueden bloquear y disminuir la efectividad de la irrigacion. Por lo tanto la efectividad
de la irrigacién con ultrasonido aumenta, al aumentar el tiempo de irrigacion. (Walker
and Del Rio, 1991)

Otros estudios no muestran una significativa diferencia, entre la efectividad de
limpieza utilizando hipoclorito y ultrasonido, e hipoclorito solo, principalmente en
tercio apical. Se sustenta lo anterior, por la presencia de diferentes factores, como:
grado de curvatura, tipo de diente utilizado para el estudio, anatomia del conducto
radicular, cantidad de irrigante usado y criterio de evaluacion. (Walker and Del Rio,
1991)
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Microorganismos asociados con la enfermedad endoddntica

El estudio clasico publicado en 1965 por Kakehashi et al, demuestra que las

bacterias son la causa de la enfermedad pulpar y perirradicular. (Kakehashi et al, 1965)

Las infecciones endoddnticas son polimicrobianas, y el numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) suele oscilar entre 10° y 10% Existe relacion positiva
entre el nimero de bacterias en un conducto radicular infectado y el tamafio de las
transparencias perirradiculares. (Bystrom et al., 1987)

Las interrelaciones entre las bacterias se han estudiado en monos, los conductos
radiculares se infectaron con bacterias orales habituales y se sellaron durante intervalos
de hasta 1 080 dias. Los resultados demostraron un proceso de seleccion a lo largo del
tiempo, que conducia al predominio de bacterias anaerobias. ElI 98% de las bacterias

cultivadas en las muestras eran anaerobias estrictas. (Fabricius et al., 1982)

Pareciera que el ecosistema polimicrobiano de un conducto radicular infectado

conduce a la seleccion de gérmenes anaerobios. (Odell et al., 1999)

Algunas especies de bacterias productoras de pigmento negro (Porphyromonas y
Prevotellas, segun la taxonomia méas reciente) han sido consideradas las causantes de
ciertos signos y sintomas clinicos. Sin embargo, no se ha establecido ninguna relacién
absoluta entre cualquier especie de bacterias y la gravedad de las infecciones
endodonticas. Es probable que este hecho guarde relacion con la naturaleza
polimicrobiana de las infecciones endodonticas, y con la relacion sinérgica entre
bacterias o factores de virulencia, que aumentan el efecto patogénico global. (Odell et
al., 1999)

Es posible que las técnicas de cultivo actuales solo permitan detectar e identificar
una parte de la poblacién microbiana total. La revision taxondmica basada en estudios
del ADN ha planteado dudas sobre la fiabilidad de la identificacién de especies en

estudios més antiguos. (Odell et al., 1999)
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Las especies bacterianas que se acepta en la actualidad contribuyen a la patologia
pulpar y periapical son muy variadas, incluyendo sobre todo los siguientes
microorganismos: Fusobacterium nucleatum, Streptococcus , Bacteroides , Prevotella
intermedia, lactobacillus , Campylobacter, Actinomyces, Capnocytophaga ochracea,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella bucae, Prevotella oralis, Prevotella denticola,
Eubacterium nodatum, Porphyromona gingivalis, Bacteroides fragilis, Enterococcus

faecalis, Einella corrodens, Enterobacter agglomerans. (Odell et al., 1999)

Factores de Virulencia Bacterianos

Aunque la lesion inicial puede deberse a otras causas, la mayoria de las
respuestas patogénicas se asocian con la presencia de microorganismos. Los microbios
poseen numerosos factores de virulencia, entre los que se incluyen capsulas bacterianas,
fimbrias (Pili) lipopolisacaridos, enzimas, vesiculas extracelulares, &cidos grasos,
poliamidas, amoniaco, y sulfuros de hidrégeno. Las bacterias tanto grampositivas como
gramnegativas tienen capsulas que pueden protegerlas de la fagocitosis. (Odell et al.,
1999).

Los Pili se pueden extender de una bacteria a otra durante la conjugacion y el
intercambio de ADN codificador de factores de virulencia, incluyendo la resistencia a
antibiodticos. (Odell et al., 1999)

Las bacterias producen enzimas con efectos perjudiciales para el huésped.
Recientemente se ha demostrado que el gen de la colagenasa se puede detectar en cepas

de Porphyromonas gingivalis. (Odell et al., 1999)

Porphyromonas gingivalis

Microorganismo, gram-negativo, anaerobio, no mdvil, que suele presentarse en
forma de cocos o bacilos cortos. Pertenece al grupo Bacteroides de pigmentacion negra

por formar colonias de color pardo a negras, y agrupados originalmente en una sola
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especie llamada Bacteroides melaningogenicus (Burton, 1928). En 1989 el género fue
redefinido en dos nuevos: Porphyromonas gingivalis y Prevotella. (Lindhe, 2000, Shan
1988)

Estudios recientes han considerado a esta bacteria como potencial en la formacion de
placas ateromatosas, ya que es capaz de acceder al revestimiento endotelial de los vasos
sanguineos e inducir a la agregacion plaquetaria. Ademas, los datos preliminares en
estudios realizados con ratones sugieren que origina lesiones cardiacas mas grandes que
los que no poseen este microorganismo, debido a que estimula la secrecion pancreéatica

de proteinas séricas. (Groppo and Ramacciato, 2002, Kuramitsu et al., 2003)
Bacteroides forsythus

Es un bacilo gram negativo, anaerobio, fusiforme, que fue descrito por primera
vez en 1979 como Bacteroides fusiforme. Actualmente por los cambios taxondmicos se
le ha denominado Tanerella forsythensis. (Lindhe, 2000, Kumar et al., 2003)

Produce una enzima tipo tripsina que es su factor de virulencia mas importante. (Lindhe,
2000)

Streptococcus intermedius

Streptococcus milleri, también denominado Streptococcus intermedius, s un grupo
de Estreptococo viridans constituido por las especies S. intermedius, S. constellatus y S.
anginosus. (Antony and Stratton, 2000)

Estas especies integran la flora bacteriana habitual de oro y nasofaringe, surcos
gingivales, tracto gastrointestinal y vagina; territorios a partir de los cuales migran para
producir infecciones abscedantes, a veces polimicrobianas y de dificil erradicacion.
(Vidal et al., 2004)

S. intermedius se ha aislado de pacientes con periodontitis y mortales infecciones

purulentas, especialmente en el cerebro y abscesos en el higado. (Whiley et al., 1992)
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Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram-positiva comensal, que habita el tracto
gastrointestinal de humanos y otros mamiferos. Como otras especies del género Enterococcus,
faecalis puede causar infecciones comprometidas en humanos, especialmente en ambiente de
hospital. La existencia de enterococos se potencia porque ha tenido la habilidad de adquirir

resistencia a virtualmente todos los antibiéticos en uso. (Ryan and Ray, 2004)

Streptococcus sobrinus

El Streptococcus sobrinus es una variedad de Streptococcus viridans. Esta bacteria vive en la
flora bacteriana de la boca humana. A parte del Streptococcus mutans, este microorganismo es

uno de los causantes de las caries dental humana. (Igarashi et al., 2000)
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MARCO DE REFERENCIA

Un resultado favorable del tratamiento de conductos radiculares se define como la

reduccion de la lesion radioldgica y la ausencia de sintomas clinicos del diente afectado

después de un periodo de observacion minimo de 1 afio. (Jrstavik, 1996)

El éxito endodontico depende de multiples factores (@rstavik et al., 2004.)

Sin embargo, no puede haber ninguna duda hasta ahora, de que los microrganismos
que guedan en el sistema de conductos después del tratamiento o la recolonizacion de la
obturacion radicular, son la principal causa del fracaso endododntico. (Sjogren et al.,
1997, Molander et al., 1998)

La infeccion del espacio del conducto radicular se presenta con mayor frecuencia

como secuela de una profunda lesion de caries. (Langeland, 1987)

La Pulpitis es la reaccion del huésped frente a patdgenos oportunistas de la cavidad

oral al entrar en el endodonto. (Hahn et al., 2000)

El Tejido pulpar vital puede defenderse de los microorganismos hasta que

gradualmente se necrosa. (Langeland, 1987)

Por el contrario, el espacio pulpar de los dientes no vitales, con signos radiograficos
de rarefaccion periapical siempre alberga cultivos de microorganismos. (Sundqvist,
1976)
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Infeccion del Conducto Radicular

A medida que la defensa del huésped pierde su acceso al espacio pulpar necrotico,
microorganismos oportunistas seleccionados por las duras condiciones ecolégicas vy el
bajo nivel de oxigeno crean un medio ambiente global en el sistema de conducto
radicular. (Nair, 2004)

Estas comunidades microbianas pueden sobrevivir en los tejidos organicos de restos

de celulosa y exudado del periodonto. (Sundgvist, 1994 and Love, 2001)

La infeccidbn multibacteriana de la pulpa dental activa respuestas inflamatorias y
causa destruccién ésea en los tejidos perirradicualres. Histologicamente, un infiltrado
denso de células inmunocompetentes se ve en lesiones perirradiculares y sus reacciones
puede inducir la resorcion dsea. El concepto basico del tratamiento de conductos esta
basado en la remocion de irritantes mecanica y quimicamente asi como su obturacion

para eliminar o reducir el namero de microorganismos. (Takahashi, 1998)

En muestras de conductos de dientes extraidos que presentaban lesiones periapicales,
la estructura de la flora entre los grupos consistié en cocos, bacilos, microorganismos
filamentosos, y espiroquetas. Las paredes de los bacilos mostraron Gram-negativos. En
microscopio electrénico se pudo identificar sobre las paredes de los conductos una capa
condensada de bacterias que al microscopio dan una apariencia de estructura empalizada

de placas bacterianas a la superficie dental. (Ramachandran, 1987)

Ademas, las levaduras también se pueden encontrar en conductos radiculares

asociados con la terapia-resistente periodontitis apical. (Waltimo et al., 1997)

38



La membrana externa de bacterias Gram-negativas contiene endotoxinas, que estan
presentes en todos los dientes necroticos con lesion periapical. (Dahlén and Bergenholtz,
1980)

Existe una correlacion positiva entre el nimero de bacterias en los conductos
infectados y el tamafio de radiolucidez perirradicular. EI nimero de unidades formadas
de colonias es usualmente 10> a 10°. Actualmente la mayoria de las bacterias aisladas
son anaerobias. Bacterias Gram negativas, especialmente de Porphyromonas y
Prevotellas que son negro pigmentadas, han sido asociadas con infecciones
endoddnticas. Como resultado de métodos de identificacion bacteriana de ADN, las
bacterias negro-pigmentadas anteriormente clasificadas como Bacteroides ahora han
sido colocadas en el género Porphyromonas (asacaroliticas) y Prevotella
(sacaroliticas). (Cohen, 2006)

Peter y colaboradores en el afio 2001-2002 en su estudio de identificacion
encontraron que las especies mas predominantes en tabulos dentinales infectados fueron:
Prevotella intermedia, Prevotella prevotii, Prevotella buccae, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas asaccharolytica, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium
necrogenes, Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus micros, Actinomyces
israelii, Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus,
Streptococcus sanguis, Propionibacterium acnes, Bifidobacterium adolescentis, y
Lactobacilles acidophilus. (Peters et al., 2001, 2002)

Jacinto y colaboradores en el afio 2006 confirmaron la presencia de Porphyromonas
gingivalis en conductos infectados con abscesos periapicales y determind que
antibioticos orales pueden ser efectivos contra ésta bacteria. (Jacinto et al., 2006)

En un estudio se investigd las muestras de las infecciones endodonticas primarias
para detectar la presencia de estas variantes fimA P. gingivalis. Porphyromonas
gingivalis fue detectado por un 16S ARNr PCR basada en los genes en el 36% del
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namero total de casos incluidos en la muestra (44% de la periodontitis apical cronica y el
28% de los abscesos aspirados). En los casos de periodontitis apical cronica, P.
gingivalis variante tipo IV fue el méas frecuente (24%), seguido de los tipos | (20%), Il
(16%) y 111 (8%). En las muestras de absceso agudo, variante tipo Il fue el mas frecuente
(12%), seguido por los tipos Il 'y IV (8% cada uno) y el tipo | (4%). En general, los
tipos fimA IV (16%), Il (14%) y | (12%) fueron las mas frecuentes. (R6¢as, and Siqueira
Jr., 2010)

La frecuente recoleccion de Enterococcus faecalis en conductos asociados a
infecciones persistentes ha intensificado el interés en esta bacteria. E.Faecalis, ha
Ilegado a ser el microorganismo ideal para probar diferentes irrigantes, medicamentos y
soluciones antisépticas usadas en endodoncia in vitro, con hallazgos que revelan su
capacidad de resistencia. Este interés en E. Faecalis, deriva por su habilidad de crecer
bajo casi cualquier condicion en laboratorio. (Chavez, 2007)

La instrumentacion mecanica en combinacién con una solucion de irrigacion
quimicamente inerte, no adecuada puede no reducir microorganismos en el sistema de
conductos radiculares infectados (Grahnén and Krasse, 1962) (Bystrém and Sundgvist,

1981), ni evitar la formacién de una capa de barrillo (Mayer et al., 2002).

El yodo es menos citotoxico e irritante a los tejidos vitales que el hipoclorito de sodio
y la clorhexidina (Spangberg, et al 1973, 1979), sin embargo tiene un mayor riesgo de

causar una reaccion alérgica (Popescu et al., 1984).

Harrison AJ, P Chivatxaranukul, P Parashos, Messer HH. en 2010 investigaron el
efecto de la irrigacién con ultrasonido en la reduccion de Enterococcus faecalis en
conductos radiculares infectados experimentalmente para eliminar las bacterias de la
pared del conducto y los tubulos dentinarios de dientes extraidos; concluyeron que la
irrigacion con ultrasonido activado durante 1 minuto con NaOCI al 1% después de la
preparacion del conducto en los conductos rectos es potencialmente un paso adicional
eficaz en el control microbiano pero no dio lugar a la eliminacion completa de bacterias

en todas las raices. (Harrison et al., 2010)
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Pascon y colaboradores en 2009 estudiaron el efecto del Hipoclorito de Sodio como
irrigante endodontico sobre el efecto mecéanico de las propiedades de la dentina
radicular, elasticidad, dureza, rugosidad, resistencia a la flexion, resistencia a la
compresion y concluyeron que el hipoclorito de sodio altera negativamente las
propiedades mecanicas de la dentina radicular, cuando se utiliza como solucion de

irrigacion endoddntica. (Pascon et al., 2009)

Estudios recientes han informado sobre la aparicion de cambio de color y la
precipitacion, cuando NaOCl y CHX se combinan. (Zehnder, 2006 and Vivacqua-
Gomes et al., 2002)

En el presente estudio se ha demostrado que el NaOCI mezclado con CHX forma
PCA, y la cantidad de PCA aumenta directamente con el incremento en la
concentracion de NaOCI. Los resultados del estudio son relevantes clinicamente porque

PCA ha demostrado ser toxico. (Basrani et al., 2007)

Se realiz6 una investigacion cuyo proposito fue comparar la actividad antimicrobiana
del 6% y 3% de hipoclorito de sodio (NaOCI), 2% y 0,12% de gluconato de clorhexidina
(CHX), y del 0,01% y 0,005% doxiciclina (Doxy) en cuatro microorganismos asociados
con primaria infecciones endodonticas. La prueba de difusion en agar se utilizd para
medir la actividad antimicrobiana de estos irrigantes, Peptostreptococcus micros,
Prevotella intermedia, Streptococcus sanguis, y Lactobacillus acidophilus. En tres de los
cuatro microorganismos, el orden general de la eficacia antimicrobiana fue de 0,01%
Doxy> 0,005% Doxy> 6% NaOCI> 3% NaOCI> CHX 2%> 0,12% CHX. Para L.
acidophilus, el orden de efectividad fue del 6% NaOCI> 3% NaOCI> CHX 2%> 0,01%
Doxy> 0,005% Doxy> CHX 0,12%. El NaOCI al 6% mostr6 significativamente
mayores zonas de inhibicién de un 3% NaOCI para todos endopatégenos de prueba.
(Carson et al., 2005)

En un ensayo clinico aleatorizado compararon la reduccion de microbiota
intraconducto irrigando con NaOCI al 2,5% o clorhexidina al 0,2%, se encontré que el

hipoclorito es significativamente méas eficiente que la clorhexidina en la obtencién de
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cultivos negativos. Esto fue especialmente el caso de las bacterias anaerobias, mientras
que la diferencia de facultativos fue menos significativa. (Ringel et al., 1982)

El gluconato de Clorhexidina al 2% y el hipoclorito de sodio al 2.25% fueron
significativamente eficaces para reducir los microorganismos en los dientes con pulpa
necrotica, patologia periapical, 0 ambos, y podria ser utilizado con éxito como solucion

de irrigacion. (Ercan et al., 2004)

El uso de hipoclorito de sodio y gluconato de clorhexidina combinado dentro del
conducto radicular da como resultado la reduccion de un mayor porcentaje de cultivos
positivos después de la irrigacion. Esto puede ser debido a la formacion de “cloruro de
clorhexidina," lo que aumenta la capacidad de ionizacion de la molécula de clorhexidina.
Esta reduccion fue significativa en comparacion con el uso de hipoclorito de sodio solo,
pero no significativa en comparacion con el uso de gluconato de clorhexidina sola.
(Kuruvilla and Kamath, 1998)

La tasa de bactericida para las soluciones de hipoclorito de sodio son mas del doble
por cada 5 ° C de aumento de la temperatura en el rango de 5 a 60 ° C. (Dychdala, 1991)

La capacidad del NaOCI al 1% a 45 ° C para disolver pulpas dentales humanas se

encontrd que era igual a la de una solucion al 5,25% en 20 ° C. (Sirtes et al., 2005)

El régimen de riego basado en la alternancia de NaOCl y EDTA parece ser un
instrumento endoddntico prometedor, ya que promueve la eliminacion de la biopelicula

del conducto de E. faecalis durante el periodo experimental. (Soares et al., 2010)

Se evaluaron los efectos del acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el hipoclorito
de sodio (NaOCI) sobre el crecimiento de biopelicula de Enterococcus faecalis en la
dentina del conducto radicular de las personas jovenes y mayores. La combinacion de
EDTA y NaOCI redujo significativamente la cantidad de biopelicula intraconducto en
ambos grupos de edad (P <.01). Sin embargo, los recuentos bacterianos de E. faecalis en

el grupo de edad avanzada fueron ain mas altos (P <.05). Se podria sugerir que los
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conductos radiculares de poblacion de edad avanzada son més susceptibles a la infeccion
del conducto. Sin embargo, la aplicacion combinada de EDTA y NaOCI reduce

significativamente la cantidad de biopelicula intracanal. (Ozdemir et al., 2010)

Uno de los aspectos importantes relacionados con las soluciones de riego disponibles
en la actualidad, es decir, EDTA vy &cido citrico, es que interactian fuertemente con
hipoclorito de sodio. (Baumgartner and Ibay, 1987)

Tanto el &cido citrico y EDTA inmediatamente reducir el nivel de cloro en solucion,
haciendo que el hipoclorito de sodio irrigacion ineficaces en las bacterias y el tejido
necrotico. Por lo tanto, el acido citrico o EDTA nunca debe mezclarse con el hipoclorito
de sodio. (Zehnder et al., 2005)

En todas las profundidades y terceras partes de los conductos radiculares y para todas
las técnicas utilizadas, el NaOCI al 5,25% ha demostrado ser la solucién de irrigacion
mas eficaz probada y analizada en tabulos dentinarios, seguido por el NaOCI al 2,5%.
No se encontraron diferencias entre las concentraciones en la limpieza de los conductos;
sobre todo en concentraciones mayores; NaOCI, fue capaz de desinfectar los tdbulos
dentinarios, independiente de la técnica de preparacion del conducto utilizado. (Berber et
al., 2006)

Algunos enfoques recientes para mejorar el desbridamiento del conducto radicular
incluyen el uso de luz laser para inducir fotosensibilizacion letal sobre la microbiota del
canal. (Kimura et al., 2000)

La irrigacién con el uso de agua activada electroquimicamente también ha sido
estudiada (Solovyeva and Dummer, 2000), asi como la infiltracién de gas de ozono en el

sistema de endodoncia (Deltour et al, 1970).

La actividad antibacteriana de agua sUper oxidada que contienen una alta
concentracion de oxigeno se puso a prueba contra los cultivos de células planctonicas de
bacterias cariogénicas, bacterias periodontopaticas y Candida albicans. La exposicion a

agua superoxidada provocé un efecto bactericida contra todas las bacterias cariogénicas
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y periodontopaticas, un efecto fungicida significativo se observé en C. albicans, los
resultados demuestran que el agua superoxidada ejerce un efecto antibacteriano en las

bacterias cariogénicas y periodontopaticas. (Yamada et al., 2010)

Los efectos tdxicos de los irrigantes fueron evaluados al ser inyectados en el tejido
subcutaneo de ratas. Las reacciones inflamatorias que se produjeron 2 h, 48 y 2 semanas
después de las inyecciones fueron evaluados. Los resultados fueron los siguientes: En el
estudio de laboratorio, el gluconato de clorhexidina al 2% y Cetrexidin fueron
significativamente mas eficaces en E. faecalis que el NaOCI 5,25% a los 5 min. Del
mismo modo, en el estudio in vivo, gluconato de clorhexidina al 2% y Cetrexidin fueron
significativamente mas eficaces sobre las bacterias anaerobicas que el NaOCI 5,25% a
las 48 h. Al final de 2 semanas, la toxicidad de la solucion de hipoclorito de sodio fue
mayor que la de los otros irrigantes. Como conclusién el Cetrexidin y gluconato de
clorhexidina al 2% fueron mas efectivos, y tuvo mayor efecto antibacterianos y menor
toxicidad que el 5,25% de NaOCI. (Ongag et al., 2003)

En otro estudio se evalud la influencia de la neutralizacion de una solucion de
hipoclorito de sodio al 2,5% en su citotoxicidad, genotoxicidad, y el tejido de disolucion
potencial. Se concluy6 que EI Hipoclorito de sodio al 2,5% neutralizado fue 10 veces
mas citotoxico que el 2,5% de NaOCI. Ninguna de las soluciones fue genotdxica. El
2,5% de NaOCI tiene una mejor capacidad de disolucion de los tejidos que la
neutralizacion del 2,5% de NaOCI. El pH de la solucion de hipoclorito de sodio al 2,5%
y solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% neutralizado se redujo de 12 a9y 7,5 a 5,6,
respectivamente.  Como conclusién, neutralizar una solucién de NaOCI al 2,5%
aumento su citotoxicidad, no produce ningun efecto genotoxico, y redujo su capacidad
de disolucidn de los tejidos. (Aubut et al., 2010)

Durante los tltimos 20 afios, las soluciones de super oxidada (SOSS) han demostrado
ser potentes agentes antimicrobianos y desinfectantes a través de dafio oxidativo.
Estudio in vitro, la toxicidad potencial de SOSS en las células eucariotas no se ha

documentado esto es relevante ya que las especies reactivas de oxigeno y cloro,
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posiblemente, puede inducir a disfunciones envejecimiento celular e irreversible que
finalmente producen la muerte celular. El presente estudio investiga la citotoxicidad y el
estrés oxidativo inducido por una solucion, SOS pH neutro (es decir Microcyn, MCN)

en los jovenes, en cultivos de fibroblastos primarios diploides dérmicos humanos (HDF).

Con este fin, el peréxido de hidrégeno (HP) se utilizé como control positivo de dafio
oxidativo. Cuando estas soluciones fueron utilizados en concentraciones indicadas para
el cuidado de heridas (es decir, sin diluir o MCN 880 mM de HP), HP fue
significativamente més toxico que el MCN. Después de 5 y 30 minutos de exposicion, la
viabilidad celular fue de 38% y 5%, respectivamente, en 880 mM de HP-células tratadas

en comparacion con el 75% y 70% en las poblaciones MCN-tratados, respectivamente.

HP induce por lo tanto la apoptosis y la necrosis, mientras que sélo MCN induce
necrosis. Genotoxicos y estudios de envejecimiento se llevaron a cabo entonces en

concentraciones subletales de HP como se inform6 anteriormente en la literatura.

El ADN y ARN parcialmente degradado s6lo en HDFS expuestas a 500 micras de HP
durante 30 minutos, pero no en las personas expuestas a diluir MCN. En esta misma
concentracion, HP inducida por la formacion de aductos de 8-hidroxi-2'deoxyguanosine
en HDFS pero este efecto no se observo en el control, ni observados en las células
tratadas con MCN. HDFS se expusieron mas de 5 micras de HP o el 10% MCN durante
1 mes. La expresion de la senescencia asociada-beta-galactosidasa sélo fue

significativamente elevado en células crénicamente expuestas a 5 micras de HP.

En conjunto, estos resultados muestran que MCN es significativamente menos
citotoxico que HP (es decir, 880 mm) y que, in vitro, no induce genotoxicidad o de

envejecimiento acelerado. (Gonzéales-Espinosa et al., 2007)

En un estudio se evaluo la eficacia de agua de superoxidacion como solucion de
irrigacion, gracias a su capacidad para eliminar la capa de frotis y / o restos de los

conductos radiculares instrumentados.
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La irrigacion més eficaz como técnica de remocion de escombros era la irrigacion,
independientemente de ultrasonido. La irrigacion por medio de la jeringa tras la
instrumentacion con el 5% NaOCI mostrd una efecto similar al del EDTA al 15% para

la eliminacidn de la capa de barrillo y escombros. (Landa-Solis, et al., 2005)

La capa de barrillo puede ser beneficioso ya que reduce la permeabilidad de la
dentina e impide o retarda la penetracion de bacterias en los tubulos dentinarios (Dippel
et al., 1981, Pashley et al., 1981). Sin embargo, las bacterias han penetrado ya los
tibulos dentinarios infectados en el conducto radicular y pueden sobrevivir y
multiplicarse a pesar de la instrumentacion. (Yamada, et al., 2010)

El agua es el potencial oxidativo eficaz para la irrigacion del conducto radicular (G.
Hata et al., 2001)

En un estudio se demostrd que el agua ozonizada presentaba casi la misma actividad
frente a los antimicrobianos como NaOCI al 2,5% durante la irrigacion, especialmente
cuando se combina con ultrasonidos, y mostré un bajo nivel de toxicidad frente a
las células cultivadas. Mucha maés investigacion es necesaria para el uso del agua
ozonizada en la terapia clinica o endodoncia. Sin embargo, estos resultados sugieren que
la aplicacion de agua ozonizada puede ser (til para la irrigacion del conducto radicular.
(Nagayoshi et al., 2004)

Las soluciones de hipoclorito de sodio se recomiendan como irrigante principal. Esto
se debe a su amplio espectro antimicrobiano, asi como su capacidad Unica para disolver
los restos necroticos del tejido. Quimicos y toxicoldgicos relacionados con su uso se
discuten, incluyendo los diferentes enfoques para mejorar la eficacia local sin aumentar
el potencial caustico. Ademas, las soluciones quelantes se recomienda como
complemento irrigante para prevenir la formacién de una capa de barrillo y / o quitarlo

antes de obturar el sistema de conductos radiculares. (Zehnder, 2006)
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una medicion en cuanto a la Eficacia Antimicrobiana de Microdacyn 60®,
OxOral® e Hipoclorito de Sodio al 5.25% utilizando bacterias como Streptococcus
sobrinus (ATTC 27607), Porphyromonas gingivalis (ATTC 33277), Streptococcus
intermedius (ATTC 27335), Tanerella forsytensis (ATTC43037) y Entorococcus faecalis
(ATTC 11420) del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la
UANL.

Criterios de seleccion:

Criterios de Inclusién.

Piezas unirradiculares, un sélo conducto recto, formacion completa de raiz, libre de
fracturas, libre de caries en porcion radicular, apice cerrado.

Criterios de exclusion.

Piezas con tratamiento previo de endodoncia, conductos calcificados.

Criterios de eliminacion.

Organos dentarios contaminados, asi como fractura de instrumentos o fractura de la
pieza durante el procedimiento.

Definicion de variables

Independientes. Dependientes

Microdacyn 60, OxOral, NaOCl al 5.25% |Bacterias  anaerobias  puras  como:
Streptococcus sobrinus (ATTC 27607),
Porphyromonas gingivalis (ATTC 33277),
Streptococcus intermedius (ATTC 27335),
Tanerella forsytensis (ATTC43037) vy
Entorococcus faecalis (ATTC 11420).
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Descripcion de procedimientos.

Para llevar a cabo esta investigacion se seleccionaron 5 cepas de bacterias anaerobias
puras que se reportaron presentes en tejidos necroticos como, Streptococcus sobrinus
(ATTC 27607), Porphyromonas gingivalis (ATTC 33277), Streptococcus intermedius
(ATTC 27335), Tanerella forsytensis (ATTC43037) y Entorococcus faecalis (ATTC
11420) que fueron proporcionadas por el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Odontologia de la U.A.N.L.

Preparacion de los 6rganos dentarios

Se seleccionaron un total de 33 piezas unirradiculares humanas extraidas, a estas se les
secciono la corona en la union amelocementaria y se tomo la longitud de trabajo con una
lima #15 tipo K Maillefer restando un milimetro a partir de su salida al ras del foramen
apical. Se instrumentaron hasta un didmetro apical #40 con limas ProTaper Universal y
utilizando irrigacién con Hipoclorito de Sodio al 5.25% al término del uso de cada
instrumento para mantener permeable el conducto, se secaron los conductos con puntas
de papel #40 Hygenic y se llenarén los mismos con EDTA al 17% por cinco minutos al
cabo de los cuales se retird el mismo mediante un lavado con hipoclorito de sodio al
5.25% y de nuevo se secaron con puntas de papel.

Se cubrid la superficie externa de las raices con una capa de barniz transparente de
ufias con el que también se sellé el foramen apical para evitar contaminacién externa.

Figura 1

Activacion de las Cepas

Dentro de la camara de anaerobiosis se tomaron 100ul de cada bacteria con una
micropipeta Eppendorf, y se inocularon en tubos Eppendorf con tripticaseina de soya en
forma individual, los tubos fueron colocados en la incubadora Shell Lab a 37°C durante

7 dias para activarlas. Al término de éste tiempo se tomaron 100ul de cada tubo
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inoculado y se sembraron en cajas de agar sangre de carnero al 5% también en forma
individual, sellandolas con cinta testigo y colocandolas en bolsas herméticas. Las cajas
se llevaron por 7 dias mas a la incubadora, transcurrido éste tiempo se le realizo
coloracion de Gram a las colonias bacterianas para observar su morfologia por medio de
un Microscopio Optico a 100X y se comprob6 la viabilidad de cada una de las cepas
bacterianas. Figura 2

Elaboracién de la mezcla bacteriana

Al confirmar el 6ptimo crecimiento de las cepas se tomaron 1000ul de cada tubo que
contenia las bacterias reactivas y se colocaron en un solo tubo de ensaye que contenia
previamente 5000ul de caldo de tripticaseina de soya para realizar la mezcla de las cinco
cepas bacterianas, obteniendo un volumen total de 10,000pl, simulando las condiciones
clinicas dado que en medio oral se encuentran viviendo como una comunidad ecoldgica

y no aisladas. Figura 3

Esterilizacion de los 6rganos dentarios

Al término de todo éste proceso, los drganos dentarios fueron colocados en una
gradilla hecha a base de Silicona pesada marca Speedex Trial (Coltene whaledente), se
esterilizaron en autoclave durante 30 minutos a 121° y 15 libras de presion. Posterior a
esto, se tomd una muestra de los especimenes con una punta de papel #40 Hygenic
estéril y colocandola en un tubo Eppendorf con caldo de tripticaseina de soya para
incubarlo durante 24 horas.

Al término de este tiempo no se observd presencia de turbidez, lo cual nos indicé
ausencia bacteriana, en caso de haber presentado turbidez deberia ser comprobada
mediante un sembrado de éste caldo en cajas de agar sangre de carnero al 5%
incubandolas durante 24 horas volviendo a esterilizar los especimenes y corroborando la

prueba. Figura 4
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Inoculacion de los especimenes y colocacion de soluciones

Los dientes se dividieron en tres grupos experimentales y un grupo control (10 piezas
en cada grupo experimental y 3 piezas del grupo control), éstos colocados en gradillas

individuales de silicona para facilitar su manejo dentro de la cAmara de anaerobiosis.

Ya comprobada la esterilizacion de los especimenes dentarios y cultivada la mezcla
de las bacterias mencionadas, partiendo de una concentracion bacteriana de 0.5x10°
UFC/ml., se colocaron 10 ul de ésta mezcla para llenar el conducto radicular, mediante
el uso de la Micropipeta Eppendorf retirdndola lentamente del conducto y sellando la
entrada del conducto con cinta testigo estéril, se colocd cada grupo en bolsas herméticas
para llevar a incubar durante 7 dias; después de la incubacion bacteriana se procedio a

la irrigacion de las diferentes soluciones irrigantes.Figura 5

Bajo condiciones asépticas y en estricta anaerobiosis se inyectaron las siguientes
soluciones:
Grupo 1: Solucion salina estéril / NaCl (n=3)
Grupo 2: Microdacyn 60 (n=10)
Grupo 3: OxOral (n=10)
Grupo 4: Hipoclorito de Sodio / NaOCl al 5.25% (n=10)

Se irrigaron 5ml de cada una de las soluciones durante 5 minutos con una jeringa
hipodérmica de 5ml y aguja tipo Navi Tip calibre ISO 30 (Ultradent); se realizo el
mismo procedimiento para cada grupo. Figura 6
Toma de muestra

Cinco minutos después de haber irrigado cada uno de los especimenes, se secaron con

puntas de papel estéril #40 Hygienc y se procedio a tomar cada una de las muestras con

una punta de papel previamente himeda con solucion salina estéril, se introdujo cada
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una en un tubo Eppendorf con 1,000ul de caldo de tripticaseina de soya, por 7 dias,

todos los tubos fueron incubados a 37°C.

Posteriormente, los tubos se sometieron a Vértex Maxi-Mix Thermolyne tipo 16700
para homogenizar su contenido y de nuevo en la camara de anaerobiosis se tomaron
100pI de cada tubo y se sembro6 su contenido en cajas de agar sangre de carnero al 5%

que fueron sometidas a incubacion por 7 dias. Figura 7

Conteo Bacteriano

Al paso de 7 dias, se tomd una muestra de cada una de las cajas para realizar una
dilucién de 10 en agua bidestilada estéril, ya que ésta dilucion resulté ser la que mostré
mejores condiciones para llevar a cabo el conteo de células viables, se tomaron 10ul de
la dilucion y se coloco en la camara de Neubauer y se procedié al conteo de células
bacterianas bajo el microscopio optico Zeiss determinando el nimero de células por

mililitro encontradas. Figura 8

Reaccion en Cadena de la taq polimerasa (PCR)
Se realizé la extraccion del DNA bacteriano con el uso del Kit Promega RNA
Isolation System y se tomaron 7ul del sobrenadante como fuente de ADN. Las muestras

se mezclaron con los diversos componentes de reaccion bajo el siguiente esquema:

d’Ntp’s 1.5
Buffer 2.5
Primer 1 1.5
Primer 2 15
H,O mili Q 4.5
ADN 7.0
taq Polimerasa 0.5
Total 20.00pl
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Todos los reactivos anteriores pertenecieron al kit de BIOLASE ™ TAQ Core Kit de
BIOLANE.

La mezcla se colocd en el Termociclador Perkin-Elmer modelo 2400 con las
siguientes condiciones: 94°C/5 minutos para desnaturalizar el ADN. Posteriormente se
dieron 30 ciclos de 94°C/1 minuto (desnaturalizacion); 36°C/1 minuto (alineamiento) y
70°C/1 minuto (polimerizacion). Al final, un ciclo de 4 minutos a 73°C para completar

la polimerizacion.

Obteniendo el producto final (20pul), se mezclaron Sul de la muestra de PCR, 2 ul de
Syber Green y 2ul de Go Tag '™; se cargaron los pozos de los geles horizontales de
agarosa al 1% en buffer TAE (Tris.Acido Acético-EDTA, pH 8.0) en una camara de
electroforesis BIO-RAD por 40 minutos con una carga de 100 Voltios de una fuente de
poder BIO-RAD. Al término de éste periodo se le agreg6 a cada gel, bromuro de etidio
para facilitar la visualizacidn de las bandas de ADN en los geles en una lampara de luz
ultravioleta BIO-RAD UV Transiluminator 2000. Figura 9

Se utiliz6 una hoja de captura de datos para poder obtener los resultados de esta

investigacion.
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DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Tamafo de muestra

El tamafio de la muestra fué especificamente de 33 piezas unirradiculares

La identificacion del valor final se estimé bajo la observacion de la siguiente férmula:

n= 7’6’
e2
Donde: Los valores integrados a la estimacion
n= numero buscado de muestra de ésta formula son:
z= nivel de confianza elegido z=1.96
o= desviacion estandar c=8.6
e=error de estimacién permitido e=3

Sustituyendo los valores anteriores la estimacion quedd conformada de la siguiente
manera:

= z'c* n=(1.96¢ (867 =4x74=206=3288 13
e* 3?2 9 9
n=33

53



Analisis de datos

Analisis de varianza

Se realiza un analisis de varianza para confrontar los resultados de los efectos antimicrobianos

cada uno de los productos y evaluar si existe diferencia significativa entre los grupos.

Planteamiento de las hipotesis

L2 2 2 _ 2 . 2 2 2 2
H().G 1=0 =0 3=0 4 Hl. G 170 270 370 4

Estadistica de prueba

RV — CM Entre

CM

Dentro

Distribucién o presentacion de la prueba

F1o=005(2,21) =3.47

Area de
Rechazo de Hq (5%)

Area de Aceptacion de Hg
(95%)

F0_05:3.47
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Criterio de decision

Se acepta hipdtesis nula si el valor de RV es menor a 3.47, se rechaza hipotesis nula si el valor

de RV es igual o mayor a 3.47

Estadistica de prueba calculada

ANOVA
Valor
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 58.041 3 19.347 22.986 .000
Intra-grupos 24.409 29 .842
Total 82.451 32
Comparaciones multiples
Valor
HSD de Tukey
(1) Producto (J) Producto Diferencia de Intervalo de confianza al 5%
medias (1-J) Error tipico Valor p Limite inferior Limite superior
NaCl Microd 95167 .60393 .408 .6290 1.2743
OxOral 3.26167" .60393 .000 2.9390 3.5843
NaOCl 3.51667" .60393 .000 3.1940 3.8393
Microd NaCl -.95167" .60393 408 -1.2743 -.6290
acyn OxOral 2.31000" 41029 .000 2.0908 2.5292
NaOClI 2.56500" 41029 .000 2.3458 2.7842
OxOral NaCl -3.26167" .60393 .000 -3.5843 -2.9390
Microd -2.31000" 41029 .000 -2.5292 -2.0908
NaOCI .25500" 41029 .924 .0358 A742
NaOCl NaCl -3.51667" .60393 .000 -3.8393 -3.1940
Microd -2.56500" 41029 .000 -2.7842 -2.3458
OxOral -.25500" 41029 .924 - 4742 -.0358

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .95.
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Para analizar los resultados se utilizo la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA)
para comparar los resultados entre irrigantes asi como dentro de cada uno de los
irrigantes, ademas se aplicé una prueba HSD de Tukey para determinar especificamente
entre cuales irrigantes se observaron las diferencias significativas, tales pruebas se

realizaron considerando un 95% de confiabilidad.

Tres grupos a comprobar de 10 muestras y un grupo control de 3 especimenes.
Con nivel alfa de 0.05 y con una confiabilidad de 95%.

Hoja de captura de datos.

Nacl Dilucién de Muestra: X107

MUESTRA L * | [ ] SUMATOTAL| ENTRES POR25 |POR20*™™| poRDILUCION |RESULTADO CEL/ML.

1

2

3
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RESULTADOS

De acuerdo a la metodologia con la que se llevo a cabo la presente investigacion los

resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 1: Estadistica Descriptiva de los valores, segln el tipo de producto antimicrobiano, Posgrado de Endodoncia
UANL, Enero de 2012.

NaCl Microdacyn60 OxOral NaOCl 5.25%
Media 3.52 2.57 0.26 0
Error tipico 0.09 0.50 0.15 0
Mediana 3.45 2.2 0 0
Moda #N/A 1.35 0 0
Desviacion estandar 0.16 1.58 0.46 0
Varianza 0.03 2.49 0.22 0
Rango 0.30 4.95 1.40 0
Minimo 3.40 0.90 0.00 0
Maximo 3.70 5.85 1.40 0
n 3.00 10.00 10.00 10
Intervalo 95% (LI) 3.12 1.44 -0.08 0
Intervalo 95% (LS) 3.92 3.69 0.59 0

La muestra integrada para la presente investigacion estuvo conformada por 3

elementos irrigados con NaCl (grupo control), asi como 10 elementos para su irrigacion

con Microdacyn60®, OxOral® y NaOCI al 5.25% respectivamente.

La presente tabla muestra la estadistica descriptiva de bacterias presentes en las

diferentes soluciones resultando el NaCl con un promedio de 3.52 (+0.16), presentando
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un Intervalo de Confianza de 95% de 3.12-3.92, la muestra irrigada con Microdacyn60®
obtuvo un promedio de 2.57 (= 1.58) (I.C. =1.44-3.69), mientras que el OxOral®
presento un promedio de 0.26 (+ 0.46) (1.C.=-0.08-0.59); la muestra irrigada con NaOCI

al 5.25% no presentd crecimiento bacteriano.

En el NaCl se obtuvo valorores comprendidos dentro del rango de 3.40 a 3.70, a la
muestra irrigada con Microdacyn60® le correspondieron valores entre 0.90 y 5.85

mientras que a la muestra irrigada con OxOral® se distribuy6 desde 0.00 hasta 1.40.

Dando como resultado un mejor efecto antimicrobiano el NaOCI al 5.25%, seguido el

OxOral®, no mostando entre ellos diferencia estadisticamente significativa.

Gréfico 1: Estadistica descriptiva de la muestra tratada con NaCl, Microdacyn60®, OxOral® y NaOCl 5.25%.
Posgrado de Endodoncia UANL

5.00

5.00

4.00

Valor

3.00

2.00

1.007] J_

.00 T T T T
Microdacyn 60 MaCl MalQCl 5.25% QxCral

Producto
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Conclusion de resultados

Se rechaza hipotesis nula, por lo tanto se asegura con un 95% de confiabilidad que
existe diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas del efecto microbiano

de los resultados entre los productos.

Graéfico 2. Crecimiento bacteriano promedio de las muestras
tratadas con NaCl, Microdacyn60®, OxOral® y NaOCl 5.25%.
Posgrado de Endodoncia UANL.
4.00
3.50 -
3.00 -
2.50 -
2.00 -
1.50 -
1.00 -
0.50 - 0:26
0.00 - ; . _ . °
NaCL Microdacyn OxOral NaOCl

Entre los grupos de NaCl y Microdacyn60® no hubo diferencia estadisticamente
significativa; asi como en el grupo de OxOral® y NaOCI 5.25%.

Entre los grupos de NaCl y Microdacyn60® contra OxOral® y NaOCI 5.25%, si hubo
diferencia estadisticamente significativa entre ellos.
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Resultados de PCR

Como resultados de haber practicado la técnica de Reaccion en Cadena Polimerasa
entre los grupos, se encontré que el Enterococcus Faecalis fue la bacteria que estuvo
presente en los grupos contaminados, siendo ésta la mas resistente ante el NaCl,
Microdacyn60® y OxOral®, ya que en el Grupo NaOCIl 5.25% no tuvo presencia
bacteriana.
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DISCUSION

El objetivo del tratamiento de endodoncia es el completo desbridamiento del sistema
de conductos para eliminar todas las bacterias, bioproductos microbianos y tejido
desbridado. (Evanov C., et al, 2004).

Tomando conciencia que las infecciones de origen endodéntico son producidas por
microrganismos que ganan acceso a la pulpa normalmente estéril y tejidos periapicales,
se ha comprobado que estas infecciones son polimicrobianas con una predominancia de

bacterias anaerobias estrictas. (Baumgartner et al., 2004)

Abbott et al., Burns et al. y Chow refieren que uno de los principales objetivos del
tratamiento de conductos es la remocion del tejido desbridado del sistema de conductos
radiculares antes de su sellado definitivo; esto se logra por medio de la combinacion de
la preparacion biomecéanica y la irrigacion. (Abbott et al., 1991, Burns et al., 1993,
Chow et al., 1983)

Baker et al. refieren que un gran numero de irrigantes se utilizan durante la
preparacion de los conductos radiculares; comparando estos irrigantes en términos de
limpieza y desinfeccion existen dos tendencias, en la primera el énfasis se orienta hacia
las propiedades quimicas del agente irrigante y en la otra la consideracion se basa en la
accion mecanica de la solucién irrigadora como un agente de arrastre, por lo tanto, la
accion de arrastre es mas importante que el tipo de irrigante, asi pues, la limpieza es una

funcién mas de la cantidad que del tipo de agente de irrigacion. (Baker et al., 1975)
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En 1936, Walker reconoce la importancia de la solucion irrigadora, recomendando el
uso del agua clorinada, doblemente reforzada para el proceso de irrigacion, debido a sus
propiedades de disolver las proteinas y por su accion germicida, consiguiendo con ello la

eliminacidn total del tejido pulpar. (Walker, 1936)

Ninguln irrigante solo ha demostrado ser capaz de disolver material pulpar orgénico,
predentina y desmineralizar la porcion calcificada organica de las paredes del conducto.
(Calt and Serper, 2000)

El Hipoclorito de Sodio se considera la solucion irrigadora mas utilizada en la practica
actual, por ser la que mas se acerca a las condiciones ideales por su efectividad para
eliminar tejido vital y no vital y ademéas de poseer un amplio efecto antibacteriano,
matando rapidamente bacterias, esporas, hongos y virus (incluyendo el HIV, rotavirus,
HSV-1y el virus de la hepatitis A y B). (Siqueira et al., 2000)

Sin embargo el hipoclorito de sodio resulta un agente irritante para el tejido
periapical. (Hilsman and Hahn, 2000), el sabor es inaceptable por los pacientes y por si
solo no remueve la capa de desecho, ya que solo actta sobre la materia organica de la

pulpa y predentina. (Di Lenarda et al., 2000)

La clorhexidina es un compuesto cationico antibacteriano, como irrigante endodéntico
es utilizado al 0,12% o 2%, posee excelentes propiedades antibacterianas como el
hipoclorito de sodio al 5,25% e incluso tiene mejor efecto residual que el hipoclorito de
sodio a las 24 horas, pero no tiene la capacidad de disolver tejido pulpar. (White et al.,
1997)

Se ha demostrado que el NaOCI mezclado con CHX forma PCA, y la cantidad de PCA
aumenta directamente con el incremento en la concentracion de NaOCI. El resultado de
este estudio es relevante clinicamente porque el PCA ha demostrado ser toxico. (Basrani
etal., 2007)

En el afan de buscar un irrigante que cumpla con las caracteristicas ideales, que tenga

la capacidad de disolver el tejido organico y que a la vez no irrite los tejidos periapicales
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se han hecho investigaciones tratando de buscar una alternativa confiable para la
irrigacion del sistema de conductos radiculares. Es por ello que en ésta investigacion se
utilizaron soluciones de superoxidacion que prometen eficaz eliminacion en bacterias y

evitan la irritacion de tejidos periapicales.

Durante los ultimos 20 afios, las soluciones de super oxidacion (SOSS) han
demostrado ser potentes agentes antimicrobianos y desinfectantes a través de dafio

oxidativo. (Yang and Swem, 2003)

Las especies reactivas de cloro y oxigeno desnaturalizan proteinas de la pared
bacteriana y de las capsides virales. Esto altera las funciones basicas de los

microorganismos los cuales sufren un choque osmético que termina por destruirlos.

En superficies inanimadas, por ejemplo, se logra la accién bactericida en un minuto y
la desinfeccion de alto nivel en 15 minutos. (Yahagi et al., 2000, Landa-Solis et al.,
2005), sin embargo estas soluciones no han sido probadas en piezas dentales humanas
extraidas y con una mezcla de bacterias anaerobias puras.

En busca de alternativas se ha usado y probado al Microdacyn 60® y al OxOral®
como una solucion irrigadora en la terapia endoddntica en comparacién con el NaOCI
5.25% ya que esta ultima solucién cumple con muchas de las caracteristicas de un

irrigante ideal, sin embargo es irritante para los tejidos perirradiculares.

Bajo la metodologia que se disefid especialmente para éste estudio, se obtuvo
crecimiento bacteriano en todos los 6rganos dentarios probados. Ya que no se repitio la
instrumentacidn ni la irrigacion con algin otro quimico que puediera alterar el efectos de

las soluciones utilizadas para este estudio.
El enfoque propio de la investigacion fue Unicamente la disminucion de la carga

bacteriana, por lo tanto se enfatiza que la eficacia de las soluciones probadas fue una

comparacion cuantitativa de crecimiento bacteriano postirrigacion.
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Los resultados obtenidos muestran una mayor eficacia en el NaOCI 5.25%, siguiendo
el OxOral®, mostando diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control
(NaCl) y el grupo del Microdacyn 60®, mostrando en los Gtimos un mayor crecimiento

bacteriano.

Estos resultados coinciden con el estudio de Prabhakar et al. en el cual analizaron la
eficacia antimicrobiana de Triphala (polifenoles de té verde), MTAD, y NaOCI al 5%
contra E.faecalis en la formacion de biopeliculas sobre el sustrato del diente en el cual
conluyeron que el NaOCI al 5% mostr6 méxima actividad antibacteriana actividad
contra E. faecalis en la formacion de biopeliculas sobre el sustrato del diente; ya que en
la presente investigacion se obtuvieron resultados similares, se puede decir que el
Hipoclorito de Sodio a una alta concentracion es el mejor irrigante contra las bacterias

anaerobias.

Retamozo Bonnie et al 2010, investigaron la concentracion y el tiempo de irrigacion
del NaOCI para la desinfeccion de conductos dentinarios infectados con E. faecalis, sus
resultados fueron que la irrigacion mas eficaz fué de NaOCI al 5,25% a los 40 minutos, mientras
que la irrigacién al 1,3% y 2,5% de NaOCI no fue efectivo contra E.faecalis en los conductos
dentinarios infectados. Concluyeron que la alta concentracion y una larga exposiciéon al

hipoclorito de sodio son necesarios para la eliminacion de E. faecalis en la dentina contaminada.
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CONCLUSION

De acuerdo a la metodologia que se llevd a cabo en la presente investigacion se
demuestra la mayor capacidad del NaOCI al 5.25% comparado con los otros grupos para

reducir la cantidad de bacterias inoculadas en los 6érganos dentarios.

En cuanto al grupo de 6rganos dentarios que fueron irrigados con Solucién Salina y

Microdacyn60®, registraron un crecimiento bacteriano mayor que el OxOral®.

Como conclusidn de los resultados de la técnica de PCR se debe enfatizar que el grupo

control evidencid la presencia de todas las cepas bacterianas post-medicacion.

Mientras que en el grupo de Microdacyn60® el E. faecalis fue el microrganismo mas
resistente, segun los resultados registrados en los geles; en los grupos del OxOral® y el
NaOCI 5.25%, no hubo diferencia estadisticamente significativa al inhibir la presencia

bacteriana.
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RECOMENDACION

Teniendo ya una vision del comportamiento de los irrigantes investigados in vitro en
éste estudio, se sugiere una continuacion de éste trabajo probando éstas mismas formulas
in vivo, para llegar asi a una conclusion méas real de el efecto real del efecto
antibacteriano de los mismos, al ser confrontados con toda la gran diversidad de

microrganismos que habitan los conductos radiculares necraticos.
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ANEXOS

Preparacidn de organos dentarios

Figura 1. A) Se muestra la toma de longitud de trabajo con lima tipo K #15,

B)Irrigacion con NaOCIl 5.25%,C) Instrumentacion con limas ProTaper Universal,
D)lrrigacion final con EDTA, E)Secado mediante puntas de Papel #40 Hygienic,
F)Colocacion de capa de barniz transparente.
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Activacion de las Cepas

Figura 2. A) Camara de anaerobiosis realizando toma de muestra bacteriana, B)

Siembra bacteriana en cajas de Agar Sangre de Carnero al 5%, C) Sellado de cajas de
Agar con cinta testigo y colocacién en bolsa hermética, D) Incubadora Shell Lab a
37°C, E) Coloracion de Gram, F) Microscopio éptico a 100X corroborando la

viabilidad bacteriana.
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Elaboracion de la mezcla bacteriana

Figura 3. A) Toma de muestra bacteriana para realizar la mezcla, B) Tubo de ensaye

con mezcla bacteriana.

Esterilizacién de los 6rganos dentarios

e0ep0BPP0E"
Qeooonb"

L

Figura 4. A) Colocacion de 6rganos dentarios dentro de gradilla a base de Silicona
Speedex Trial, B) Toma de muestra de cada especimen con punta de papel Hygienic, C)

Muestras después de 24 horas de incubacion en donde no se present6 turbidez.
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Inoculacidn de especimenes y colocacion de soluciones

Figura 5. A) Colocacion de 10ul de la mezcla bacteriana en cada Organos dentario

mediante Micropipeta Eppendorf , B)Colocacion de cinta testigo estéril para sellado de

entrada de conducto, C) Colocacién de cada grupo dentro de bolsa hermética.
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Soluciones irrigantes e irrigacion de especimenes

Figura 6. A) Grupo para irrigacion con NaCl, B) Grupo para irrigacion con Microdacyn
60®, C) Grupo para irrigacion con OxOral®, D) Grupo para irrigacion con NaOCI al
5.25%, E) Irrigacion con OxOral dentro de la camara de anaerobiosis, F) Toma de

muestra de cada uno de los especimenes con punta de papel estéril.
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Toma de muestra

Figura 7. A) Se introdujo la muestra tomada dentro de tubo Eppendorf con 1,000ul de

caldo de tripticaseina de soya, B) Muestras colocadas en gradillas de plastico y selladas
en bolsa hermética, C) Homegenizacién de muestra en Vortex Maxi-Mix Thermolyne
tipo 16700, D)Sembrado de muestra en cajas de Agar sangre de carnero al 5%, E)
Colocacion de cajas de Agar Sangre en bolsa hermética, F) Incubacién de cada una de

las muestras por 7 dias.
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Conteo bacteriano

Figura 8. A) Toma de muesta después defi crecimiento bacteriano, B) relizando

diluciénde 10°,C) Colocacién de 10pl de la dilucién dentro de la cdmara de Neubauer,

D) Conteo del numero de células por milititro bajo microscopio Optico Zeiss.
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PCR

Figura 9. A) Extraccion de DNA con el uso del Kit Promega RNA Isolation System, B)
y C) Termociclador Perkin-Elmer modelo 2400 a 95°C/5 minutos, D) Camara de
electroforesis BIO-RAD, E) Visualizacion de las bandas de ADN en el gel sobre una
lampara de luz ultravioleta BIO-RAD UV Transiluminador 2000.
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