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SUMARIO

La presente investigacion se llevdo a cabo con el proposito de evaluar la efectividad
bactericida “in vitro” de las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio (Plus Point®) sobre cepas

de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum.

Se realizo la siembra de Enterococcus faecalis (ATCC 25922) sobre agar sangre de carnero
al 5% y la siembra de Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) en agar chocolate. Se incubaron
por 24 y 72 horas respectivamente a una temperatura de 35°C. Luego se observd si hubo
crecimiento de estas cepas bacterianas y con el turbidimetro se procedi6é a medir la concentracion
de bacterias en un tubo conteniendo agua destilada siendo las concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y
3.0. Luego se procedid a realizar la siembra de las distintas concentraciones de bacterias sobre agar
Miieller Hinton para el Enterococcus faecalis y agar chocolate para Fusobacterium nucleatum en
los cuales se colocaron las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio con sus distintos calibres
(15, 20, 25, 30, 35, 40). Se dejaron en la incubadora por 24 horas para la primera bacteria y 72

horas para la segunda.

De los resultados que se obtuvieron luego de la incubacion, hubo crecimiento de colonias
bacterianas de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum alrededor de las puntas de

gutapercha con Hidroxido de Calcio.
Se concluye que las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio no inhibieron el

crecimiento de cepas de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum. Por lo tanto, su efecto

bactericida fue nulo.
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INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la Endodoncia, dentro del campo de la Odontologia es estudiar los
procedimientos mediante los cuales se puede preservar las piezas dentales que presentan
alteraciones a nivel pulpar debido a irritantes de tipo fisico, mecanico y biolégico. Dentro de los

irritantes de tipo bioldgico se encuentran las bacterias.

Las bacterias y sus productos son considerados como el agente etioldogico principal de
producir afecciones a nivel pulpar, tales como: necrosis pulpares y lesiones periapicales; por

consiguiente su control es uno de los pasos mas importantes en la terapia endodontica.

Se sabe por estudios previos que una de las bacterias que se ha encontrado con mayor
frecuencia en infecciones endodonticas persistentes es el Enterococus faecalis. Debido a que es una
bacteria anaerobia facultativa resistente a la mayoria de medicamentos intraconducto que se utilizan
normalmente. Ademas tienen la capacidad de adherirse dentro de los tubulillos dentinales formando
una pelicula bioldgica (biofilm) aparente, lo cual le confiere la capacidad de soportar ambientes

. . Lo o . . 1,2,6,11
hostiles y por tal razén es mas dificil su eliminacion del sistema de conductos radiculares. !+ % ¢ -

16)

Otra bacteria que comunmente se ha aislado del sistema de conductos radiculares infectados es el
Fusobacterium nucleatum, que es un bacilo anaerobio estricto el cual esta asociado frecuentemente

a patologias periapicales. @ '>'®

Debido a la importancia que representa la medicacion en los conductos radiculares fue
necesario realizar el presente estudio para analizar la efectividad de ciertos medicamentos
disponibles en el mercado, como son las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio con el objeto
de aplicarlo eventualmente en la medicacion de conductos radiculares de una forma mas practica y

eficiente.



ANTECEDENTES

Los microorganismos son los principales y mas importantes agentes patégenos a nivel de la

cavidad pulpar y periapice radicular. (- 7% 10-11.19)

Las bacterias Fusobacterium nucleatum y Enterococcus faecalis se han aislado de procesos
infecciosos del sistema de conductos radiculares. 7' El Enterococcus faecalis es un coco Gram. (+)
del grupo D anaerobio facultativo, es un componente saprofito de la flora entérica y no pertenece a
la microbiota normal de la cavidad bucal, (infeccion exogena). Resistente y de dificil control
cuando se asocia a infecciones periapicales cronicas debido a que esta bacteria tiene la capacidad de
introducirse dentro de los tubulillos dentinarios, si el pH del hidroxido de calcio disminuye de 12.5
esta bacteria puede sobrevivir, también existen estudios que sugieren que tiene la capacidad de

. C e (1,2,3,6,7,9,10, 11,12
formar una pelicula biologica. (1,%3,6.7.2, > 11, 12)

El Fusobacterium nucleatum es un bacilo Gram. (-) muy pleomorfico, inmovil, no
fermentativo, anaerobio estricto, posee una endotoxina en su pared celular capaz de inducir
respuestas a nivel periapical aun en pequefas cantidades produciendo destruccion osea; la
combinacion de esta bacteria con Peptotoestreptococcus incrementan el grado de destruccion
periapical. Es comun encontrarlo en los abscesos periapicales, su habitat primario es el surco

gingival.

Estas bacterias cuando infectan el espacio endodontico son tratadas utilizando

(5,7,9, 12, 13)

medicamentos como hidréxido de calcio Ca(OH), con diferentes vehiculos, el cual se

aplica dentro del conducto con la ayuda de un léntulo, aunque no existe la certeza que medicando
de esta manera llene la totalidad del conducto en longitud y anchura 679 Ademés se sabe que €ste

’ . .. , . 7
actlia por contacto, si no se encuentra lleno todo el conducto su efectividad sera cuestionable O,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existen opciones de materiales de obturacion temporal para el tratamiento
endodontico, tales como las puntas de gutapercha con diferentes medicamentos, los cuales permiten
que la medicacion llene todo el conducto, por lo que su efectividad seria mejor y se esperaria
controlar y eliminar de una forma mas efectiva la contaminaciéon microbiana con esta opcion de
tratamiento. Por lo anterior surge la interrogante ;Cudl es el efecto bactericida de las puntas de
gutapercha con hidréxido de calcio sobre las bacterias Enterococcus faecalis y Fusobacterium

nucleatum?

JUSTIFICACION

Debido a que varias casas comerciales lanzan al mercado diferentes materiales dentales, en
especial la casa Roeko, que estd produciendo un nuevo producto que sirve especificamente para
medicar conductos radiculares necroticos. Este producto consiste en puntas de gutapercha con

hidréxido de calcio.

Por tal motivo es necesario hacer una investigacion para verificar su efecto bactericida,
debido a que se necesitan nuevas alternativas de medicacion en Endodoncia para brindar un
material de facil manipulacion a los estudiantes de Odontologia, y a la vez, para que cuenten con

otras técnicas para medicar el sistema de conductos radiculares.



REVISION DE LITERATURA

BACTERIAS

CARACTERISTICAS GENERALES

Las bacterias son microorganismos que pertenecen al reino procariota de modo que presentan
una estructura celular simple y sin membrana nuclear. Pueden crecer sin el auxilio de un organismo
superior. Las bacterias se reproducen por division simple o fision binaria, lo que en algunos géneros
da origen a agrupaciones caracteristicas, al quedar las células unidas de determinada forma. No

obstante, cada célula es fisiologicamente independiente, son seres unicelulares .

FORMAS Y AGRUPACIONES BACTERIANAS

Las formas principales son tres: esférica o coco, alargada o bacilo, incursada o espiralada %,

HISTORIA DE LA MICROBIOLOGIA ENDODONTICA:

En 1890, Willoughby D. Miller publico el libro "Microorganisms of the Human Mouth”, que
llego a ser la base de la Microbiologia Dental en Estados Unidos. En 1894 Miller se convirtio en el
primer investigador en identificar bacterias en la pulpa infectada. En 1910 William Hunter, médico
inglés, postuld que los microorganismos de una zona de infeccion localizada podrian diseminarse a

otras partes del cuerpo y producir enfermedad general grave, entidad conocida como anacoresis ©2),

Esta idea es lo que se conoce de manera formal como la “teoria de la infeccion focal” durante
afios dificultd la aceptacion de los tratamientos de conductos radiculares. Incluso en 1951, A.
Knapp cit6 varios casos clinicos en los cuales pacientes con degeneracion de la retina y ceguera se
curaron con la extraccion de varios dientes infectados. Cuando en estudios controlados se investigo

. , . ., . i (32
que esta suposicion, de la teoria de la infeccion focal llegd a su término ©2),

En 1939, E. Wilfred Fish investigd zonas en el tejido que se formaban en respuesta a la
infeccion y reconoci6 cuatro areas distintivas de reaccion. Luego, Fish relaciond estos datos 6seos
con las infecciones de la pulpa dental. Postul6 la teoria que cuando se encuentra un nido necrético
es preciso limitar la funcion de la cirugia a la eliminacion del cuerpo extrafio y a la zona necroética y
el secuestro. La infeccion no progresaria mas allad de las zonas de granulacion. La investigacion de

Fish constituyo la base para el tratamiento endodontico, la anacoresis llegd a ser otro campo de



investigacion en relacion con el papel de las bacterias en el tratamiento de conductos radiculares.
Este término se define como el proceso mediante el cual colorantes, pigmentos, sustancias
metalicas, bacterias, proteinas extrafias y otros materiales de la circulacion sanguinea son atraidas a
las zonas de inflamacion y alli se fijan. Mas tarde, Richard cit6 casos clinicos en los cuales bacterias
de sitios extrabucales se localizaban en las pulpas de piezas dentarias obturadas ©**”,

En 1941, Robinson y Bolin citaron el desplazamiento de las bacterias sistémicas hacia las
pulpas inflamadas. Los autores interpretaron su informacion en el sentido de que ciertos casos de
pulpitis idiopatica postoperatoria son resultado de la anacoresis: “pulpitis anacorética” ©2.

La anacoresis todavia es de interés para los facultativos actuales, en pacientes con
endocarditis bacteriana relacionada con problemas dentales ¢2),

La importancia real de las bacterias en el proceso de degeneracion pulpar fue demostrada en
el estudio clasico de Kakehashi, Stanley y Fitzgerald, en 1965. Estos investigadores no encontraron
cambios patologicos en las pulpas expuestas o en los tejidos perirradiculares de ratas gnotobioticas.
Sin embargo, en animales convencionales, las exposiciones pulpares dieron lugar a necrosis y
formacion de lesiones perirradiculares. Se concluyd que la presencia o ausencia de flora microbiana
era el principal factor determinante de la destruccion o reparacion de pulpas de roedores expuestas
(32)

En 1981, Moller y cols., también ilustraron la importancia de las bacterias en la formacion de
patosis pulpar. En su estudio no se demostraron cambios perirradiculares en el tejido pulpar
necrotico no infectado. Se encontraron reacciones inflamatorias perirradiculares, en los dientes
infectados con bacterias. De nuevo, se demostro la importancia de éstas en la génesis de la
enfermedad pulpar y perirradicular 2.

Sundqvist llevé a cabo un estudio crucial que pronostico la relevancia de las bacterias y su

relacion con la enfermedad perirradicular ©2),

MICROBIOLOGIA PULPAR

Las infecciones de origen endodontico son producidas frecuentemente por los
microorganismos bucales que ganan su acceso a la pulpa y a los tejidos periapicales. Estas
infecciones son polimicrobianas con predominancia de las bacterias anaerobias estrictas .

La complejidad de una infeccion endodontica depende de las propiedades
de las especies microbianas infectantes, de las condiciones de los tejidos de la pulpa y de los

factores de defensa del hospedero @9



INFECCION DE LOS CONDUCTOS RADICULARES

En las ultimas dos décadas ha habido grandes avances en el conocimiento de la etiologia y
patogenia de las lesiones pulpares y periapicales @9

Los microorganismos llegan a la camara pulpar por diferentes vias: Por fractura del tejido
dentario como resultado de la evolucion natural de la caries dental y por procedimientos
odontolégicos. Otras fuentes de infeccion son los tubulos de dentina expuesta en la superficie de
raiz debido a fisuras en el cemento, caries radicular y/o enfermedad periodontal %,

Los tubulos dentinarios expuestos por caries, las microfracuras coronarias y radiculares o las
bolsas periodontales profundas son las vias mas probables de infeccion endodoéntica @

Mientras el frente microbiano no llegue a la pulpa y la infecte la evolucion puede ser
transitoria e irreversible. La exposicion continua a los productos bacterianos afecta los tejidos de la
pulpa y desvitaliza los que se encuentran debajo de los odontoblastos destruidos @)

Cuando la pulpa se expone a la microbiota bucal a través de una cavidad, el tejido pulpar se
ve expuesto a concentraciones mayores de productos microbianos @)

Las enzimas, las toxinas y otros productos metabolicos difunden a través del tejido pulpar y
pueden causar reacciones en la parte apical e incluso en tejidos periapicales @9

Se reconocen mas de 400 géneros y especies microbianas diferentes que colonizan la cavidad
bucal humana; parte de esa numerosa microbiota puede infectar la camara pulpar cuando los tejidos
duros del diente o los de soporte pierden su integridad **.

Hay similitud entre la taxonomia de los microorganismos aislados de las bolsas periodontales
profundas en dientes que sufren periodotitis del adulto y de los conductos radiculares de los dientes
con procesos periapicales @

La microbiota del conducto radicular de dientes no cariados con pulpa necrotica y enfermedad
periapical estd dominada (>90%) por anaerobios obligados, por lo comun, pertenecientes a los
géneros Fusobacterium, Porphyromonas, prevotella, eubacterium y Peptostreptococcus. @4

En la composicion microbiana, apical y periapical de los conductos radiculares de los dientes
con caries coronarias hay una cantidad mucho menor de anaerobios estrictos (< 70%) @)

En los conductos radiculares necrdticos se han identificado espiroquetas, por medio de
exdmenes de campo oscuro y microscopio electronico de transmision. En los conductos y el
periapice de dientes tratados con endodoncia convencional, que registran radiolucidez periapical
asintomatica en los controles postratamiento, se han encontrado predominantemente filamentos
gram positivos, bacilos y cocos por medio de microscopia electronica de transmision 2.
Recientemente se ha registrado un renovado interés por los microorganismos

extrarradiculares. Se han comunicado numerosas especies bacterianas recuperadas de sitios



extrarradiculares en lesiones descritas como “lesiones inflamatorias periapicales asintomaticas

refractarias al tratamiento endodéntico.”®"

CARACTERISTICAS Y DETERMINANTES BIOQUIMICOS DE LA VIRULENCIA DE
LA MICROBIOTA ENDODONTICA
En las etapas tempranas de la infeccion pulpar los microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos dominan la microbiota y utilizan la mayor parte del oxigeno disponible. La disminucion
progresiva en la concentracion de oxigeno favorece el crecimiento de los anaerobios obligados.
Desde el punto de vista nutricional los productos finales del metabolismo de algunas especies

microbianas pueden formar parte de la cadena alimenticia de otras. ¢*

RESPUESTA DEL HOSPEDERO

Los factores microbianos y del hospedero intervienen en la patogenia de las lesiones pulpares
y periapicales. Al principio la pulpa dental se infecta y luego se vuelve necrotica. El ambiente
endodontico proporciona un habitat selectivo para el establecimiento de una comunidad microbiana
mixta, predominantemente anaerobia en el tercio apical del conducto radicular .

Los productos de esa microbiota tienen propiedades biologicas tales como antigenicidad,
actividad mitogénica, enzimatica y activacion de las células del hospedero. **

Una respuesta inicial aguda en el periapice generalmente es causada por bacterias que residen
en el conducto radicular e invaden directa o indirectamente los tejidos periapicales. Estos
microorganismos pueden provocar una respuesta aguda intensa del hospedero, por lo comin de
escasa duracion, que se acompana de signos clinicos tales como dolor e hipersensibilidad a la
percusion en el diente. ¢¥

La periodontitis apical aguda incipiente puede remitir, intensificarse, formar abscesos,
fistulizarse, difundir hacia el hueso (absceso alveolar) o volverse crénica. ¥

La presencia continua de factores irritantes (microorganismos y sus productos) en los
conductos radiculares apicales determina que una inflamacion inicial aguda cambie gradualmente a
una lesion encapsulada en tejido conectivo, colageno rico en macrofagos, linfocitos y células
plasmaticas que se transformara en un granuloma. @9

Un granuloma puede permanecer asintomatico durante largo tiempo sin mayores cambios en
el estudio radiografico. Sin embargo, el delicado equilibrio en el periapice puede romperse en
cualquier momento. Las bacterias pueden avanzar al tejido periapical y el granuloma crénico puede
transformarse en agudo con manifestaciones clinicas. Como resultado pueden encontrarse

microorganismos intracelulares y extracelulares durante estos episodios agudos. Esta exacerbacion



puede ocasionar una rapida resorcion Osea y un aumento del area radiolucida. La progresion del
proceso de inflamaciéon cronica y aguda es discontinua, con periodos de exacerbacion luego de
periodos de estabilidad y remision. ¥

Recientemente se ha estado utilizando una técnica realmente beneficiosa en el campo de la
microbiologia, que nos ayuda a identificar de una mejor manera que tipo de bacterias se encuentran
en cierto tipo de infecciones.

De manera que varios estudios realizados en endodoncia se han preocupado por identificar el

ADN bacteriano en sus estudios. Siendo dicha técnica muy importante hoy en dia. Es llamada:

Reaccion en cadena de la polimerasa.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Antes de entrar de lleno a las caracteristicas de cada una de las bacterias, es necesario saber
acerca del nuevo método que se ha estado utilizando para la identificacion de las bacterias, el cual
es mas especifico y mas confiable que otros métodos que se utilizan actualmente.

La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR (“Polymerase
Chain Reaction”), es una técnica que fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los afios 80.
Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de
ADN especifico, incluso en presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su nombre lo
indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar una cadena de
ADN complementaria a otra ya existente. Sus Ginicos requerimientos son que existan nucleotidos en
el medio que son la materia base para fabricar el ADN (los nucleétidos adenina, timina, citosina y
guanina), y una pequeila cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que se desea copiar para
que sirva como cebadora (el cebador, en inglés “primer”) ®

La reaccion en cadena de la polimerasa se desarrolla en tres pasos:

1.Desnaturalizacion: Es la separacion de las dos cadenas que forman la molécula de ADN que
se requiere amplificar, para lo cual se debe calentar el ADN a altas temperaturas que pueden
ser proximas a la ebullicion. Cada una de estas cadenas actuara como molde para fabricar su

complementaria.

2.Identificacion de las cadenas de ADN (cebador): A continuacion se baja la temperatura para

conseguir que cada cebador se una a su region especifica dentro de la cadena de ADN.



3.Amplificacion: Este ultimo paso consiste en la generacion de la cadena de ADN
complementaria por accion de la ADN polimerasa. El problema con el que se encontraron
los cientificos que idearon esta técnica es que es preciso aumentar la temperatura de la
mezcla de reaccion hasta valores por encima de los 70°C para que las dos cadenas de ADN
se separen. A estas temperaturas tan elevadas la ADN polimerasa se inactivaba y era preciso
afiadirla de nuevo en cada ciclo. Esto fue asi hasta que se descubrio la bacteria Thermus
aquaticus que vive en aguas termales en los geisers de Yellowstone y cuya ADN polimerasa
(Taq polimerasa) es capaz de trabajar a temperaturas superiores a los 70°C. De esta manera
solo hay que afiadir la enzima al inicio del proceso de reaccion y llevar a cabo tantos ciclos
como sea necesario. Cada una de las moléculas de ADN hijas pueden volver a entrar en el
proceso y servir como molde para fabricar mas copias. Asi tras 20 ciclos de reaccion se

puede obtener hasta 1 millon de copias de una molécula de ADN. ®

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos inconvenientes, ellos
son: no es una técnica cuantitativa y una relativa alta probabilidad de obtener falsos positivos por
contaminacion. Para solventar este ultimo problema se ha de optimizar la secuencia de los
cebadores, asi como la temperatura precisa para que estos se unan al ADN en la localizacion
correcta y realizar una adecuada manipulacion de los reactivos. Por otra parte para solventar el
problema de la cuantificacion se han generado unas variaciones sobre el esquema inicial de la PCR,
dando lugar a lo que se conoce como PCR cuantitativa. ®
La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacion

. ’ 8
de nuestro genoma de interés. ®

Enterococus faecalis

MORFOLOGIA E IDENTIFICACION

Los diferentes estudios de hibridacion de ADN y ARN muestran que los estreptococos del
grupo D, Enterococcus y no enterococcus pertenecen a diferentes géneros, por lo tanto, se ha
propuesto que S. faecalis, S. faecium, S. durans, S. cassellflavus sean reclasificados como miembros
del género Enterococus ' %),
El E. faecalis es un coco Gram positivo anaerobio facultativo es fermentativo y no forma

esporas @18 Y as células del enterococus faecalis son esféricas u ovoides y de 0.5 a 1 um de

diametro. Pueden aparecer solos en pares en cadenas cortas y en medios liquidos no son capsulados,



algunas veces posee un flagelo insuficiente que le confiere movilidad, y son frecuentemente
elongados en direccion de la cadena; poseen requerimientos nutricionales complejos. La mayoria
son no hemoliticos e inmoviles, las colonias que se observan en la superficie del agar sangre son
circulares, lisas y enteras. El G+C contenidos de los rangos del ADN es de 37 a 40 mol %. (17.19)
Desde finales de los afios 80 e inicios de los 90, este microorganismo comenzo a emerger
como uno de los mas importantes agentes nosocomiales, responsables de bacteriemias, infecciones

de heridas quirargicas e infecciones del tracto urinario 7'

HABITAT

Los enterococus se encuentran aproximadamente en todos los animales (como en aves,
reptiles, insectos) y plantas. En el humano, son flora normal del tracto gastrointestinal (TGI), tracto
genito urinario (TGU), vias respiratorias superiores, cavidad bucal, piel, vagina y uretra femenina.
También se hallan en las superficies del entorno ambiental, en el agua, en la vegetacion, resultado
de la contaminacion por excrementos de animales y en aguas albafiales no tratadas. En el humano la

concentracion del enterococus en las heces es de 10 UFC/g (17.19)

FACTORES DE VIRULENCIA

Poco se conoce sobre los factores relacionados con la colonizacién, la translocacion
intestinal, adhesion histica, evasion de la respuesta del hospedero y la modulacion de la respuesta
inflamatoria.

Dentro de los factores de virulencia estudiados se encuentran:

1.- Produccion de citolisina.

2.- Fabricacion superoxida extracelular (O2)

3.- La actividad citocromo c reductasa.

4.- Proteinas de superficie ESP

5.- Produccion de sustancias de agregacion enterococales (EAS).
6.- Gelatinasa.

7.- Hemolisina.
Se ha descrito la capacidad de produccion de sustancias de agregacion o “biofilms” (pelicula

biolégica), conocida como placa, la cual comprende comunidades complejas de bacterias

. . . , . 11 , .
embebidas en una matriz de polisacaridos. ¢ ) Se ha encontrado en células vesicales, estos son
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altamente resistentes a la terapia antimicrobiana, lo que explica el incremento de las infecciones

r . . . 17
enterococcicas en pacientes tratados previamente an,

Su habilidad para producir enzimas que posiblemente podrian relacionarla a su mecanismo de

patogenicidad. 17

ASOCIACION DE Enterococcus faecalis CON INFECCIONES ENDODONTICAS

El Enterococcus faecalis ha mostrado ser altamente resistente una vez establecido en el
sistema de los conductos radiculares, que pueden mostrar un papel importante, en fracasos
endodonticos '

En un porcentaje de 85% a 91% Sunqvist et al, recobr6 numerosas especies de bacterias
anaerobias de tratamientos de conductos radiculares fracasados. Una de estas bacterias incluyen
Enterococcus faecalis. De todos los casos estudiados, se encontrd que el Enterococcus faecalis fue
la bacteria mas prevalente en fracasos endodénticos. > * 22)

Sunqvist et al., encontr6 que arriba del 38% de los fracasos endodonticos estaban
contaminados con Enterococcus faecalis, 1o cual indica que esta bacteria es un agente importante
causante de fracasos endodonticos. %

Siren et al., mostré que las bacterias entéricas fueron cultivadas mas frecuentemente cuando
los conductos no se sellaron entre cada sesion mientras el nimero de sesiones se incrementaba y en
casos de retratamiento, Enterococcus faecalis fue la mas comun de todas las bacterias entéricas,
presentandose en casos de monoinfeccién en un 33%. @V

Sin embargo los enterococos no son favorecidos por las condiciones que se dan en los
conductos no tratados. Ellos forman un pequefio porcentaje de la flora inicial en los conductos
radiculares. No obstante, una vez que ellos entran al sistema de conductos radiculares y comienzan
a establecerse, ellos pueden resistir la terapia antimicrobiana incluyendo medicamentos
intermedios, y persistir después de la obturacion. La presencia de Enterococcus faecalis en el
momento de la obturacion puede reducir significativamente el porcentaje de éxito en el tratamiento
de conductos radiculares. #**>

Una de las razones por las cuales el Enterococcus faecalis ha mostrado infectar rapidamente
los tubulillos dentinales es debido a que éste puede persistir dentro de los mismos hasta 10 dias sin
suplemento nutritivo (inaniciébn potencial) y prosperar cuando la fuente de nutrientes es
restablecida. Todas estas propiedades ayudan a explicar la alta prevalencia significativa del

. L 13,17,23
Enterococcus faecalis en fracasos endodonticos. (13,17, 23)
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Otra caracteristica importante para la supervivencia de esta bacteria se debe a su alta
capacidad para tolerar y crecer en ambientes altamente alcalinos (pH de 9.6) que normalmente
inhibe a otras bacterias 7). Otros autores sugieren que el Enterococcus faecalis forma una pelicula
biologica gracias a la cual sobrevive por un periodo de 77 dias en conductos radiculares medicados
con hidréxido de calcio. '”

Isabela N. Rocgas y col., realizaron un estudio a cerca de la prevalencia de Enterococcus
faecalis en las distintas formas de enfermedades perirradiculares. Tomando muestras de casos de
dientes con lesiones periapicales cronicas asintomaticas, periodontitis apical aguda, abscesos
periapicales agudos y de conductos radiculares tratados y asociados con lesiones periapicales
cronicas asintomaticas. *

Estudios han revelado que el Enferococcus faecalis tiene la habilidad de penetrar los
tubulillos dentinales a veces a una profundidad extensa. Esta propiedad puede hacer que estas
especies sean capaces de escapar de la accion de los instrumentos endodonticos y los irrigantes

., . (13,17
usados durante la preparacién quimio-mecanica. >

Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium: El género se incluye en la familia Bacteroidaceae, entre las especies que
comprende se encuentra el Fusobacterium Nucleatum. an

Las fusobacterias son bacteria lramnegativas anaerobias obligadas no esporuladas con una
forma fusiforme caracteristica (forma de huso) y presenta varillas que producen grandes cantidades
de acido butirico, con frecuencia son pleomorficas, no forman esporas, que aparecen como bacilos
de pares con apariencia de cigarro alargado. Son quimioorganotropicas, metabolizando peptona o
carbohidratos, pero en general solo levemente fermentativas. Su producto final es mayormente
butirato, frecuentemente con acetato y lactato y menores cantidades de propionato, succinato, y
formato. No produce isobutirato e isovalonato Algunas cepas son moviles por la presencia de
flagelos peritricos, aunque la mayoria son inmoéviles y no capsulados. a7

Estas bacterias fueron aisladas por primera vez junto con espiroquetas, en un caso de
gingivitis ulcerosa asociada con la infecciéon conocida como gingivitis ulceronecrotizante aguda
(GUNA). 17

En la cavidad bucal se han tipificado dos especies de fusobacterias, a saber: Fusobacterium

nucleatum y fusobacterium periodonticum. an

F. nucleatum puede ser aislada de pacientes con infecciones del tracto respiratorio superior y

de la cavidad bucal en lesiones periodontales. 7
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CULTIVO. Crecen en anaerobiosis a 35 y 36 °C, a pH 7, en medio de agar —sangre con

.. . 17
vancomicina. Son catalaza negativa; no reducen NOs a NO;; no producen ureasas. an

PARED CELULAR. Poseen lipopolisacaridos (LPS), con algunos de los componentes tipicos

presentes en las bacterias entéricas. No tienen capsula. 7

MEDICACION INTRACONDUCTO

Uno de los objetivos de la terapia endodoéntica es la reduccion o eliminacion de las bacterias y
sus productos del sistema de conductos radiculares. La adecuada limpieza e irrigacion y
desinfeccion han mostrado una significativa reduccion y, a veces, eliminacion de las bacterias de
los conductos radiculares. % '3
Bystrom y col, 1987 sugirieron que un medicamento debe usarse como agente antibacteriano
en el conducto radicular después de la instrumentacion. La asepsia debe ser controlada, incluyendo
la efectiva desinfeccion del conducto radicular lo cual mostro ser mas importante para la
cicatrizacion exitosa de las lesiones ©°
Se ha recomendado ampliamente el uso de medicaciones intraconductos para desinfectar el
sistema de conductos radiculares. Las razones para el uso de un medicamento para conductos
radiculares son:
a. Para eliminar las bacterias en los conductos radiculares."'?
b.Para prevenir la proliferacion bacteriana entre citas, (permitiendo que el contenido del
conducto radicular sea inerte y neutralizando los restos necréticos)!”
c.Para actuar como una barrera fisico-quimica previniendo la reinfeccion y suplementos

. . . 13
bacterianos para las bacterias remanentes en los conductos radiculares. (13)

d.Disminuir la inflamacion del tejido periapical y pulpar remanente.

El medicamento de eleccion debe tener baja toxicidad sobre los tejidos perirradiculares. Sin
embargo, algunos son inefectivos en la esterilizacion de los conductos radiculares o son
inactivados por el tejido o los fluidos a las pocas horas luego de su aplicacion. En adicion, algunos

tienen efectos toxicos que impiden la reparacion de la lesion periapical. (.2)
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Hohg y Pittford, 1997 indican que un medicamento dentro del conducto radicular debe tener
un amplio espectro de actividad antimicrobiana y una razonable duraciéon de su accion para poder

eliminar todas las bacterias presentes en el mismo. ®®

HIDROXIDO DE CALCIO

BREVE HISTORIA DEL HIDROXIDO DE CALCIO:

El primer medicamento a base de Hidroxido de Calcio fue introducido en Odontologia como
un agente endodontico antimicrobiano por el Aleman B. W. Hermann, en los afios de 1,920 y fue
denominado Calxyl (Castagnola, 1,956). Desde entonces, este material ha sido usado ampliamente

. . . 3,10, 13,22, 36
en el tratamiento de lesiones endodénticas. & 1% 13:22:39)

CARACTERISTICAS GENERALES:

El Hidroxido de Calcio se presenta como un polvo blanco, granular, amorfo y fino, inoloro,
alcalino ( su pH oscila de 12.5 a 12.8), lo que le confiere propiedad bactericida (Lasala, 1992;
Mondragén 1995), su densidad es de 2.1, es poco soluble en agua (solubilidad es de 1.2g/litro de
agua, a temperatura de 25°C), es insoluble en alcohol, con la particularidad de que al aumentar la
temperatura disminuye su solubilidad (swinyard, 1980) Citado por Alacam y col., 1990;
(Mondragén, 1995). (13-2236)

Se trata de una base fuerte obtenida a partir de la calcinacion de carbonato de calcio,
después de su transformacion en 6xido de calcio (cal viva). Con la hidratacion del 6xido de calcio
se obtiene el hidroxido de calcio y la reaccion entre €ste y un gas carbonico se obtiene la formacion

: . 13
de carbonato de calcio, representando las reacciones de esta manera. 13)

CaCO3(S)—>C3.O + COz(g)
CaOg) + HyO — Ca(OH)xs)
Ca(OH)z(S) + COz(g) — CaCO3(S) + HQO
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PROPIEDADES DEL HIDROXIDO DE CALCIO.

- Es un agente bacteriostatico y bactericida para el control de microorganismos, cuando es

usado como medicamento dentro del conducto radicular.®®

- Agente inductor en los procedimientos de recubrimiento pulpar indirecto, de dentina

reparadora, como también en el recubrimiento pulpar directo.®®

- Actlia como agente catalizador en la modificacion del pH en los tejidos periapicales, para

(36
favorecer el proceso de cicatrizacion.' )

- Es un excelente agente higroscopico en el control del exudado en conductos radiculares de

. . .. , . 36
dientes con lesiones periapicales grandes, que permanecen hiimedos persistentemente.®®

- Actlia como barrera periapical, cuando se coloca como tapon dentro del conducto radicular,

para el sellado apical y permitir la obturaciéon convencional.®®

- En los procedimientos como perforaciones y fracturas es necesario promover la formacion
de tejido calcificado, su uso es indicado con frecuencia, debido a su potencial osteogénico y

osteoinductor.®®

- En los procesos resortivos se considera un medicamento modulador de la actividad clastica,

actuando en su prevencion o detencion.®®

- No es toxico para los tejidos.(3 6

USOS DEL HIDROXIDO DE CALCIO:

Su uso en endodoncia abarca diversas situaciones clinicas; su aplicacion se ha expandido
incluso por su adicion a férmulas de muchos materiales, como bases dentinarias, agentes
recubridores pulpares, materiales de obturacion temporal del conducto radicular y cementos

selladores de conductos radiculares. 13
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MECANISMO DE ACCION DEL HIDROXIDO DE CALCIO:

El fundamento basico para la seleccion de cualquier medicamento intraconducto es
conociendo su mecanismo de accion sobre los microorganismos predominantes en las infecciones
de los conductos radiculares y lesiones periapicales. De modo general, las sustancias
antimicrobianas, el grupo de los antibidticos y / o quimioterapéuticos, promueven dos tipos de
efecto sobre los microorganismos, inhibiendo el crecimiento o su reproduccion, o inducen una
inactivacion celular. Estos efectos se expresan en la sintesis de la pared celular, en la estructura de
la membrana celular, la sintesis de las proteinas, la replicaciéon cromosomica y el metabolismo
intermediario. En esta linea de pensamiento podria cuestionarse en que nivel el hidroxido de calcio
ejerce su efecto controlador. Anotandose como referencia, el conocimiento microbioldgico y
farmacologico de los antibioticos quimioterapéuticos sobre los microorganismos y mas
especificamente, en su sitio de accion, el mecanismo de accion del hidroxido de calcio, como
antimicrobiano podria ser mejor elucidado. Por consiguiente es importante analizar por separado el
efecto de pH sobre el crecimiento y metabolismo en la division celular bacteriana. (13)

La variacion del pH se refleja en el crecimiento bacteriano, una vez que tiene influencia su
actividad enzimatica. La velocidad de las reacciones quimicas favorecidas por las enzimas que son
influenciadas por el substrato. Estas enzimas suelen estar presentes tanto extra o intracelularmente.
Las enzimas extracelulares actiian sobre los nutrientes, carbohidratos, proteinas y lipidos, que por
medio de las hidrolasas favorecen la digestion. Las enzimas localizadas en la membrana
citoplasmatica estan relacionadas con el transporte de sustancias dentro y fuera de las células, con la
actividad respiratoria y con la estructura de la pared celular. El transporte por la membrana es
fundamental para sus reacciones metabolicas complejas, crecimiento y reproduccion, asi como para
la necesidad de controlar el flujo de nutrientes. 13

Kodukula et al dice que en condiciones de pH elevado (baja concentracién de iones
hidrogeno), la actividad enzimatica de las bacterias se inhibe, cada enzima posee un pH 6ptimo para
su accion, seguida de una velocidad maxima. El pH interno de las bacterias es diferente al pH
externo, debido a que su valor oscila en torno a la neutralidad. Sin embargo, el mecanismo que
mantiene esa neutralidad aun no se conoce. Debido a este hecho la diferencia del pH interno y
externo de la célula puede determinar el mecanismo a través del cual la actividad celular se ve
afectada por la accion de los iones hidroxilo. ¥

Aun se considera la existencia de un gradiente de pH a través de la membrana
citoplasmatica, que es la responsable de producir energia para el transporte de nutrientes y
componentes organicos para el interior de la célula. Este gradiente puede ser afectado por el cambio

del pH en el medio, influenciando el transporte quimico a través de la membrana. **
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De esta manera, el efecto del pH sobre el transporte quimico puede ser directo o indirecto.
Sera directo cuando el pH influencia la actividad especifica de las proteinas de la membrana
(combinacién con un grupo quimico especifico). Su efecto indirecto puede llevar a alteraciones de
los estados de ionizacion de los nutrientes organicos, los componentes no ionizados son
transportados mas facilmente a través de la membrana celular que los ionizados. De esta forma,
conforme el pH puede haber aumentado la disponibilidad de nutrientes y un transporte intenso,
puede inducir la inhibicion de los efectos toxicos sobre la célula. ¥

El crecimiento bacteriano en un pH inferior a su pH interno hace que el citoplasma sea mas
alcalino que el medio, no obstante, cuando el crecimiento ocurre con un pH alto, su citoplasma se
vuelve mas acido. El crecimiento bacteriano en un pH elevado puede llevar a complicaciones
fisiol6gicas muy complejas en las bacterias. 13)

Es importante hacer énfasis en que la membrana citoplasmatica se cuenta con tres funciones
esenciales: Metabolismo, crecimiento y division celular. Ademas participa en los dos ultimos
estadios en la formacion de la pared celular, en la biosintesis de lipidos, transporte de electrones,
como enzimas envueltas en el proceso de fosforilacion oxidativa, siendo responsable de los
mecanismos de transporte de nutrientes y de las etapas de duplicacion celular. (13)

En lo que se dice respecto al pH, son pocas las especies que pueden crecer en un pH menor a
2 o mayor a 10. La mayoria de las bacterias patogénicas crecen mejor en un medio neutro, asi, de
acuerdo con el pH ideal para su crecimiento, estas bacterias pueden ser clasificadas en tres
categorias: aciddfilas, neutrofilas y alcalofilas. {3

Es posible tener una inactivacion enzimatica reversible (temporal), cuando se coloca en un
pH arriba o abajo de lo ideal para su funcionamiento y una vez que vuelve a su pH ideal, la enzima
puede volver a adquirir su actividad catalitica. Su actividad enzimatica irreversible se puede
observar en condiciones extremas de pH, por largos periodos de tiempo, promoviendo una pérdida
total de la actividad biologica. {13

Estrela et al. reportd que el efecto enzimatico del hidroxido de calcio inhibe las enzimas
bacterianas, su principal efecto es antimicrobiano y su activacion enzimatica del tejido con lo cual
crea un efecto mineralizador. Estas propiedades resultan de su elevado pH, que a su vez determina
la alta liberacion de iones hidroxilo. !*

Casi todas las dos mil enzimas ya identificadas son proteinas globulares. Otras proteinas
globulares funcionan como transporte de oxigeno, de nutrientes y de iones sanguineos. Algunas son
anticuerpos, otras hormonas y otras son componentes de las membranas y ribosomas. La estructura
terciaria de una proteina globular depende de su secuencia de aminoacidos, algunos experimentos

demuestran que la desnaturalizacion de algunas proteinas es irreversible. Los valores extremos de
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pH causan un desenvolvimiento de la mayoria de las proteinas globulares y la pérdida de sus
actividades bioldgicas sin romper sus uniones covalentes del esqueleto peptidico. Por varios afios,
se penso en hacer irreversible el proceso de desnaturalizacion de proteinas. En tanto, se demostrd
que algunas proteinas globulares desnaturalizadas en consecuencia con el pH recuperan su
estructura natural y su actividad bioldgica, desde que el pH vuelve a adquirir su valor normal,
denominando este proceso renaturalizacion. %

Se sabe que la configuracion tridimensional nativa de una proteina dada y su configuracion es
mas estable en condiciones biologicas de temperatura y pH, y que, esta configuracion es
consecuencia automatica de su secuencia especifica de aminoacidos. 13)

Varias proteinas presentes en la superficie de la membrana celular son especializadas en el
transporte de acidos y bases por la membrana. La regulacion del pH celular es fundamental, una vez
que los cambios de pH pueden afectar el metabolismo celular, actuando en la ionizacion de grupos
de proteinas por la desconfiguracion o alteracién de sus actividades. El metabolismo celular,
depende del pH para su actividad enzimatica, altera el sustrato y altera el crecimiento y la
proliferacion celular. 13)

Putnam, describiendo la regulacion del pH intracelular, menciona que el pH influencia

diferentes procesos celulares, tales como:

1.Metabolismo celular

2.Citoesqueleto, pudiendo alterar la forma, motilidad, la regulacion de transportadores, la
polimerizacion de elementos.

3.Activacion del crecimiento y proliferacion celular

4.Conductibilidad y transporte a través de la membrana

5.Volumen celular isoosmotico

De esta forma, muchas funciones celulares pueden ser afectadas por el pH, dentro de éstas las
enzimas esenciales del metabolismo celular.

El transporte quimico de la membrana celular puede ser alterado por la cantidad de iones
hidroxilo presentes, por un proceso de peroxidacion lipidica. La pérdida de la integridad de la
membrana puede ser observada a través de la destruccion de acidos grasos insaturados y
fosfolipidos. Cuando los iones hidroxilo remueven atomos de hidrogeno, de acidos grasos
insaturados formandose un radical lipidico libre que se liga a una molécula de oxigeno,

transformandose en otro radical peroxido lipidico. La peroxidacion lipidica puede ser formada

nuevamente a partir de un nuevo inductor, iones hidroxilo que roban atomos de hidrégeno de un
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segundo acido graso insaturado, dando como resultado otro peroxido lipidico y otro nuevo radical
lipidico libre, transformandose en una reaccion en cadena. 13)

Para explicar mejor el efecto biologico lesivo que produce el Hidroxido de Calcio sobre la
membrana celular bacteriana, Estrela et al. estudio el efecto biologico del pH sobre la actividad
enzimatica de las bacterias anaerobias. Debido a que los lugares enzimaticos estan localizados en la
membrana citoplasmatica, que también es responsable de sus funciones vitales como el
metabolismo, crecimiento celular y division, participando en las ultimas etapas de la formacion de
la pared celular, biosintesis de lipidos, transporte de electrones y fosforilacion oxidativa, los autores
creen que los iones hidroxilo del Hidroxido de Calcio desarrollan su mecanismo de accion sobre
la membrana citoplasmatica. El efecto del elevado pH del Hidréxido de Calcio altera la integridad
de la membrana citoplasmatica por medio de dafio quimico a los componentes organicos y el
transporte de nutrientes o a través de la destruccion de los fosfolipidos o acidos grasos insaturados
de la membrana citoplasmatica, lo cual puede ser observado a través del proceso de peroxidacion de

;. 7 . s 13
lipidos, o de la reaccion de saponificacion. {13

La explicacion del mecanismo de accion del pH del hidroxido de calcio en el control de la
actividad enzimatica bacteriana, permitid0 que Estrela et al., estableciera la hipdtesis de la
inactivacion enzimatica irreversible, en condiciones extremas de pH, por largos periodos de tiempo.
Como también la inactivacion enzimatica bacteriana temporal, cuando el pH wvuelve a la
normalidad, la accidén enzimatica bacteriana vuelve a la normalidad. Estrela et al., demostro la
actividad enzimatica irreversible por medio de un estudio in VITRO, el efecto antimicrobiano
directo del hidroxido de calcio sobre diferentes microorganismos. Estrela sugiere la hipotesis de una
inactivacion enzimatica bacteriana irreversible que ocurre bajo condiciones extremas de pH durante
largos periodos de tiempo y también, una inactivacion temporal que ocurre cuando el pH vuelve a
niveles Optimos para su acciéon enzimatica y permite al mismo tiempo volver a su normalidad. La
inactivacion enzimatica irreversible fue reportada por Estrela et al., en un estudio in vitro donde
estableci6 el efecto antimicrobiano directo del Hidroxido de calcio sobre los microorganismos que
utilizd en dicho estudio. Descubrié que con la alteraciéon de la integridad de la membrana
citoplasmatica se favorece la destruccion de los microorganismos analizados después de 72 horas.
13)

De acuerdo con Tronstad et al., el mecanismo de accion del hidroxido de calcio es atribuido
directamente a su capacidad de disociacion en iones calcio e hidroxilo dando como resultado un

incremento de pH localmente. {13
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Calciumhydroxid plus roeko®

DEFINICION:
Son preparados que liberan paulatinamente el Hidroxido de Calcio incorporado en una

matriz de gutapercha.

COMPOSICION:
Estas puntas contienen 52% de Hidroxido de Calcio, 42% de gutapercha, cloruro de sodio,

un producto tensoactivo y colorante.

INDICACIONES:
A continuacion se dardn a conocer las distintas utilidades que tienen estas puntas de

acuerdo a las indicaciones del fabricante.

* Relleno temporal del conducto radicular con Hidréxido de Calcio
¢ Tratamiento de conductos radiculares en casos de emergencia
* Realizar reabsorciones radiculares

¢ Tratar traumatismos infantiles

PROPIEDADES:

El fabricante indica que la punta se suministra lista para utilizarla, tiene una consistencia
dura y flexible para que no se dificulte su colocacion en el conducto radicular. El hidréxido de
calcio puro se distribuye por igual en la matriz de gutapercha. Tanto el cloruro de sodio como el
producto tensoactivo aumentan la solubilidad del hidréxido de calcio y movilidad de los iones, las
puntas cumplen con la norma ISO y muestran un color castafio claro para evitar que se confundan

con las puntas de gutapercha convencionales.

LIBERACION DE IONES HIDROXIDO:

Para iniciar la liberacion de iones, se puede aplicar una gota de agua esterilizada a la punta.
Sin embargo, una vez introducida la punta en el conducto radicular, la cantidad de fluido procedente
de la pared dentinaria, es suficiente para activar el Ca(OH), aunque no se agregue mas agua. La

humedad basta para disociar los iones de la punta y crear un entorno alcalino dentro del conducto
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radicular que aumenta el pH hasta un valor superior a 12. La concentraciéon de Ca(OH), en la punta

garantiza la presencia en todo momento de bastante Ca(OH);.

APLICACION:

Una vez extirpado el tejido pulpar y contenido infectado de los conductos radiculares, hay
que irrigar y secar cuidadosamente el interior del mismo. A continuaciéon hay que seleccionar una
punta de Calcium Hydroxide PLUS de tamafio igual o siguiente inferior al del ultimo instrumento
utilizado para tratar el canal, a fin de conseguir que la punta encaje por si sola en el conducto sin
condensarla. La longitud determinada de antemano se sefiala en la punta que se introduce hasta el
apice con unas pinzas. En los conductos con formas ovaladas o muy cénicas, se pueden introducir
puntas adicionales, pero mas pequefas. Dado que la abertura de acceso es normalmente bastante
grande, se puede plegar dentro de la misma la longitud sobrante, procedimiento que facilita también
la retirada posterior de la punta.

Salvo opinién en contrario del Odontdlogo, se puede sellar herméticamente la abertura de
acceso. El producto sellante (p. e. iondomeros vitreos) deben impedir que la humedad de la cavidad

bucal pueda penetrar en el conducto radicular durante el tratamiento.

DURACION:

La solubilidad reducida del Ca(OH), da lugar a la liberacion de cantidades pequefias
solamente, que saturan rapidamente el fluido circundante, pero la entrada de humedad adicional al
interior del conducto radicular libera continuamente Ca(OH), y mantiene un pH elevado, superior a
12. Se recomienda que la punta permanezca dentro del conducto de una a tres semanas.
Posteriormente, es preciso sustituir la punta por otra nueva o rellenar definitivamente el conducto

radicular. En algunos casos clinicos, hay que sustituir la punta con mas frecuencia (cada 3 dias).

HIPOTESIS

Las puntas de Gutapercha con hidréxido de calcio (Plus Point) presentan un efecto bactericida

sobre Enterococcus faecalis y fusobacterium nucleatum.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto bactericida de las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio sobre

las bacterias Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum.

ESPECIFICOS

1. Determinar el tiempo de efectividad de las puntas de gutapercha que contienen hidroxido

de calcio al estar en contacto con el Enterococcus faecalis.

2. Determinar el tiempo de efectividad de las puntas de gutapercha que contienen hidréxido de

calcio al estar en contacto con el Fusobacterium nucleatum.

3. Evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de colonias de Fusobacterium nucleatum

a través de la puntas de gutapercha con hidréxido de calcio.

4. Evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de colonias de Enterococcus faecalis a

través de las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio.

VARIABLES

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES
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VARIABLES INDEPENDIENTES:
1.Puntas de gutapercha con hidroxido de calcio
2.Cepas de Enterococcus faecalis.

3.Cepas de Fusobacterium nucleatum.

DEFINICION DE LAS VARIABLES:
1.Puntas de gutapercha con hidroxido de calcio: Son similares a las puntas de gutapercha
convencionales que contienen hidroxido de calcio, que es un polvo granular, amorfo, fino,
inoloro, poco soluble en agua y es altamente alcalino (pH 12.8) lo que le confiere su

propiedad bactericida.
CEPAS BACTERIANAS:
2.Enterococcus faecalis: Es un coco Gram-positivo anaerobio facultativo, fermentativo, no

forma esporas, asociado a infecciones endodonticas persistentes.

3. Fusobacterium nucleatum: Es una bacteria Gram-negativa anaerobia estricta, no forma

espora, tiene forma fusiforme. Frecuentemente se encuentra en infecciones endodonticas.

4.Efecto bactericida: Capacidad de inhibicion bacteriana.

DEFINICION DE VARIABLES DEPENDIENTES:

1. Efecto bactericida: Capacidad de inhibicion bacteriana.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo lo realiz6 la investigadora en el laboratorio clinico del IGSS de la zona

7, bajo la supervision del microbidlogo.

I PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO:
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A continuacion se dard una descripcion detallada de cada uno de los medios de cultivo que

se utilizaron para realizar el trabajo de investigacion:
A.) Preparacion de los Medios de cultivo:

A.1) Medio de cultivo CTA

Composicion del CTA:

Ingredientes gram/I
Enzima caseina hidrolasa 20.00
L- cistina 0.50
Cloruro de sodio 5.00
Sulfato de sodio 0.50
Rojo fenol 0.017
Agar 2.50

pH final (a 25°C): 7.3 £ 0.2

Formula ajustada, estandarizada y adaptada a un parametro de funcionamiento.

DIRECCIONES: Suspender 28.5 gramos en 1000 ml de agua destilada. Hervir para disolver el
medio completamente. Se dispensa en tubos en cantidades de 8-10 ml. Se esteriliza en autoclave
a 15 Ib de presion (121°C) por 15 minutos, se enfria a 50°C y se agrega carbohidratos

apropiadamente, se mezcla bien y se deja el medio frio en los tubos en posicion vertical.

PRINCIPIOS DE INTERPRETACION: El agar cistina triptona puede usarse como un medio
de mantenimiento de microorganismos fastidiosos, sin agregar enriquecimientos. Los
organismos anaerobios crecen bien en este medio en presencia de CO, Puede detectarse
motilidad en este medio cuando los cultivos muestran difusién — diseminacion de crecimiento
por todo el medio. Organismos sin motilidad muestran crecimiento solamente en el area
inoculada. Este es un medio base para estudiar reacciones de fermentacion de organismos
fastidiosos porque esta libre de carbohidratos fermentables. Se requiere un inoculo grueso e
inmovil.

A.2) AGAR BASE COLUMBIA SANGRE:

Codigo CM 331
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Es un medio para multiples usos en cultivo de agentes dificiles.

Formula: g/l

Peptona especial 23.0

Almidoén 1.0

Cloruro sédico 5.0

Agar 10.0 pH7.3+£0.2
INSTRUCCIONES:

Se suspenden 39 gramos en un litro de agua destilada. Se lleva a ebullicion hasta su
disolucion completa. Se esteriliza en autoclave a 121°C, durante 15 minutos, luego se enfria a

50°C y se agrega sangre estéril desfibrinada.

DESCRIPCION:

Tradicionalmente la base agar sangre se ha integrado de hidrolizado de caseina o de infusion
de carne. Las ventajas del primero radican en la rapida produccion de grandes colonias y las del
segundo en zonas de hemolisis bien definidas y la buena diferenciacion de las colonias.

El agar base Columbia (Ellmer y col) combina las virtudes de ambos, mejorandolos. Esta
base es mas versatil y de rendimiento superior en multiples aplicaciones.

Para preparar un medio selectivo se le adiciona suplemento 5-7% v/v de sangre de cordero o

caballo.

Suplemento Selectivo:
Staph/Strep
Cadigo sr 70
Suplemento selectivo para aislamiento de Staphylococcus y Streptococcus cuando se utiliza
con agar base Columbia CM 331 o Agar base sangre n2, CM 271. Contenido del vial (cada vial
es suficiente para suplementar 500 ml de medio).
Acido nalidixico 7.5 mg
Sulfato de colistina 5.0 mg
Este suplemento se utiliza con agar base Columbia y 5% de sangre de cordero desfibrinada

para agregar Agar Columbia CNA.

INSTRUCCIONES:
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Agregar al vial 2 ml de agua destilada estéril y mezclar hasta que llegue a disolucion
completa. Se agrega asépticamente su contenido a 500 ml de agar base Columbia CM 331 Agar

base sangre n2 estéril y enfriado a 50°C. Se mezclan bien y se reparten en placas petri estériles.

A. 3) Schaedler — Agar.
Medio Deshidratado:
41 935 frasco de 100ml
Este medio reductor, especialmente rico en factores de crecimiento como la hemina, el
extracto de levadura y la vitamina K3 esta muy adaptado para el cultivo de los gérmenes

anaerobios.

Formula en g/l de agua destilada:

Caldo trypcase-soja 10
Bio-polytone 5
Glucosa 5
Extracto de levadura 5

Tris(hidroximetil)amino-metano 3

Hemina 0.01
L-Cistina 0.40
Vitamina K3 0.5 mg
Agar 13.5
pH:7.3
PREPARACION:

Se fundio el agar en bafio maria, hirviendo. Se deja enfriar a 45 °C antes de anadir el 5% de
sangre de cordero y las posibles mezclas selectivas. Se coloca en las placas petri estériles que
deben usarse el mismo dia o almacenadas en una jarra con atmosfera anaerobia.

Después de la siembra las placas se mantendran a 35-37 °C durante 48 a 72 horas antes de
ser examinadas y luego se volveran a incubar durante una semana o mas con vistas a una

observacion final.
UTILIZACION: Se utiliza con el 5% de sangre de cordero. En estas condiciones los gérmenes

anaerobios tienen un crecimiento importante y el tamano de las colonias es superior al obtenido

con los medios clésicos. La vitamina K3 es indispensable para el crecimiento de bacterias.
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AGAR CHOCOLATE:
Agar base GC g
Agua desmineralizada 1,000 ml
Hemoglobina
Agua desmineralizada 1,000 ml

Se puso en suspension el polvo en agua desmineralizada (1 y 2 en Erlenmeyer separados).
Se mezclaron y disolvieron calentando suavemente y agitandose con frecuencia, luego se llevo a
ebullicion 1 a 2 minutos. Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 minutos, luego se dejo
enfriar a 45-50°C, se incorporaron 2 viales de suplemento selectivo Vitrox y Hemoglobina. Se
mezclaron y vertieron en placas de Petri estériles de 15 X 100 mm aproximadamente 20-25 ml, pH
7.1-7.5.
Agar Base G. C.

Formula:

Caldo trypcase-soja 10
Bio-polytone 5
Glucosa 5
Extracto de levadura 5

Tris(hidroximetil)amino-metano 3

Hemina 0.01
L-Cistina 0.40
Vitamina K3 0.5 mg
Agar 13.5
pH:7.3

Suplemento Vitaminico para Crecimiento FD 025:

Composicion:

(Por vial, suficiente para un medio de 500 ml)

Vitamina B12 0.10 mg
L-Glutamina 100.00 mg
Adenina Sulfato 10.00 mg
Guanine hydrocloride 0.30 mg
Acido P-Amino benzoico (PABA)  0.13 mg
L- Cistina 11.00 mg
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NAD (coenzima I) 2.50 mg

Cocarboxilasa 1.00 mg

Nitrato Férrico 0.20 mg

Thiamine Hydrochloride 259.00 mg
Dextrosa 1.00 mg

Parte II (Fluido rehidratado):
Dextrosa 1.00 mg
Agua destilada  10.00 ml

PROCEDIMIENTO:

Se disolvio6 parte del contenido en 10ml de la parte II Fluido rehidratado. Asépticamente se
adiciona este a 240 ml de agua estéril, molten G. C. Agar base (M434)/ Medio Thayer Martin Base
(M 413)/ Agar Base Chocolate (M 103) con 250 ml de agua estéril, 2% solucién de Hemoglobina o
a 500ml Agar Base Telurita (M1260), se mezclo gentilmente y se agregd dentro de las cajas de
petri estériles.

4) El medio de Tioglicolato USP Codigo CM 173 es un medio para cultivo de agentes

aerdbicos y anaerobicos en pruebas de esterilidad. Ver cuadro No. 3

Formula: g/l
Extracto de levadura en polvo 5.0
Tristona 15.0
Dextrosa 5.5
Tioglicolato de Sodio 0.5
Cloruro de Sodio 2.5
L-Cistina 0.5
Resazurina

0.001 Agar 0.5

pH7.1=0.2
INSTRUCCIONES:

Se suspendi6 en 29.5 gramos en un litro de agua destilada y se hierve hasta disolver el

medio por completo, se esteriliza en el autoclave a 121°C durante 15-18 minutos.
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DESCRIPCION:

El medio estd preparado de acuerdo con la férmula especificada en la farmacopea de
EEUU., para realizar pruebas de esterilidad. Es idoneo para el cultivo de organismos, tanto
aerobicos como anaerobicos. No se requiere ni parafina ni otro sello especial, ni se requiere una
jarra anaerdbica para el cultivo de los anaerobios. Esta bien taponado, de forma que los indculos
acidos o alcalinos producen una alteracion despreciable en la reaccion del medio.

El contenido de tioglicolato sédico del medio neutraliza el efecto bacteriostatico de los
compuestos mercuriales utilizados como conservantes en soluciones para inyeccion, etc. Si la
solucion sometida a prueba contiene una sustancia bacteriostatica, es necesario, con el fin de evitar
un resultado negativo falso, establecer la actividad bacteriostatica del producto por el método

descrito en la farmacopea de EEUU.

B.) PROCEDIMIENTO QUE SE REALIZO PARA LA SELECCION DE
BACTERIASProcedimiento Enterococcus faecalis (ATCC 25922) Y Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586).

La investigadora junto con el asesor de laboratorio, obtuvieron las cepas bacterianas que se

necesitaron para el estudio por medio del siguiente procedimiento:

B.1) El cultivo puro de Enterococcus faecalis proveniente del CTA se siembra en un medio de
cultivo Agar sangre de carnero al 5% obtenido del cepario del laboratorio clinico del IGSS de la

zona 7 (ver fotografia (a)).

(a) Colonias puras de Enterococcus faecalis sobre el medio agar sangre de carnero al 5%, las

colonias son pequefias, redondas, de color blanco. Vista desde un estereoscopio.

B.2) La muestra que se obtuvo era proveniente de un Culti-loop (cultivo puro de Fusobacterium

nucleatum), que contiene 5 asas, las cuales son de inoculacion desechable que contienen
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microorganismos viables y estabilizados, destinados para uso en procedimientos de control de
calidad en laboratorios.

La pelicula de cada asa es de gelatina. Para poder rehidratar la pelicula, el asa debe entrar en
contacto con un ambiente calido y hiumedo. Para rehidratar la pelicula se procedié de la siguiente
manera:

1. Se retir6 la funda roja, luego se separd el asa de su mango y se coloco directamente en un

tubo con 0.5 mm a 1.0 ml de medio liquido (caldo de Tioglicolato).

2. Se incubo el tubo a 35°C entre 10 y 20 minutos, agitando suavemente el tubo de ensayo
cada 5 minutos para lograr que la pelicula negra se disolviera completamente del asa y asi

regenerar la suspension del microorganismo.

3. Luego se realizo la siembra en un medio de cultivo (Agar Chocolate) que es el medio que

se utiliza en bacterias anaerobias estrictas (ver fotos b y c).

i ¢ gme

(b) Sobres metalicos donde se guardan las asas microbioldgicas que contienen al

Fusobacterium nucleatum que se encuentra en un estado vegetativo.
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(¢) colonias puras de Fusobacterium nucleatum sobre un medio agar chocolate vistas desde un

estereoscopio. Las colonias son redondas, grandes y de un color blanco hueso.

B.3) La suspension de bacterias se introdujo en un caldo enriquecido (Tioglicolato) segin los
estandares de Macfarland, las cepas que se utilizaron fueron Enterococcus faecalis ATCC 25922 y

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (ver imagen (d)).

(d) Caldos de tioglicolato inoculados con su respectiva colonia bacteriana.

B.4) Se obtuvo la muestra de un medio (Agar Cistina Triptona) el cual se utiliza para el
mantenimiento de subcultivos para detectar motilidad, etc. Con adicion de carbohidratos, también

puede usarse para reacciones de fermentacion de organismos.

C.) INOCULACION DE LAS BACTERIAS EN LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Con una asa se procedio a realizar la inoculacion primaria del Enterococcus faecalis en el
medio de cultivo. Utilizando dos asas flameadas se extendido la inoculacion  primaria
aproximadamente dos centimetros, luego con otra asa se extendi6 el inoculo y por ultimo con otra

asa se hace una tercera extension del indculo.
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La caja de petri con agar sangre se incubo en una atmosfera rica en CO, ambiente
microaerofilico a una temperatura de 35°C, los cultivos fueron inspeccionados después de 18 horas
de incubacion; si el desarrollo microbiano es menor de lo previsto o si las colonias son diminutas

debera volver a incubarse por otras 24 horas (Ver imagen (e)).

(e) Incubadora donde fueron introducidos los medios de agar sangre de carnero con la siembra de

Enterococcus faecalis y se dejaron alli por 24 horas.

La inoculacion primaria del Fusobacterium nucleatum fue similar al procedimiento que fue
empleado con la otra bacteria. Luego se colocan las 10 cajas de petri con la siembra en una bolsa
con ambiente anaerdbico (anaeroculp) con su respectivo indicador de anaerobiosis y luego se dejo

en la incubadora a una temperatura de 35 °C durante 72 horas (Ver imagen (f)).

(f) Imagen que muestra el interior de la incubadora en donde fueron introducidos los distintos
medios de agar chocolate con la siembra de Fusobacterium nucleatum. Debido a que esta bacteria
es anaerobia estricta se introdujeron los medios en una bolsa y se coloc6 un sobre para crear un
ambiente de anaerobiosis (anaeroculp) con su respectivo indicador, luego se procedié a sellar las

bolsas.
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La interpretacion del crecimiento: Cuando hay crecimiento en las dos cajas aerobios y
anaerobios facultativos, crecimiento solamente en anaerobiosis anaerobio estricto, se realizd la
identificacion o susceptibilidad.

En el caso de Fusobacterium nucleatum, fue necesario realizar la prueba de tincion de Gram

para poder realizar su identificacion en los medios de cultivo.

C.1) Se utilizaron 16 tubos de ensayo con caldo de Tioglicolato. El nimero uno de control solo
contenia el caldo de tioglicolato, el niimero dos de control: el caldo mas las puntas de

gutapercha que contienen hidroxido de calcio.
C.2) A los diferentes tubos de tioglicolato se les introdujo una colonia de Enterococcus faecalis

y Fusobacterium nucleatum, luego les agregamos las puntas de gutapercha con Hidroxido de

calcio y se incubaron por 24 horas a 35°C (ver fotografia (g)).

S
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(g) Luego de inocular los tubos que contienen el medio de Tioglicolato con una colonia pura de

Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum, se colocaron las puntas de gutapercha con

Hidroxido de Calcio.
C.3) Interpretacion de los resultados:
A las 24 horas de incubacion se evaluaron las diferentes concentraciones de
bacterias en cada uno de los tubos, pero no fue posible realizar la evaluacion por mas tiempo,

debido a que las bacterias crecieron en el medio debido a que estd enriquecido con varios

nutrientes que favorecen el crecimiento de las mismas ( Ver fotografias (a) y (b)).
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(h,I) Las fotografias muestran la turbidez en cada uno de los medios de Tioglicolato que fueron
inoculados con una colonia de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum en los cuales

se introdujeron las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio.

D.) ANTIBIOGRAMA

Para observar la efectividad bactericida de las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio
se realizo la evaluacion con la técnica de difusion en agar (método de Bauer-Kirby), el cual
consiste en colocar las puntas en el medio s6lido de Miieller Hinton) que esta inoculado con
una suspension de bacterias Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum con las
siguientes concentraciones: 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 de acuerdo a los estandares de Macfarland, en el
cual se observo si hubo alguna inhibicion del crecimiento en dichas bacterias. En el caso de el
Fusobacterium nucleatum su siembra se realiz6 en agar Chocolate y se trabajé en una atmoésfera
de anaerobiosis, debido a que esta bacteria es anaerobia estricta. En el cuadro No. 1 pueden

observarse las distintas concentraciones que se utilizaron en el estudio.

tubo de ensayo Concentracion de bacterias Densidad celular
No 1 0.5 1.5 X 10°
No 2 1 3X10°
No 3 1.5 45X 10°
No 4 2 6 x10°
No 5 3 9 X 10°
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Una droga quimioterapéutica es un compuesto quimico que se utiliza en el tratamiento de

una enfermedad.

La prueba de susceptibilidad sirve para determinar “in vitro” a que antibioticos es
susceptible o resistente una determinada cepa bacteriana aislada del paciente. En este estudio se

utilizaron cepas de cultivos puros de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum.

TERMINOS:

* Susceptible: Microorganismos responsables de una infeccion son inhibidos por
concentraciones de antibidticos obtenidos con un régimen usual de dosificacion.

* Resistente: Cuando los microorganismos que causan la infeccion, toleran
concentraciones de antibidtico superiores a las que pueden obtenerse en la sangre por
medio de un régimen usual de dosificacion.

* Intermedio: Hoy en dia se considera como prueba erratica que por lo tanto, debe

repetirse, ya que realmente se trata de una poblacion bacteriana resistente.

Actualmente se utilizan dos técnicas para el Antibiograma:

La técnica de Bauer-Kirby, recomendada por Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), conocido anteriormente como: Comité Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos
(NCCLY) y el Antibiograma por dilucion automatizado.

La prueba de Bauer-Kirby, ha sido aceptada como la técnica estandar para la realizacion de
las pruebas de susceptibilidad por difusion en discos, y brinda informacion util en la mayor parte de
los casos. Existen sin embargo unas pocas limitaciones precisas. La prueba debe aplicarse solo a
especies bacterianas que han sido totalmente evaluadas.

Preparar el agar Miieller-Hinton seglin las indicaciones del productor y con las siguientes

caracteristicas:
Las cajas de Petri de tamafio estindar (100 mm de didmetro). Deben llenarse con

aproximadamente 25 ml de agar liquido ya autoclaveado, a manera de dar un medio de 4 mm de

grueso.
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* Fueron guardadas en la refrigeradora dentro de bolsas plasticas selladas (de 2 a 8°C) por
no mas de 7 dias.

* EI pH del medio debe ser de 7.2 a 7.4; medir el pH del medio si es posible con
potenciémetro.

* De cada lote de medio, se incubaron dos cajas por 24 horas a 35°C, para comprobar la
esterilidad. Descartar estas cajas ya que no son adecuadas para efectuar Antibiograma
después de ser incubadas.

* Inmediatamente antes de usar el medio agar chocolate, se secd a 36°C, se colocaron las
cajas en la incubadora por 20 minutos con el medio arriba y la tapadera ligeramente

abierta.

PROCEDIMIENTO:

El Antibiograma se realizo de la siguiente manera:

* Con un hisopo estéril se tomaron las colonias necesarias, bien aisladas y de igual morfologia
del cultivo original en cualquier medio solido. No estd de mas enfatizar que debe trasladarse

siempre un cultivo puro. (ver fotografia (j))

1

(j) Con un hisopo se tomaron colonias de Enterococcus faecalis necesarias para inocularlas en

la solucidn salina.

¢ Se realiz6 la inoculaciéon en un tubo con 5 cc de solucion salina.
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* Luego, el hisopo se agita en el tubo con la soluciéon para mezclarlo con las colonias

bacterianas hasta que aparezca una ligera turbidez. (ver fotografia(k))

(k) En la fotografia se puede observa como se realizé el procedimiento de inoculacion de bacterias

dentro de la solucidn salina.

Se ajusto la turbidez a un estandar de Macfarland 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 si el caldo es mas turbio
que el estandar se le puede agregar mas solucion salina estéril. Se colocd este tubo con la mezcla en
un aparato que mide la dispersion de la luz (turbidimetro), utilizando un tubo con la solucién

salina como blanco (Ver fotografias 1,m).

(1) En esta fotografia se muestra el turbidimetro (nefeldmetro) en el que se establecieron las

distintas concentraciones de bacterias.
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(m)En la fotograa se puede observar que a ayor concentracion de bacterias

es mayor la turbidez de las soluciones.

Inmediatamente se procedi6 de la siguiente manera: introduciendo un hisopo estéril en el
caldo de turbidez igual al estdndar, exprimiendo bien el hisopo y presionandolo firmemente contra
las paredes del tubo, arriba del nivel del caldo.

Con el hisopo exprimido se realiz6 la siembra en la caja en tres direcciones opuestas sobre
toda la superficie, cerca del mechero encendido, para evitar la contaminacion durante la siembra.
Se dejo secar la caja de 5 a 8 minutos, pero no mas de 15 minutos con la tapadera cerrada (ver

fotografia n).

(n)Cada una de las concentraciones que se obtuvieron, fueron sembradas en un medio agar Miieler
Hinton para Enterococcus faecalis y agar Chocolate para Fusobacterium nucleatum. La siembra se

realiz6 con un hisopo.
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Con las pinzas estériles se colocaron cada una de las puntas sobre las bacterias estudiadas

(Ver fotografia ).

(i) Luego de realizar la siembra, se colocaron las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio con

sus distintos calibres (15-45) en cada uno de los medios con sus respectivas concentraciones.

Las cajas se incubaron por 24 horas en el caso del Enterococcus faecalis. El Fusobacterium

nucleatum se dejo incubando por 72 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

e Después de las 24 y 72 horas de incubacion, se examinaron con buena luz las cajas ya

crecidas.

* El objetivo era medir en mm el didmetro de los halos de inhibicion completa con un
calibrador detras de la caja de petri o con patrones especiales. Pero no fue posible hacer

dicha medicion debido a que no hubo halo de inhibicion.
ANALISIS ESTADISTICO:

Para el presente estudio se utiliz6 el método estadistico descriptivo. El cual consiste en

ordenar y tabular los datos para obtener la media aritmética.
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DESCRIPCION DE LAS TABLAS (2-4)

Se realiz6 la siembra de las bacterias Enterococcus faecalis en los medios de cultivo agar
sangre de carnero al 5% y agar chocolate para Fusobacterium nucleatum, se incubaron a
una temperatura de 35°C y un tiempo de 24 horas para la primera bacteria y 72 horas para

la segunda bacteria. (ver tabla No. 2)

Se utiliz6 el método Bauer-Kirby modificado para medir el efecto bactericida de las puntas
de gutapercha con hidréxido de calcio sobre cepas de Enterococcus faecalis en un medio
solido agar Miieller Hinton y se incubd por 24 horas a 35°C y Fusobacterium nucleatum en
agar chocolate a la misma temperatura por un periodo de incubacion de 24 horas (ver tabla

No. 3)

En la tabla nimero 3 se presentan los resultados de la preparacion de la tincion de Gram,
para identificar a Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum en los medios de
cultivo (10). De ellos en cuatro medios de cultivo estuvo presente la bacteria en los medios
No. 5 y 10 no hubo crecimiento, en los cuatro restantes no se observo presencia de

Fusobacterium nucleatum. (ver tabla No. 4)

Se determind la concentracion de bacterias basado en los estandares de McFarland, se

utiliz6 un turbidimetro que mide la turbidez de una solucién. (ver tabla No. 5)
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Tabla No. 2

Condiciones y medios de cultivo utilizados en la siembra de E. faecalis y F. nucleatum

Medio de Temperatura Tiempo de Ambiente
cultivo °C Incubacion
Incubacion
Agar
E. faecalis Miieller Hinton 35°C 24 horas Facultativo
F. nucleatum 35°C 72 horas Anaerébico
Agar chocolate

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:
Medios de cultivo utilizados para las bacterias E. faecalis y F. nucleatum, los cuales fueron
incubados a una temperatura de 35°C, el tiempo que se empled para dicho procedimiento fue de 24
y 72 horas respectivamente con un ambiente microaerofilico para la primera y anaerobio para la

segunda bacteria.
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Tabla No. 3

Resultados de la técnica de Gram para identificar F. nucleatum en los medios de cultivo

No. de cultivo | Presencia de F. nucleatum
1 No
2 No
3 no
4 no
5 -
6 si
7 si
8 si
9 si
10 -

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:
De las diez cajas de petri que contenian los distintos medios de cultivo donde se realiz6 la

incubacion de F. nucleatum cuatro fueron positivas a la tincion de Gram y dos no presentaron

crecimiento y en las cuatro restantes crecieron otro tipo de bacterias.
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Tabla No. 4
Medios de cultivo utilizados para realizar el Antibiograma

(Metodo de Bauer-Kirby modificado)

Temperatura | Tiempo
Bacteria Medip de de ' de ' Ambiente
cultivo Incubacién | Incubacion
Agar
E. faecalis Mieller Hinton 35°C 24 horas Facultativo
F. Agar chocolate 35°C 72 horas Anaerébico
nucleatum

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:

Se realiz6 el antibiograma para las dos bacterias, ambas se incubaron a 35°C, tiempo de
incubacion de 24 horas para E. faecalis y 72 horas para F. nucleatum con ambiente microaerofilico

para la primera y anaerobio para la segunda bacteria.
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Tabla No. 5
Flaboracion de la concentracion de bacterias tomando como referencia los estandares de

Macfarland con la ayuda de un turbidimetro

Dispersion de luz Densidad celular (Macfarland)
(turbidimetro)
0.12 0.5
0.24 1
0.36 1.5
0.48 2
0.72 3

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:
Se obtuvieron los porcentajes de bacterias seglin las distintas concentraciones de las mismas

por medio de un aparato utilizado para dicho procedimiento (turbidimetro).
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RESULTADOS

Se observaron los medios de cultivo con las siguientes concentraciones basadas en los
estandares de Macfarland: 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 de E. faecalis sobre los cuales fueron colocadas las
puntas de gutapercha que contienen hidroxido de calcio de calibre 15 al 40. Luego de dejarlas en la
incubadora por 24 horas se observo crecimiento de colonias bacterianas alrededor de las puntas (no
hubo zona de inhibicion), lo cual indica que la bacteria fue resistente al Hidroxido de calcio. Como
se observa en la fotografia No. 1. También podemos encontrar los resultados de dicho estudio

resumidos en la tabla No. 1.

Al observar los medios de cultivo con las siguientes concentraciones de F. nucleatum basados
en los estandares de Macfarland: 1, 1.5, 2 y 3, donde se colocaron las puntas de gutapercha que
contienen Hidroxido de calcio de calibre 15 al 40. Al dejarlas incubar por 72 horas Se observo la
misma conducta que con la otra bacteria utilizada en el estudio: Hubo formacién de colonias
alrededor de las puntas. En la fotografia No. 2 podemos observar la formacion de colonias y en la

tabla No. 2 se observa el resumen de los resultados obtenidos en el presente estudio.
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Tabla No. 1
Evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha que contienen hidroxido de calcio

fabricadas en la casa Roeko, sobre cepas de E. faecalis en el medio de cultivo Miieller Hinton

Calibre de las puntas _
Concentracion de X

bacterias Halo de Inhibicion
Halo de inhibicion

15120 ]25]30]35]40
0.5 0/, 0]0]0]0]O0 0
1 0/ 0]0]0]0]O0 0
L.5 0/ 0]0]0]0]O0 0
2 0/ 0]0]0]0]O0 0
3 0/, 0]0]0]0]O0 0

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:
No se observo un halo de inhibicion en las distintas concentraciones de bacterias con respecto al

calibre de las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio.
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Tabla No. 2
Evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha que contienen hidroxido de calcio

fabricadas en la casa Roeko sobre cepas de F. nucleatum en el medio de cultivo Agar chocolate

Calibre de las puntas

Concentracion de X
bacterias Halo de inhibicion
1512025303540
1 Oo/,0,0/1001]O0 0
1.5 Oo/,0,010|01]O0 0
2 O/,0,0/10|01]O0 0
3 O,0,010101]O0 0

Fuente: Trabajo de campo.

INTERPRETACION:

No se encontr6 halo de inhibicion en las distintas concentraciones de bacterias respecto al calibre

de las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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El estudio se realizd con la intencién de comprobar el efecto bactericida de las puntas de
gutapercha que contienen hidréxido de calcio sobre cepas de E. faecalis y F. nucleatum en un

estudio “in vitro”.

Las pruebas se realizaron con la técnica de difusion en agar basandonos en el método de
Bauer-Kirby modificado, esta prueba de susceptibilidad llamada Antibiograma sirve para
determinar “in vitro” a qué antibioticos es susceptible o resistente una determinada cepa bacteriana

aislada del paciente.

Primero se evaluaron las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio sobre Enferococcus
faecalis en agar Miieller Hinton, después de las 24 horas de incubacion. Se pudo observar que hubo
crecimiento de las bacterias alrededor y sobre las puntas. Por lo tanto la zona de inhibicion no
estuvo presente en ninguna de las concentraciones bacterianas utilizadas (0.5, 1, 1.5, 2, 3) segun el
método de Macfarland. Lo cual nos indica que esta bacteria es resistente a las puntas de gutapercha

que contienen hidroxido de calcio.

Luego se realizo la misma prueba en Fusobacterium nucleatum, a diferencia de la otra bacteria,
se utilizo el agar chocolate y se incubd durante 72 horas. El resultado fue exactamente el mismo que
la bacteria anterior. No se formd una zona de inhibicion de las colonias bacterianas alrededor de las
puntas. Por lo tanto se puede decir que esta bacteria también es resistente a las puntas de gutapercha

que contienen hidréxido de calcio.

La razon por la cual las bacterias fueron resistentes a las puntas de gutapercha con Hidroxido
de Calcio podria ser como sugiere Carlos Estrela, que el vehiculo mas adecuado para que el
Hidréxido de calcio pueda llegar a producir un ambiente alcalino optimo (pH de 12.5) sea la
solucion salina para lograr uno de los objetivos principales en la Endodoncia, que es desinfectar el

sistema de conductos radiculares.
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Foto No. 1 en esta fotografia puede observarse el crecimiento de colonias de Enterococcus

faecalis sobre una de las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio

Foto No. 2 En esta fotografia se observa crecimiento de colonias de Fusobacterium nucleatum

alrededor una de las puntas de gutapercha con hidroxido de calcio
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CONCLUSIONES

En este estudio se concluye que:

No fue posible medir el tiempo de efectividad de las puntas de gutapercha con hidroxido de
calcio debido a que el caldo de Tioglicolato esta enriquecido con varios nutrientes que

favorecen el desarrollo de Enterococcus faecalis.

No fue posible medir el tiempo de efectividad de las puntas de gutapercha con hidroxido de
calcio debido a que el caldo de Tioglicolato estd enriquecido con varios nutrientes que

favorecen el desarrollo de Fusobacterium nucleatum.

En el estudio “in Vitro” realizado en las puntas de gutapercha con hidréxido de calcio, pudo
observarse que no mostraron ser efectivas en la inhibicion del crecimiento de Enterococcus

faecalis y Fusobacterium nucleatum.
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RECOMENDACIONES

Con base en los hallazgos encontrados se recomienda:

* Es aconsejable determinar mediante estudios posteriores la razon por la cual las puntas de

gutapercha que contienen hidroxido de calcio no funcionan adecuadamente en la inhibicion

de Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum.

* Debe considerarse realizar el estudio con otras cepas bacterianas que estén implicadas en los
procesos infecciosos de la pulpa dental. Para observar si las puntas de gutapercha con

hidréxido de calcio tienen el mismo efecto.

LIMITACIONES

* No fue posible evaluar el tiempo de efectividad, debido a que el medio liquido que se utilizo
(caldo de Tioglicolato) esta enriquecido con varios nutrientes que hacen favorable el

crecimiento de estas bacterias.

* No fue posible llevar a cabo un analisis estadistico de los resultados obtenidos en el estudio

(cuantitativa y cualitativamente).
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