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RESUMEN:

Introduccion

En el tratamiento endodontico, se implementan diversos métodos de asepsia, antisepsia y
desinfeccion para evitar que los microorganismos patdégenos penetren y se establezcan en
los conductos radiculares, ademads, se busca eliminar la mayor cantidad de bacterias que ya
estan presentes en ellos. Sin embargo, se presta poca atencion a la desinfeccion de los
conos de gutapercha que seran utilizados durante la obturacién. Varios estudios han
sefalado que estos conos pierden su esterilidad una vez que se ha roto su selle hermético y
por lo tanto, deber ser sanitizados. El endodoncista, ocasionalmente se enfrenta a casos de
periodontitis apical crénica, que pareciera no tener un diagndstico obvio; algunos
investigadores han sugerido que este tipo de lesiones pudieran ser consecuencia de una
obturacion con conos de gutapercha contaminados.

Objetivo
El objetivo del presente estudio consistid en determinar la sensibilidad de cepas bacterianas

aisladas de conos de gutapercha a cinco soluciones quimicas: Hipoclorito de sodio (NaOCI)
5.25%, NaOCl 2.5%, clorhexidina (CHX) 2%, glutaraldehido 2%, alcohol etilico 70%.

Material y métodos

40 conos de gutapercha de un empaque nuevo se expusieron por 30 min al medio ambiente
de una clinica endoddntica, se colocaron en tubos de ensayo con caldo BHI (infusion
cerebro corazon), se incubaron a 37°C por 24h, se tomaron muestras de los tubos, se
cultivaron en placas gelosa sangre de borrego y gelosa sal y manitol, se realizaron pruebas
bioquimicas y tinciones de Gram para identificar el género y especie de las bacterias
aisladas, se aislaron cepas puras cultivandose en placas Mueller Hinton a 37°C por 24h, se
tomaron 10uL de cada una de las soluciones desinfectantes y se gotearon sobre las cepas,
analizandose 24h después los halos de inhibicion obtenidos. Se realiz6 también una prueba
en medio de caldo soya tripticaseina para verificar la produccion de biofilm. Los valores
obtenidos fueron calculados mediante la prueba T Student a intervalos de confianza del
95%, significancia 0.05. Los datos se analizaron con la hoja de céalculo Excel y se
procesaron con el software SPSS 17.0.

Resultados

Se aislaron de los conos de gutapercha las siguientes cepas bacterianas: Staphilococcus
epidermidis, Bacillus spp, Kocuria risofila, Staphilococcus xylosus, Staphilococcus spp,
Staphilococcus sciuri Sb. Rodentium, Streptococcus spp, Streptococcus pneumoniae,
Kocuria palustris, Kocuria kristinae.
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Durante la comparacion estadistica entre los 9 grupos (cepas bacterianas) respecto a la
efectividad de las 5 soluciones (halo de inhibicidn), se observd que no existia diferencia
estadisticamente significativa entre NaOCl 5.25% y CHX 2% (P=0.682).

Conclusiones

Varias de las especies bacterianas aisladas tuvieron la capacidad de formar biofilm
(Staphilococcus xylosus, Staphilococcus sciuri  Sb. Rodentium, Kocuria palustris,
Staphilococcus spp).

Aunque no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre hipoclorito 5.25% y
clorhexidina 2% (P=0.682), se observd que los halos de inhibicién creados por el
hipoclorito tenian bordes irregulares concluyéndose que los microorganismos presentaban
una resistencia intermedia a esta solucion.
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1. INTRODUCCION:

Debido a que las bacterias y sus productos, estdn involucrados en el inicio y perpetuacion
de la periodontitis apical; el control, erradicacion y prevencion de las infecciones
radiculares, son parametros importantes del tratamiento de conductos (Kakehashi y cols.
1965). Dentro de la prevencion, se incluye el andlisis e implementacion de estrictas
medidas asépticas, para evitar que los microorganismos patdégenos penetren y se
establezcan en el sistema de conductos radiculares, durante el tratamiento endodontico
(Siqueira y cols. 1998). Por lo tanto, por medio de la instrumentacion e irrigacion quimica,
uno de los objetivos principales de la terapia endodéntica es reducir, o en lo posible,
eliminar, a los microorganismos que ya estan presentes dentro del conducto radicular, el
clinico debe también prevenir que estos microorganismos patégenos no sean transportados
al interior del conducto durante la instrumentacion y conformaciéon mediante el uso de
instrumentos inapropiadamente esterilizados y/o materiales de obturacion contaminados,
para lo cual, se han establecido diversas normas de asepsia y antisepsia, con el fin de
impedir que el instrumental y material de obturacion se contaminen y actiien como una via
de pasaje para los agentes patdgenos al sistema de conductos (Attin y cols. 2001). Lo ideal,
es que todos los microorganismos sean erradicados previamente a la obturacion, sin
embargo, las bacterias pueden persistir dentro de los conductos a pesar del desbridamiento
y desinfeccion implementados durante la limpieza y conformacion de los mismos (Shur y
cols. 2003). Por estos y otros factores, Grossman (1940) planteo que el material de
obturacion ideal, debia ser bacteriostatico. Esta propiedad aseguraria que los
microorganismos que permanezcan en el sistema de conductos queden aislados e

imposibilitados de continuar con su reproduccion.

Los conos de gutapercha son ampliamente utilizados como material de obturacion
(Stabholz 1987), y hasta la fecha, ain no se ha desarrollado ningiin material que los
sustituya con estos fines (Tsukada y cols. 2004). Estos conos fueron introducidos por
Bowman en el afio 1867, y son utilizados hasta la actualidad debido a las propiedades
fisicas y quimicas que presentan. La composicion quimica de estos conos, ha cambiado a lo
largo del tiempo; existiendo también variaciones de sus componentes de acuerdo a la marca

comercial con el afdn de mejorar sus propiedades: Yodo, Iones de Calcio, Clorhexidina
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(CHX), etc. En general, los conos de gutapercha convencionales estan constituidos por:
Oxido de Zinc (66%), Sulfato de Bario (11%), Resinas-Ceras (3%), y Gutapercha (20%)
(Avila Galia 2000). Las propiedades bacteriostaticas del cono de gutapercha, son atribuidas
al Oxido de Zinc, por lo tanto, no deberia presentarse crecimiento bacteriano sobre la
superficie de los conos de gutapercha. Aun asi, en la practica clinica, el endodoncista se
enfrenta ocasionalmente con infecciones que ocurren posteriormente a la obturacion del

espacio del conducto radicular.

Doolittle y cols. 1975 demostraron, que los conos de gutapercha se encuentran estériles
dentro del paquete sellado para su comercializacion. Sin embargo, Montgomery (1971),
reportd, que el 8% de los conos que extrajo directamente de un empaque nuevo, y que
fueron sometidos al andlisis de su investigacion, mostraban crecimiento bacteriano
(especies de Bacilos); similarmente, Gomes y cols. (2005). reportaron, que el 5.5% de los
conos extraidos inmediatamente tras la apertura del empaque, estaban contaminados, y que
¢l microorganismo que se encontr6 con mayor frecuencia, fue el Staphilococcus

epidermidis.

Es importante sefialar ademas, que luego de la colonizacion inicial, son sintetizadas grandes
cantidades de polisacaridos extracelulares o limo, formando un biofilm protector, alrededor
de las colonias (Gill y cols. 2005). El biofilm formado en el area extrarradicular del cono se
relaciona con la patologia periapical refractaria, por lo tanto, en casos de sobreobturacion,
los conos de gutapercha pueden desempefiar un rol importante en la iniciacién de
infecciones que muestran lesiones periapicales (Noiri y cols. 2002; Takemura y cols. 2004).
Por lo anteriormente sefialado, puede deducirse, que luego de romper el selle hermético, y
quedar expuestos al medio ambiente de la clinica, los conos de gutapercha seran

progresivamente colonizados por multiples microorganismos patogenos.

Nan-Shim y cols. (2007). realizaron una investigacion, con el objeto de identificar las
especies microbianas que tenian la capacidad de contaminar las puntas de gutapercha
expuestas al medio ambiente de la clinica endoddntica, encontrando que el 19.4% (N =
150) de los conos expuestos, mostraban crecimiento bacteriano, y que el total de dichas

c¢lulas bacterianas eran vegetativas (Staphilococcus spp), identificandose que los
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Staphilococcus spp y Staphilococcus epidermidis eran los que prevalecian en un 62.5%,
seguidos por Staphilococcus caprae (25%), Staphilococcus capitis (9.4%) y Staphilococcus
xylosus (3.1%). Por lo tanto, es necesario que se realice una desinfeccion previa de los

conos de gutapercha, antes de que estos sean empleados como material de obturacion.

Debido a que este material es termolabil no puede ser esterilizado bajo condiciones de calor
como son ¢l autoclave o el horno de calor seco, por ello se han utilizado diversas sustancias
quimicas como: Hipoclorito de Sodio (NaOCI), Clorhexidina (CHX), Glutaraldehido,
Alcohol Etilico (etanol), lodopovidona, Gas Formaldehido, etc., en el intento de mantener

la cadena aséptica y evitar una posible fuente de contaminacién exdgena.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio de investigacion estd enfocado en determinar
la sensibilidad de cepas bacterianas aisladas de los conos de gutapercha a cinco soluciones
quimicas: NaOCl 5.25%, NaOCI 2.5%, CHX 2%, Glutaraldehido 2%, y Alcohol etilico
(etanol) 70%.
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2. MARCO TEORICO:

2.1 ANTECEDENTES GENERALES.
2.1.1 Gutapercha:

Fue introducida al area endodontica por Bowman en 1867, es un producto de secrecion
vegetal que se emplea para la fabricacion de los conos de gutapercha que se utilizan como

material de relleno de los conductos radiculares en el tratamiento endodontico.

Su nombre deriva de dos palabras malayas, “getah” que significa goma y “pertja” que
significa arbol. Originalmente la gutapercha proviene de la resina que exudan una serie de
arboles de Asia, dentro de los cuales se mencionan los del género Ulmussp familia
eucomiaceae cuyo nombre comun es “arbol de la gutapercha”, el cual produce una goma, o
gutapercha, en muy poca cantidad para ser comercializado (Toledo Vasquez 2006). Otros
arboles que se mencionan, son los originarios de Malasia, de los géneros Payena o
palaquium. Se menciona también al Isonandra guta, Palaauium oblongifoliu, P. bornéense
y P. treubii de la familia de las sapotaceas. Actualmente el producto que se ofrece a la
profesion dental puede no ser la verdadera gutapercha. Los fabricantes, admiten
discretamente, que desde hace algliin tiempo utilizan para fines comerciales la Balata, que
es el jugo seco de varios arboles, entre los cuales estan el Manilkarabindentata de Brasil, el
Mimusops balata y Mimusopshuberi de la region de Sumatra y Filipinas. Desde el punto de
vista quimico y fisico, la balata y la gutapercha son idénticas. En cualquier caso este punto
es irrelevante, ya que ambos productos pueden denominarse como gutapercha (Mondragon

y cols. 2002).

La gutapercha es un isdmero “trans” de polisopreno. El estado natural de la gutapercha es la
forma Alfa que si es sometida a su temperatura de fusion (65°C) cambiara a una gutapercha
amorfa que al enfriarse adoptard una nueva forma cristalina llamada gutapercha Beta (es la
que se expende en el comercio dental), con el enfriamiento lento de la gutapercha amorfa,
se produce la recristalizacion a su forma Alfa (temperatura de fusion 56°C) (Goldberg

1982).
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La gutapercha es un hidrocarburo insaturado 2-metil-1-3 butadieno, presenta dobles enlaces

alternados, el grupo metilo del segundo atomo de C, y el H del tercero, pueden saturarse

en diferentes formas, las isomerias.

Tabla 1. Componentes quimicos de la gutapercha.

ELEMENTOS ORGANICOS

L.

Gutapercha: 18-22% (Matriz, si es menor
el % hay fragilidad, y si es mayor el %,
mejor adaptacion a las paredes del
conducto).

Ceras: 1-4%

Resinas: 1-4%

Plastificantes

Colorantes: Aceite de clavo

Antioxidantes: Acido tanico 1-4% (Junto
con los colorantes modifican la

elasticidad).

GUTAFPERCHA

ELEMENTOS INORGANICOS

7. Compuestos metalicos: 1-18% Sulfato de
Bario, Estroncio, Magnesio (Para obtener

radioopacidad).

9. Oxido de Zinc, Silicato de Zinc 59-76%
(Como relleno y para obtener rigidez, si
disminuye el % es mas fragil, si aumenta el % es
mas débil).

10. Otros: Carbonato de Calcio, Fosforo,

Aluminio, Cloro (Para dar plasticidad).

- -1 ~1500

Figura 1. Formula estructural de la gutapercha.
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Se han afiadido a la gutapercha diferentes compuestos como son los antibidticos para

aumentar su eficacia antibacteriana (Hoelscher y cols. 2006; Canalda y cols. 2007).

No hay que olvidar que algunos conos pueden tener una funcidn antiséptica gracias a la
adicion en su composicion de Clorhexidina, Hidréxido de Calcio, Yodoformo; por otro
lado las gutaperchas pueden ser medicadas con sustancias con efectos anti-fingicos y

antimicrobianos (Bodrumiu y Alacanm, 2006).

Figura 2. Caja de conos de gutapercha No. 45
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2.1.2 Soluciones quimicas

Debido a que los conos de gutapercha, son un material termolabil, no pueden ser
esterilizados bajo condiciones de calor, como son: ¢l autoclave o el horno de calor seco. Por
ello para sanitizar los conos de gutapercha se han implementado diversas sustancias
quimicas, en la terapia endododntica, tales como: NaOCl, CHX, Glutaraldehido, Alcohol
Etilico, Iodopovidona, Gas Formaldehido, etc., en el intento de mantener la cadena
aséptica, evitando con ello una posible fuente de contaminacion exodgena al interior del
sistema de conductos radiculares, previniendo que puedan presentarse infecciones
periapicales por el uso de puntas de gutapercha contaminadas durante el procedimiento de

obturacion.

2.1.2.1 Hipoclorito de Sodio (NaOCI):

El NaOCI fue recomendado por primera vez como solucion antiséptica para irrigar heridas
abiertas por Henry Dakin durante la primera guerra mundial (Dakin 1915). Varios afios
después, el uso de soluciones a base de soda clorada se recomendo para la realizacion de la

terapia de conductos (Walker 1936).

El cloro existe en combinacion con sodio, potasio, calcio y magnesio (Zehnder 2006). En el
cuerpo humano, los compuestos del cloro son parte del sistema inmune no especifico. Estos
compuestos son generados por los neutréfilos mediante la via de cloracion de los
compuestos nitrogenos 6 conjunto de compuestos, mediada por mieloperoxidasa (Test y
cols. 1984). El Hipoclorito de Sodio gan6 una amplia aceptacion como desinfectante en el
area médica luego de los estudios que realizaron sobre esta soluciéon Koch y Pasteur a
finales del siglo diecinueve. Ademas de ser una solucion de amplio espectro, y tener un
efecto mortal no especifico sobre todos los microorganismos, las preparaciones de
hipoclorito, son esporicidas y viricidas (McDonnell y cols. 1999) y muestran efectos mas
amplios en la disolucion tisular de tejidos necréticos que en los vitales (Austin y cols.

1918). Estas caracteristicas impulsaron el uso del hipoclorito de sodio acuoso en la
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endodoncia como el principal irrigante segun las recomendaciones de Coolidge cerca de

1919 (Coolidge 1919).

Na*

7
s

BIFCLORTTE DE SODIT

Figura 3. Formula estructural del hipoclorito de sodio. Figura 4. Hipoclorito de sodio.

MECANISMO DE ACCION:

El hipoclorito de sodio exhibe un balance dindmico como se muestra en la siguiente

reaccion:

NaOCl + H,O <> NaOH + HOCl «» Na" + OH + H" + OCI’

Actia como solvente para los 4cidos grasos orgdnicos y grasas degradantes,
transforméandolos en sales de acidos grasos (jabon) y glicerol (alcohol) que reducen la
tension superficial de la solucion remanente. El hipoclorito de sodio neutraliza los
aminoacidos formando agua y sal (reaccion de neutralizacion). Con la salida de iones
hidroxilo hay una reduccion del pH.

El 4cido hipocloroso (sustancia presente en la solucion del hipoclorito de sodio) cuando se
encuentra en contacto con los tejidos organicos, actuia como solvente y libera cloro que,
combinado con las proteinas del grupo amino, forma cloraminas (reaccion de
cloraminacion) que interfiere en el metabolismo celular.

El acido hipocloroso (HOCI) y los iones del hipoclorito (OCI) conducen a la degradacion

aminoacida e hidrolisis.
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El hipoclorito de sodio (fuerte oxidante) presenta una accion antimicrobiana, inhibiendo las
enzimas bacterianas induciendo una oxidacion irreversible del grupo SH (grupo sulfhidrilo)
de las enzimas esenciales bacterianas.

La solucion de hipoclorito de sodio es una base potente con pH>11. El alto pH del
hipoclorito de sodio interfiere en la integridad de la membrana citoplasmatica con una
inhibicidén enzimatica irreversible, alteraciones en la biosintesis del metabolismo celular, y
se observa una degradacion fosfolipidica en la peroxidacion lipidica.

La reaccion de cloraminacion de aminoécidos forma cloraminas que interfieren con el
metabolismo celular. La oxidacion promueve una inhibicidn enzimatica bacteriana
irreversible, sustituyendo el hidrogeno con cloro. Esta inactivacidn enzimética puede
observarse en la reaccion del cloro con los grupos amino (NH?") y una oxidacion
irreversible de los grupos sulthidrilos (SH) de las enzimas bacterianas (cisteina). Por lo
anteriormente descrito, es que el hipoclorito de sodio presenta una actividad
antimicrobiana. La disolucion del tejido orgédnico puede verificarse en la reaccion de
saponificacion cuando el hipoclorito de sodio degrada los &cidos grasos y lipidos,

resultando en jabon y glicerol (Estrela y cols. 2002, Mohammadi 2008).

Actualmente las soluciones de NaOCl siguen siendo sumamente populares como irrigantes
para los conductos radiculares debido a sus propiedades (Barbakow y cols. 1995, Sirtes y

cols. 2005).
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2.1.2.2 Clorhexidina (CHX):

La CHX fue desarrollada a finales de 1940 en los laboratorios de investigacion Imperial

Chemical Industries Ltd. Macclesfield, Inglaterra (Zehnder 2006).

Actualmente se fabrica como gluconato de clorhexidina que es una sustancia eficaz contra
microorganismos grampositivos, gramnegativos, levaduras, aerobios, anaerobios, y
facultativos; los microorganismos de mayor susceptibilidad a la clorhexidina son:
Staphilococcus, Streptococcus mutans, S. salivarius. Con mediana susceptibilidad:

Streptococcus sanguis. Con baja susceptibilidad: Klebsiella spp.

Los microorganismos anaerobios aislados mas susceptibles son: bacterias propionicas. Los

menos susceptibles: cocos gramnegativos y Veillonella spp.

ESTRUCTURA Y MECANISMOS DE ACCION:

HN S—NH HN NH
NH HN
HN NH
CLORHEXTDINA
ClI Ci

Figura 5. Formula estructural de la Clorhexidina.

La Clorhexidina es una bi-guanidina cationica sintética que consiste en dos anillos
simétricos 4-clorofenil y dos grupos biguanida, conectados por una cadena hexametileno

central (Greenstein y cols. 1986).
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La CHX es una molécula hidrofobica y lipofilica positivamente cargada que interactiia con
los fosfolipidos y lipopolisacaridos en la membrana celular de la bacteria, para luego entrar
a la célula, a través de algin tipo de mecanismo de transporte activo o pasivo

(Athanassiadis y cols. 2007).

Su efectividad se debe a la interaccion de la carga positiva de la molécula y la carga
negativa de los grupos fosfato en las paredes celulares microbianas (Gomes y cols. 2003),
de manera que se altera el equilibrio osmotico de las células. Esto aumenta la
permeabilidad de la pared celular, lo que permite que la molécula CHX penetre en la

bacteria.

La CHX es una base y es estable como sal. El gluconato de clorhexidina es la preparacion
oral mas comun, es soluble en agua y con un pH fisiologico se disocia facilmente y libera el

componente CHX positivamente cargado (Greenstein y cols. 1986).

En una baja concentracion (0.2%) se filtran fuera de la célula substancias de bajo peso

molecular, especificamente potasio y fosforo.

Por otro lado, a una mayor concentracion (2%), la CHX es bactericida y ocurre una
precipitacion de los contenidos citoplasmaticos, lo que resulta en una muerte celular

(Gomes y cols. 2003).

wWITY (%

hlorhexiti® S

Figura 6. Clorhexidina de uso odontologico.
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2.1.2.3 Glutaraldehido:

ALDEHIDOS:

Los aldehidos poseen una elevada actividad antimicrobiana frente a bacterias, esporas
bacterianas, formas miceliales, esporas de hongos y frente a diversos tipos de virus.

Los aldehidos pertenecen a un grupo de agentes electrofilicamente activos, los cuales,
debido a la deficiencia de un electron en el grupo carbonilo, reaccionan con componentes

nucleofilicos de la célula, ejerciendo su actividad antimicrobiana.

Los aldehidos se pueden considerar como ‘“quimioesterilizadores” dada su capacidad de
destruir bacterias, hongos y sus correspondientes esporas, bacilos, y virus. Una propiedad
muy importante de los aldehidos es su eficiencia esporicida. Es activo en presencia de
materia orgénica (como el suero) y de accion rapida (las bacterias son destruidas en 1

minuto y la mayoria de virus en 10 minutos) (http://www.calier.es/pdf/DESPADAC2.pdf).

MECANISMO DE ACCION DEL GLUTARALDEHIDO:

/ \

GLUTARALDERIDD

7

Figura 7. Féormula estructural del Glutaraldehido. Figura 8. Glutaraldehido.
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El mecanismo de accion microbicida del Glutaraldehido se basa en sus dos grupos
toxoforicos (aldehidos) los cuales pueden interaccionar con los constituyentes de la célula
microbiana, como por ejemplo los grupos amino y tiol de las proteinas.

En un estado 4cido, la adicion de surfactantes permite una mayor penetracion del aldehido a

través de la pared celular, incrementando su actividad.

GLUTARALDEHIDO AL 2%:

Es una solucion estable, bactericida de amplio espectro, eficaz contra virus, de efectiva
accion esporicida.

Resulta activo ante la presencia de materia orgénica. Algunas publicaciones indican que no
es corrosivo para los metales, gomas y lentes, mientras que otras indican presencia de
corrosion a largo plazo.

Actta afectando las lipoproteinas de la membrana celular y el citoplasma de las formas
bacterianas vegetativas, altera el sistema enzimatico y el dafo en la membrana, permite la
salida de sustancias y componentes intracelulares, y facilita la entrada directa del

desinfectante al citoplasma.

FACTORES QUE INFLUENCIAN SU ACTIVIDAD:

1.- pH: Solucién alcalina 7.9

2.- Concentracion: 2%

3.- Temperatura: Ambiente

4.- Materia orgénica: Tratar de disminuir su presencia en los materiales a desinfectar. Uno
de los factores mas importantes es la limpieza previa del material, requisito sin el cual el

proceso de desinfeccion fracasaria. El Glutaraldehido es incrustante de la sangre.

Recientes estudios han demostrado que las concentraciones del Glutaraldehido disminuyen
del 2,1% (pH 8.5) al 1,3% (pH 7.4) a lo largo de un periodo de 28 dias a temperatura

ambiente.

C.D. YURIKO GOMEZ SILVA Pagina 24



Determinacion de la sensibilidad a soluciones desinfectantes, en bacterias aisladas de conos de
gutapercha.

VIDA MEDIA:

El Glutaraldehido tiene una vida media entre 14 y 28 dias. Los preparados comerciales
tienen una solucion “activadora”, un inhibidor de corrosion y Glutaraldehido al 2%. La
solucién “activadora” se coloca en el momento de preparar el producto para usar por
primera vez. Debe tenerse la precaucion de mezclar muy bien la preparacion, para evitar

obtener una solucion parcialmente activada.

MATERIALES QUE SE DESCONTAMINAN CON GLUTARALDEHIDO:

Aluminio, zinc, acero de carbono, carburo de tungsteno, acero inoxidable, acero cromado,
cloruro de polivinilo, policarbonato, polietileno, poli-propeno, sondas de neopreno, silicon,
tubos de latex, nylon rigido. Su uso resulta de utilidad para descontaminar materiales que
no pueden ser sometidos a procedimientos de descontaminacion habituales o por calor
(autoclave) y en aquellos materiales a los que el Hipoclorito de sodio ya sea al 1 o al 10%
les produce, con el tiempo, un importante deterioro, entre estos materiales se clasifican los

endoscopios, luces Opticas, gutapercha, etc.

Se debe controlar diariamente, hasta que se establezca un promedio para el uso y duracion
del Glutaraldehido “activado”, con tiras medidoras de pH, y con tiras medidoras del
porcentaje de concentracion, que debe mantenerse siempre al 2%.

La capacidad germicida de la solucion varia segiin el uso del producto “activado”. A mayor
uso diario, se produce una disminucion de la vida media del mismo. Se recomienda su
medicidon y no el uso estandarizado durante 14 o 28 dias (posibilidad de presencia del
bacilo de Koch).

La contaminacion de la solucion con materia organica (sangre, pus) influenciara la pérdida
de actividad del Glutaraldehido, ya que la materia organica actia protegiendo especies

microbianas o compitiendo con la molécula desinfectante, reduciendo su actividad.

Cuando se utiliza como desinfectante de alto nivel en instrumentos sometidos a limpieza

previa, la mayoria de los estudios sugieren un tiempo de contacto no menor a 10 minutos.
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Cuando la finalidad es la descontaminacion el tiempo se extendera a 30 minutos, y cuando

el objetivo es la esterilizacion se recomiendan 10 horas o mas de sumersion.

Algunas investigaciones mostraron que los plasticos y las gomas absorben el 10% del
Glutaraldehido y lo liberan luego de 24 horas.

La absorcion del Glutaraldehido depende del tiempo de contacto entre el enjuague del
material. Se sugiere que la inmersion del material en agua estéril luego del contacto con el
Glutaraldehido se realice en tres bafios diferentes, agitando frecuentemente el material (2

minutos en total) (http://www.ramosmejia.org.ar/s/inf/recomend/desinf.htm).
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2.1.2.4 Alcohol Etilico:

H I

I \Nn_ O
\C,,.,.-C\

[

Figura 9. Formula estructural de el Alcohol etilico. Figura 10. Estructura tridimensional.

H

El Etanol o alcohol etilico actia precipitando las proteinas del elemento microbiano
exclusivamente en medio acuoso (la presencia de agua aumenta la desnaturalizacion de las
proteinas microbianas, mecanismo de accion antimicrobiano del alcohol etilico), por lo
tanto una condicion particular del etanol es que si se usa como antiséptico en una solucioén
pura, al 100%, carece casi por completo de accién germicida, por lo tanto el alcohol etilico
debe estar diluido para tener efecto. Las concentraciones eficaces de esta sustancia oscilan
entre un 60 y 90%. La clinica ha demostrado que la solucion germicida mas efectiva es el
alcohol etilico 70% (70ml de CH3;-CH,.OH + 30ml de H,0). Las soluciones mas
concentradas que se venden comercialmente tienen una menor efectividad.

El etanol 70% es un desinfectante de nivel intermedio, letal para bacterias incluyendo el
bacilo de Koch, es un irregular fungicida y viricida, y no acta sobre las esporas.

Tiene un uso limitado, particularmente como antiséptico profilactico en la piel previo a la
introduccion de agujas. Sin embargo, para obtener los resultados germicidas esperados
deben pasar 2 minutos como minimo en contacto con la piel (latencia de accion). El alcohol
es un buen antiséptico pero no se lo considera como el mejor. No debe administrarse en
heridas pues es irritante  (Universidad de Chile, sede Oriente 1999
http://www.quirofanoweb.netfirms.com/desinfectantes.htm).

Un uso mas de este antiséptico es como desinfectante de conos de gutapercha. Stabholz y
cols. (1987) encontraron que los conos de gutapercha eran desinfectados luego de estar

expuestos por 15 minutos con alcohol etilico 70%.
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Tabla 2. Denominaciones, presentacion, acciones e indicaciones del alcohol etilico.

DENOMINACION DENOMINACION PRESENTACION
GENERICA COMERCIAL

Alcohol etilico Genérico Alcohol etilico

95%

Alcohol  etilico
70%

ACCIONES/INDICACIONES

Muy eficaz, confiere una
rapida proteccion frente a
formas vegetativas de
bacterias Gram + y Gram -,
actividad favorable frente al
bacilo de Koch, hongos y

NUMErosos Virus.

La concentracion al 70% es
mucho mas eficaz como
antiséptico que la

concentracion al 95%.

Tabla 3. Concentracion, espectro de accion y usos del Alcohol etilico.

ALCOHOL ETILICO (ETANOL)

Solucion  de  mayor Etanol 70%.

eficacia:

Espectro de accion: Nivel intermedio.

No se incluye accion Esporas.

contra:

Regular accion contra:  Virus y hongos.

Usos: 1. Antisepsia profilactica
de piel.
2. Ampollas inyectables y

termoOmetros.

C.D. YURIKO GOMEZ SILVA

Pagina 28



Determinacion de la sensibilidad a soluciones desinfectantes, en bacterias aisladas de conos de
gutapercha.

2.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Nan-Shim y Cols. 2007 Los objetivos de este estudio fueron identificar los
microorganismos que se encuentran en la superficie de los conos de gutapercha (conos GP)
usando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y evaluar el efecto de esterilizacion
del NaOCl 5.25%, CHX 2% y ChloraPrep sobre estas bacterias. Se compararon las
alteraciones de la textura de la superficie y propiedades fisicas de los conos GP luego de la
esterilizacion. Se seleccionaron al azar un total de 150 conos GP en las clinicas de
endodoncia, y se realizd un ensayo PCR para identificar a los microorganismos
contaminantes. Los conos GP fueron sumergidos en los tres desinfectantes quimicos luego
de ser inoculados con los mismos microorganismos y de haberlos dejado secando por 1 dia.
Los efectos de la esterilizacion fueron evaluados midiendo la turbidimetria y realizando
sub-cultivos. Los cambios en la textura de la superficie fueron observados por microscopia
electronica de escaneo y se usd un aparato instron 5500 (instron Corp, Canton, MA) para
medir la fuerza de tension y la proporcion de elongacion de los conos GP luego de su
esterilizacion quimica. Se realizd un andlisis estadistico. Los resultados indicaron que el
19.4% de los conos GP de la clinica estaban contaminados y que todas las especies
pertenecian al género Staphilococcus. Los tres desinfectantes quimicos fueron todos
efectivos en la desinfeccion rapida de los conos GP contra los Staphilococcus spp, y fue
adecuado 1 minuto de sumersion de los conos GP para desinfectarlos. Las Micro-
fotografias del cono mojado en NaOCl mostraron un acumulo de cristales cuboidales
(Figuras 11 y 12). La fuerza de tension entre los grupos mojados con NaOCl y CHX (Tabla
4) fue estadisticamente diferente (p<0.05), pero, no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos mojados con NaOCl y CloraPrep (p>0.05). Todos los
desinfectantes aumentaron significativamente la proporcion de elongacion (Tabla 5) en
comparacion con los conos GP frescos (p<0.05), especialmente el CloraPrep (Medi-flex,
Leawood, KS). Estos resultados muestran que los tres desinfectantes quimicos son agentes

efectivos para la rapida esterilizacion de los conos GP.
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TABLA 4. Fuerza de tension de los
conos GP sumergidos en desinfectantes
quimicos por 5 minutos (MPa).

Grupo Media (SD)
Control 0.2091 (0.0147) a
2% CHX 0.2053 (0.0135) a

ChloraPrep 0.2179 (0.0159) a, b

5.25% 0.2264 (0.0183) b

Figuras 11y 12. Imagenes SEM de la superficie de los conos GP NaOCl

luego de 5 minutos de esterilizacion con 5.25% NaOCI.
Acumulo de cristales cuboidales (A) y algunos componentes
disueltos del cono (B) fueron mostrados en la superficie de los : L .
conos GP (magnificacién 500X y 10,000X). Las letras diferentes denotan una significancia

estadistica (p < 0.05).

Control: cono GP que no fue sumergido en
desinfectante quimico.

TABLA 5. Cambios en la proporcion de elongacion de los conos GP sumergidos en
desinfectantes quimicos por S minutos.

Grupo Media (SD)
Control 167.9 (22.5)a
5.25% NaOCl 216.9 (16.6)b
2% CHX 269.7 (31.9)c
Clora-Prep 326.3 (42.0)d

Control: cono GP que no fue sumergido en desinfectantes quimicos.
Las letras diferentes denotan significancia estadistica (p < 0.05).
Medidas de elongacion, el porcentaje cambia respecto a la longitud antes de la fractura (%).
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Lanzagorta Rebollo y cols. 2006 evaluaron la accion antimicrobiana de Gluconato de
Clorhexidina e Hipoclorito de Sodio, para la desinfeccion de los conos de gutapercha. En su
experimento I se utilizaron conos de gutapercha expuestos al medio ambiente, para
comprobar si habia crecimiento bacteriano (Tabla 6). En su experimento II los conos se
sumergieron en CHX .12%, 2% y 4%, y en NaOCl 1%, 3% y 6% por periodos de tiempo de
l a5min. 1y24 Hy 7 dias (Tabla 7.) En el experimento I se observd crecimiento
bacteriano, identificindose cocos y bacilos Gram + En el experimento II los conos se
depositaron en tubos de ensayo con caldo BHI incubandose a 37°C durante 48 horas,
finalmente se tomaron muestras de los tubos para realizar tinciéon de Gram y analizar dichas
muestras con microscopia. Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas p<0.05 al comparar el efecto del CHX gel 0.12% y NaOCl 1%, obteniendo
una mejor desinfeccion con el CHX gel. Los resultados indican que el Gluconato de
Clorhexidina es tan efectivo para la desinfeccion de los conos de gutapercha como el
Hipoclorito de Sodio, y que una concentracion minima de clorhexidina (0.12%) puede
funcionar de igual manera que el NaOCI al 6%, ambos en un tiempo de sumersion de 1
minuto (Tabla 8); y que en ningln caso el Hipoclorito de Sodio result6 tener una capacidad

desinfectante significativamente mayor que el Gluconato de Clorhexidina.

Tabla 6. Resultado de la valoracion de crecimiento y tipo de microorganismos
de los conos de gutapercha expuestos al medio ambiente.

Tubo Crecimiento | Microorganismos
1 Positivo Cocos Gram +

2 Positivo Bacilos Gram +

3 Positivo Cocos Gram +

4 Positivo Cocos Gram +

5 Positivo Cocos Gram +

6 Positivo Cocos Gram +

7 Positivo Cocos Gram +

8 Positivo Bacilos Gram +
9 Positivo Cocos Gram +

10 Positivo Cocos Gram +
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Tabla 7. Concentraciones y tiempos de inmersion de los conos de gutapercha
en las soluciones estudiadas.
Solucion 1 5 1 24 7 dias
min | min | hr | hrs

CHX 0.12% 3 3 3 3

CHX 2% 3 3 3 3

CHX 4% 3 3 3 3

NaOCl 1% 3 3 3 3

NaOCl 3% 3 3 3 3

NaOCl 6% 3 3 3 3

Agua 3 3 3 3

Tabla 8. Resultado de las pruebas de las soluciones en las concentraciones
y tiempos estudiados.
Solucion Tiempo de Inmersion
% Im | 5m lh | 24h 7d
CHX 0.12 | --- --- --- --- ---
2 — — — —- —
4 — - — — —
NaOCl 1 -+ | -
3 e - — - e
6 — — — —- —
Agua H+ | | | +++
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Nurban Ozalp y cols. 2006 evaluaron la desinfeccion rapida de los conos de gutapercha
contaminados intencionalmente con Bacillus subtilis, se emplearon para la desinfeccion las
soluciones Glutaraldehido 2% (sumergiendo los conos por espacios de tiempo de 10, 15,
30, 60 minutos) y NaOCl 2.5% (5, 10, 15, minutos) (Tabla 9), a continuacién los conos se
transfirieron a tubos de ensayo con 10mL de medio nutritivo, incubandolos a 37°C por 48
horas, y se determind el crecimiento bacteriano por medio de turbidimetria. Estos autores
concluyen que el NaOCl 2.5% fue efectivo en la sanitizacion de los conos de gutapercha en
todos los tiempos de desinfeccion propuestos, mientras que el Glutaraldehido no fue eficaz

desinfectando los conos incluso luego de 15 minutos de contacto.

TABLA 9. Efectividad de las soluciones analizadas en la esterilizacion de los conos de

utapercha.
Grupo Tubos* | Tiempo Periodo de Observacion
Experimental (min)
24 h 48 h
Positivo | Negativo | Positivo Negativo
2% 4 10 4 - 4 -
Glutaraldehido 4 15 - 4 - 4
4 30 - 4 - 4
4 60 - 4 - 4
4 600 - 4 - 4
4 720 - 4 - 4
2.5% NaOCl 4 5 - 4 - 4
4 10 - 4 - 4
4 15 - 4 - 4

*Numero de tubos conteniendo 10 conos de gutapercha sumergidos en caldo nutritivo.
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Gomes y cols. 2005 Analizaron diversas concentraciones y tiempos de sumersion de
Hipoclorito de Sodio (0.5, 1, 2.5, 4, 5.25%) y Clorhexidina (0.2, 1.0, 2.0%) en la
desinfeccion de los conos de gutapercha contaminados previamente con las especies:
Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguis, Staphilococcus aureus, Candida albicans y
Bacillus subtilis (Tabla 10). Verificaron también la contaminacion de los conos de
gutapercha en sus cajas (Tabla 11) e identificaron a los microorganismos que presentaban
los conos luego de una contaminacion intencional manipulando los conos manualmente

(Tabla 12).

Los conos fueron sumergidos en las soluciones y el crecimiento bacteriano se analizo
mediante turbidimetria, llegando a la conclusion de que el Hipoclorito de Sodio 5.25% es
un agente efectivo para realizar una rapida descontaminacion de los conos. Y, que aunque
CHX 2% fue capaz de eliminar las formas vegetativas de microorganismos en poco tiempo,

no elimind las esporas de Bacillus subtilis dentro de los tiempos en que fue probada.

Tabla 10. Tiempo requerido para desinfectar los conos de gutapercha sumergidos en CHX y

NaOCl.

Soluciones B. subtilis B. subtilis C. albicans S. faecalis S. aureus S. sanguis
i (forma (esporas) NTCC 3736 ATCC 29212 | ATCC 25923 | ATCC 25923
vegetativa) ATCC 19659
ATCC 19659
0.5% NaOCl 30 min ab A 30 min ab A 30 mina A 30 mina A 30 min ab A 30 mina A
1.0% NaOCl 20 min ab A 20 min ab A 20 min a A 20 min ab A 20 min ab A 20 min a A
2.5% NaOCl 10 min ab A 10 minb A 10 min ab A 10 min ab A 10 min ab A 10 min ab A
5.25% NaOCl 45sb A I minb A 45sab A 45sb A 45sab A 45sab A
0.2% CHX gel 2haAB >72haA 10 min ab B 2haAB 10 min ab B 10 min ab B
1.0% CHX gel 15 min ab A >72haA 15sbB 15 min ab A 30sbB 15sbB
2.0% CHX gel 1 minb AB >72haA 15sbB 1 minb AB 15sbB 15sbB
0.2% CHX 30sbB >72haA 15sbB 30sb AB 15sbB 15sbB
Liquida
1.0% CHX 15sbB >72haA 15sbB 15sbB 15sbB 15sbB
Liquida
2.0% CHX 15sbB >72haA 15sbB 15sbB 15sbB 15sbB
Liquida

Las letras diferentes (de la a- d y de la A-B) representan diferentes valores.
Las letras mayusculas muestran el analisis estadistico horizontal (Kruskal-Wallis P<.05).

Las letras minusculas muestran el analisis estadistico vertical (Kruskal-Wallis P<.05).
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gutapercha.

Tabla 11. Contaminacion de los conos de gutapercha de acuerdo al tiempo de

apertura de las cajas.

Tiempo de Numero de muestras Crecimiento Sin crecimiento
microbiano microbiano
apertura
De reciente 30 03 27
apertura
Mayor a 6 meses 23 02 21
7 meses a 1 afio 09 01 08
1.1 afio a 2 afios 22 00 22
Mas de 2 afios 01 00 01
Total 85 06 79

Tabla 12. Microorganismos aislados de los conos manipulados manualmente (n = 15)

Especies Numero de conos Porcentaje
Staphilococcus aureus 8 53.3
Staphilococcus epidermidis 14 93.3
Micrococcus spp. 5 333
Propionibacterium acnés 5 333
Streptococcus salivarius 4 26.7
Bacillus spp. 3 20.0
Lactobacillus spp. 2 13.3
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Valois y cols. 2005 La microscopia de fuerza atomica (MFA) es una metodologia bien
establecida para la caracterizacion estructural de los materiales. El proposito de este estudio
fue investigar los efectos de las soluciones NaOCI sobre la estructura de los conos de
gutapercha usando MFA (Figura 13). Se cortaron en una base de cristal tres conos de
gutapercha estandarizados a 3mm por encima de la punta y se sumergieron en soluciones
NaOCl de 0.5, 2.5 6 5.25%, luego de 1 6 5 minutos las muestras fueron posicionadas en el
microscopio de fuerza atémica. Los analisis fueron realizados en 12 puntos diferentes
(n=12) localizados entre los primeros 1 6 2 mm de la punta, luego de cada periodo de
inmersion en el NaOCIl. Se uso como control el cono de gutapercha que no recibié ninglin
tratamiento con NaOCI. Se midieron los pardmetros de la media cuadratica (RMS) para el
modo de contacto de la imagen (Figura 14) y las variaciones en la microscopia de fuerza
modulada (Figura 15). Las diferencias entre los valores RMS fueron probados con ANOVA
mediante la prueba LSD protegida para multiples comparaciones de Fisher (p<0.05). Se
observaron efectos de deterioro agresivo en la elasticidad del cono de gutapercha tratado
con NaOCl 5.25% a 1 min cuando se comparé con el grupo control (p<<0.05). Més que esto,
las soluciones NaOCl 2.5 y 5.25% causaron cambios topograficos luego de 5 minutos
cuando se compararon con el grupo control (p<0.05). A la inversa, la solucion NaOCl 0.5%
no ocasiond ninguna alteracion topografica o de elasticidad en la estructura del cono de
gutapercha cuando se compar6 con el control (p<0.05). En consecuencia, la solucion de
NaOClI 0.5% es una alternativa segura para la rapida descontaminacién de los conos de

gutapercha.
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CONTROL NaOC105% NaOC125% Na0C1525%

1 MINUTE

Figura 13. Modo de contacto en las imagenes tridimensionales, MFA, de una topografia tipica de conos de
gutapercha del grupo control (sin tratamiento) y luego del tratamiento quimico con soluciones de NaOCl (0.5, 2.5, 6
5.25%) de acuerdo a intervalos de tiempo de (1 6 5 min) de inmersion para cada grupo.
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Figura 14. Comparacién de medias RMS (+/- SEM) valores de modo de contacto de la imagen entre las soluciones

NaOCl en funcion del tiempo. (a) Estadisticamente diferente del grupo control (p < 0.05).
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Figura 15. Comparaciéon de medias RMS (+/- SEM) valores para los parametros de microscopia de fuerza
modulada entre las soluciones NaOCI en funcion del tiempo (2) Estadisticamente diferente a los 5 min de la misma
concentracion de NaOCI. (b) Estadisticamente diferente a 1 min del grupo control, 0.5% NaOCL, y 2.5% NaOCI (p
< 0.05).
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Da Motta y cols. 2001 El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia del NaOCl 2.5% y el
Glutaraldehido 2.2% (‘Cidex’) como agentes de esterilizacion de los conos de gutapercha.
También se evalu6 la eficacia de almacenaje de los conos en presencia o ausencia de
Paraformaldehido (Figuras 16 y 17). Los conos de gutapercha fueron intencionalmente
inoculados con una suspension de Bacillus stearothermophilus sumergiéndolos en las
soluciones: Hipoclorito de Sodio 2.5 % (por espacios de tiempo de 5, 10 y 15 minutos) y
Glutaraldehido (Cidex) 2.2% (en espacios de tiempo de 10, 15, 30 y 60 minutos, 10h, 12h)
(Tabla 13). Posteriormente los conos se colocaron en 10mL de medio de cultivo tioglicolato
y se incubaron a 60°C por 48 horas, el crecimiento bacteriano se analizd y determiné
mediante la visualizacion de la turbidez del medio de cultivo. En conclusion sus resultados
muestran que el Hipoclorito de Sodio 2.5% era efectivo luego de 5, 10 y 15 minutos,
mientras que se necesitaban de 10 a 12 minutos de contacto con el Glutaraldehido 2.2%
para obtener una esterilizacion. También se demostré que no hay contaminacion de los

conos cuando son almacenados con o sin Paraformaldehido (Tabla 14).

Figura 17. Conos de gutapercha almacenados sin tabletas de paraformaldehido.
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Tabla 13. Efecto de las soluciones Glutaraldehido 2.2% y NaOCl 2.5% para la

esterilizacion de los conos de gutapercha.

Grupos n* Periodos de Observacion
Experimentales 24h 48h
Positivo | Negativo | Positivo | Negativo
Glutaraldehido | 10 min 4 4 - 4 -
2.2% 15 min 4 2 2 4 -
30 min 4 2 2 4 -
60 min 4 2 2 2 2
10 h 4 - 4 - 4
12h 4 - 4 - 4
Hipoclorito de 5 min 4 - 4 - 4
Sodio 2.5% 10 min 4 - 4 - 4
15 min 4 - 4 - 4
*Ntimero de tubos que contenian 10 conos de gutapercha sumergidos en un medio de tioglicolato.
Tabla 14. Evaluacion de los conos de gutapercha almacenados.
Método de n* Periodos de Observacion
almacenamiento 24 h 48 h
Positivo Negativo Positivo Negativo
Con 4 - 4 - 4
Paraformaldehido
Sin 4 - 4 - 4
Paraformaldehido

*Numero de tubos que contenian 12 conos de gutapercha sumergidos en medio tioglicolato.
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Cardoso y cols. 2000 Evaluaron y compararon la eficacia de 4 agentes quimicos en la
descontaminacion de conos de gutapercha contaminados previamente con saliva y
Enterococcus faecalis (Figura 18). Los agentes quimicos evaluados fueron: NaOCl 1%,
CHX 2%, iodopovidona (PVP-I) 10% y solucion salina 0.9% (grupo control). Los conos se
sumergieron en las soluciones por periodos de tiempo de 1 a 10 minutos. Luego de realizar
el procedimiento de desinfeccion, los conos se incubaron en infusién cerebro corazén
(BHI), la presencia de crecimiento bacteriano se analizo con turbidimetria del medio (Tabla
15). Obteniendo como resultados que: el sumergir los conos de gutapercha en CHX 2% por
1 minuto, es un método efectivo para la desinfeccion de los conos de gutapercha, mientras
que, se necesitan mas de 10 minutos de inmersion en PVP-I1 10%, y NaOCl 1% para

desinfectar los conos.

TS 1% FVP- | 1% Sadium hypochlorts 8% Hydrogen Peroxide
5 avreus
E, fascalis
E. caif
B, subtifs
Fy [—
1 5 5] IIE 1 i é in L=
5. aureus
E. faecalis
E. calf
B. subtils
e .". 3
L 5 In pl.; 1 5 1o L} 1 5 1o 15 1 B i 15
Tiempo (minutos)
Figura 18. Efectividad de diferentes agentes quimicos en 15 minutos de descontaminacion de los conos de
gutapercha, contaminados con las células bacterianas (Staphilococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli) y las esporas (Bacillus subtilis).
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Tabla 15. Log;, de la media de dos determinaciones' cuentas viables de los experimentos de transporte control 1 a 4.

Agentes S. aureus E. coli E. Faecalis B. subtilis
Quimicos Experimento #1 Experimento #2 Experimento #3 Experimento #4
Transporte’ | Control’ | Transporte | Control | Transporte | Control | Transporte | Control
2% CHX 5.23 5.18 5.85 5.84 5.07 5.20 3.56 3.70
1% NaOCl 5.25 5.33 5.35 5.26 5.64 6.03 3.78 3.88
10% PVP-I4 5.14 5.18 5.63 5.70 4.79 4.62 2.66 2.82
6% Peroxido de 5.36 5.30 6.73 5.87 5.12 5.05 3.56 3.52
H
2% 5.03 5.22 4.70 4.36 5.79 5.53 3.46 3.44
Glutaraldehido
70% Alcohol 5.17 5.10 5.53 5.51 5.20 5.26 3.34 3.65
Etilico
0.3% Alcohol 4.46 4.49 5.38 5.30 4.81 4.86 3.38 3.50
Yodo
1% Alcohol 522 5.35 5.93 5.57 5.52 5.11 3.45 3.06
Yodo

1. Cuenta en triplicado. Técnica de colocacién en plato (Miles et al., 1938).

2. Cono contaminado mas cono tratado con agente quimico.

3. Cono contaminado tratado con solucion salina estéril.
4. PVP-110% (con Yodo activo 1%).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Prevenir la contaminacion del sistema de conductos radiculares es un aspecto sumamente

importante de la terapia endodontica.

Los procedimientos endodonticos, involucran un esfuerzo considerable en la remocion de

los microorganismos que ya estan presentes en el interior de los conductos radiculares.

En la practica clinica, el dentista ocasionalmente se enfrenta a infecciones que ocurren
luego de la obturacion del espacio del conducto radicular (Valois y cols. 2005). La
contaminacion puede ocurrir por utilizar instrumentos endodonticos impropiamente
esterilizados, 6 por introducir conos de gutapercha contaminados al interior del conducto.
Por ello es importante que el clinico no solo se preocupe de la flora microbiana oral
endogena, sino que también ponga atencion de la contaminacién bacteriana exdgena

(Gomes y cols. 2005).

La literatura internacional posee amplios estudios que avalan la importancia de desinfectar
los conos de gutapercha, que seran utilizados para realizar la obturacion del sistema de
conductos, pues estos, luego de la apertura de su selle hermético, se ven contaminados por
diversos microorganismos, que pueden ser un factor etiolégico importante en la persistencia

de una periodontitis apical (Figuras 19, 20).

Figuras 19, 20. Imagen clinica y radiografica de segundo molar inferior derecho, con diagnéstico de periodontitis
apical crénica persistente. Evaluacion 20 meses posteriores a la realizacion del tratamiento de conductos.

http://www.carlosboveda.com/Odontologosfolder/odontoinvitadoold/odontoinvitado 41.htm

De acuerdo a los resultados de dichos estudios atin no es concluyente cudl es la

concentracion, y tiempo de sumersion ideal, del material de obturacion, en las sustancias
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quimicas utilizadas para este proposito, puesto que cada investigador refiere diferentes

recomendaciones (Tabla 16).

Tabla 16. Estudios clinicos que han evaluado la desinfeccion de los conos de gutapercha con

diversas soluciones quimicas.

AUTOR Y ANO

Lanzagorta
Rebollo y
2006

cols.

de Almeida Gomes

y cols. 2005

da Motta y cols.
2001

Cardoso y
2000

cols.

Cardoso y
1999

Siqueira 'y
1998

SUSTANCIA
RECOMENDADA

CHX 0.12% igual de
efectivo que el NaOCI al
6%

NaOCl 5.25%

NaOCl 2.25%

CHX 2%

NaOCl 1%, 0.5%

NaOCl 5.25%

TIEMPO DE
CONTACTO  CON
LA GUTAPERCHA

1 minuto

1 minuto

5 minutos

1 minuto

1 y 5 minutos

respectivamente

1 minuto

MICROORGANISMO

Cocos y Bacilos Gram +

(aislados de las puntas de

gutapercha).

Enterococcus  faecalis,
Streptococcus  sanguis,
Staphilococcus — aureus,
Candida albicans,
Bacillus subtilis

(inoculados en las puntas
de gutapercha).

Bacillus
Stearothermophilus
(inoculados en las puntas
de gutapercha).

S. faecalis (inoculados

en las puntas de
gutapercha).

Staphilococcus  aureus,
Escherichia coli,
Bacillus subtilis

(inoculados en las puntas
de gutapercha).
Bacillus subtilis
(inoculados en las puntas

de gutapercha).
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OGO E Y Glutaraldehido 15 minutos Bacillus subtilis

1998 (inoculados en las puntas
de gutapercha).

Frank y Pelleu [P\EL010 AL 1 minuto Bacillus subtilis

(inoculado en las puntas
de gutapercha).
NSWERAIENEYAE NaOCl 5.25% 1 minuto Staphilococcus
epidermidis,
Corinebacterium xerosis,
Escherichia coli,
Streptococcus faecalis, y
Bacillus subtilis
(inoculados en las puntas

de gutapercha).

Por lo anteriormente citado, podemos concluir que en la actualidad no existe ningun
protocolo establecido para la desinfeccion de los conos de gutapercha. Esto puede deberse a
que en su metodologia experimental, gran parte de los articulos cientificos que abordan el
tema, utilizan conos de gutapercha a los que se les han inoculado, de manera artificial,
especies bacterianas que por si mismas no podrian crecer sobre la superficie de estos conos,
y que ademas son resistentes, o de dificil erradicacion para varias de las sustancias

desinfectantes disponibles en el mercado.
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3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION.

(Qué indice de sensibilidad se presentard en cepas bacterianas provenientes de conos de
gutapercha contaminados, al confrontarse con las soluciones quimicas: NaOCl 2.5%,
NaOCl 5.25%, Digluconato de Clorhexidina 2%, Glutaraldehido 2% y alcohol etilico 70%,

comunmente utilizadas como desinfectantes de estos materiales de obturacion?
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4. JUSTIFICACION:

Uno de los objetivos principales de la terapia endodontica es el eliminar o reducir
significativamente a los microorganismos del conducto radicular a través de una apropiada
preparacion quimico-mecanica, pero se debe tener cuidado y prevencion durante este
procedimiento, para que el instrumental y material de obturaciéon no se contaminen y se

produzca una infeccion cruzada (Montgomery, 1971).

Actualmente, se reconoce ampliamente en la practica endoddntica, la importancia de
realizar una rdpida descontaminacién de los conos de gutapercha, durante el tratamiento
endododntico, para no romper la cadena de asepsia, factor esencial en el éxito de la terapia

endodontica (Cardoso y cols. 1999).

Ya que la gutapercha es un material termopléstico, los conos fabricados de este material
para obturacion del espacio radicular, pueden verse dafiados al ser sometidos a los métodos
estandarizados de esterilizacion a altas temperaturas, por este motivo, los dentistas recurren

a los métodos quimicos para mantener la cadena de asepsia (Frank & Pelleu, 1983).

La literatura no contiene la informacion suficiente, de datos, relacionados con experimentos
controlados, que avalen el uso de agentes de esterilizacion, seleccionados para la
descontaminacion de los conos de gutapercha. Los investigadores han recomendado el uso
de multiples agentes. Y los tiempos recomendados de contacto entre los conos de
gutapercha con estos agentes varian de una simple accion de limpieza, a un continuo

almacenamiento (Senia y cols. 1975).

Debido a que los resultados de las investigaciones internacionales consultadas, muestran
una amplia variabilidad en cuanto a cual es la concentracién ideal de la solucion
desinfectante, y cudl es el tiempo apropiado de inmersion de los conos de gutapercha para
una correcta desinfeccion, Gomez Silva Y. C.D. estudiante de la especialidad en
endodoncia de la UMSNH, en el 2010 aplico una encuesta, para conocer los medios de

desinfeccion de los conos de gutapercha, que estan siendo utilizados en México.
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ENCUESTA APLICADA A C.D. PARA CONOCER LOS METODOS DE
DESINFECCION QUE UTILIZAN PARA SANITIZAR LOS CONOS DE
GUTAPERCHA.

Se aplico la encuesta a 50 cirujanos dentistas especialistas en endodoncia, y cirujanos
dentistas que realizan tratamientos endodonticos de forma regular en su practica clinica,
provenientes de diversos estados de la Republica Mexicana, con el fin de conocer los
métodos de desinfeccion (soluciones desinfectantes) que utilizan para sanitizar los conos de
gutapercha, antes de realizar (con ellos) la obturacion del espacio de los conductos
radiculares, concluyéndose que la sustancia més utilizada en México para este proposito es
el NaOCl (82% de la poblacion encuestada) a concentraciones de 5.25% (58% de la
poblacion) y 2.50% (24% de la poblacion).

La mayoria de los articulos cientificos coinciden en que el NaOCI al 5.25% es la solucion
desinfectante mas eficaz para realizar la sanitizacion de los conos de gutapercha, y que
basta 1 minuto de contacto entre esta solucion y la gutapercha, para eliminar, incluso, las
esporas bacterianas. Sin embargo, estos mismos articulos son realizados utilizando conos
de gutapercha inoculados con especies bacterianas, que por si mismas, no se encuentran
sobre este tipo de material y que son usualmente de dificil erradicacion. Més que esto,
Valois y col. en el 2005 demostraron, a través de la microscopia de fuerza atdmica, que la
exposicion de la gutapercha por un minuto al NaOCl 5.25% causa cambios estructurales en
su elasticidad. Es por esto, que en este estudio, decidimos investigar que especies
bacterianas son capaces de contaminar de forma natural las puntas de gutapercha dentro de
una clinica endodontica, comprobando ademds, que efecto tienen las soluciones

desinfectantes usadas en México sobre dichas bacterias.
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5. HIPOTESIS:

5.1 HIPOTESIS DE TRABAJO.

Hr: Los microorganismos aislados de los conos de gutapercha, mostrardn una mayor
sensibilidad ante la solucion quimica desinfectante CHX 2% (G1) respecto a NaOCI 2.5%
(G2), NaOCl 5.25% (G3), Glutaraldehido 2% (G4), Alcohol etilico 70% (GS).

Hr: G1>G2=G3=G4=G5

5.2 HIPOTESIS NULA.

Ho: La sensibilidad de los microorganismos aislados de los conos de gutapercha ante las
soluciones quimicas desinfectantes: CHX 2% (G1), NaOCI 2.5% (G2), NaOCI 5.25%(G3),
Glutaraldehido 2% (G4), Alcohol etilico 70% (GS5), serd estadisticamente igual.

Ho: G1=G2=G3=G4=G5
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6. OBJETIVOS:
6.1 OBJETIVO GENERAL.
El objetivo del presente estudio consistié en determinar la sensibilidad de cepas bacterianas

aisladas de conos de gutapercha, ante las soluciones quimicas: NaOCL 5.25%, NaOCl

2.5%, CHX 2%, Glutaraldehido 2%, y Alcohol etilico 70%.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

6.2.1 Valorar la uniformidad de la superficie estructural de los conos de gutapercha,

mediante la observacion de imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido.

6.2.2 Aislamiento de microorganismos a partir de 40 conos de gutapercha niimero 45
expuestos al medio ambiente de la clinica del posgrado de endodoncia U.M.S.N.H. por 30

minutos.
6.2.3 Realizar la taxonomia de los microorganismos aislados.

6.2.4 Determinar que géneros y especies de los microorganismos aislados son capaces de

formar una pelicula de biofilm.

6.2.5 Determinar la sensibilidad que presentan los microorganismos aislados de las puntas
de gutapercha frente a las soluciones quimicas desinfectantes: NaOCl 2.5%, NaOCl 5.25%,
Digluconato de Clorhexidina 2%, Glutaraldehido 2% y alcohol etilico 70%.
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7. MATERIAL Y METODOS:

7.1 DEFINICION DEL UNIVERSO DE ESTUDIO.

El tamano de la muestra se determiné a través de una muestra no probabilistica por cuota
que consistio en 40 conos de gutapercha numero 45 para aislamiento e identificacion de

especies bacterianas.

7.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD.

7.2.1 Criterios de inclusién:

Conos de gutapercha nuevos, extraidos directamente del empaque en el momento del

desarrollo de la fase experimental.

Conos de gutapercha numero 45.

Conos de gutapercha cuya fecha de caducidad no esté vencida.
Conos de gutapercha marca Hygenic.

7.2.2 Criterios de no inclusion:

Conos de gutapercha contenidos en empaques abiertos.
Conos de gutapercha que no correspondan al namero 45.
Conos de gutapercha cuya fecha de caducidad este vencida.

Conos de gutapercha que no correspondan a la marca Hygenic.
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7.3 CLASIFICACION DEL ESTUDIO.

El estudio se realizd6 en 40 conos de gutapercha para aislamiento e identificacion de
especies bacterianas, se utilizaron 18 cajas de Agar Mueller Hinton para valoracion de la
capacidad desinfectante de las soluciones NaOCl 5.25%, NaOCl 2.5%, CHX 2%,
Glutaraldehido 2%, Alcohol Etilico 70%, Agua Bidestilada (Grupo Control), cada caja

contenia una de las 9 cepas aisladas (analisis por duplicado).
PROSPECTIVO: Las muestras se incluyeron antes de presentarse el evento de interés.

LONGITUDINAL: Debido a que las cepas bacterianas, aisladas de los conos de
gutapercha, se analizaron antes y después de ser sometidas al contacto con las diferentes

soluciones quimicas empleadas en este estudio.

COMPARATIVO: Ya que las cepas bacterianas se dividieron en varios grupos y se

sometieron al contacto con diversas soluciones quimicas.

EXPERIMENTAL: Puesto que el investigador tuvo una participacion activa en el

desarrollo de este estudio.

7.4 METODOLOGIA.

7.4.1 Primer ensayo microbioldgico:

En el laboratorio de analisis clinicos de la Facultad de Veterinaria U.M.S.N.H. se evalu¢ la
contaminacion de conos de gutapercha, luego de que el selle hermético de su empaque ha
sido abierto. El estudio consistid en tomar cuatro conos de gutapercha de diversos
diametros (40, 35, 25, 20), directamente de un empaque de reciente apertura, estos fueron
extraidos de su caja con pinza estéril y se colocaron en el medio de cultivo: Caldo Soya
Tripticaseina, incubdndose por 48 horas a 37°C. Posteriormente se tomaron muestras de
este caldo y se inocularon en placas de Gelosa Sangre de Borrego. Los resultados del

ensayo, indicaron la ausencia de crecimiento bacteriano.
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7.4.1.1 Microscopia:

Posteriormente en coordinacion con la Facultad de Metalurgica U.M.S.N.H. los mismos
conos que habian sido previamente analizados en la Facultad de Veterinaria U.M.S.N.H. se
sometieron a un bafo de plata (Fig. 21) para ser observados con el Microscopio Electronico
de Barrido (MEB) (Fig. 22), con la finalidad de observar la superficie de las puntas de
gutapercha e identificar la presencia o ausencia de microorganismos (en la superficie se
notaron varias irregularidades y grietas, asi como presencia de algunas formas cocoides

Figuras 23, 24, 25).

Figura 21. A) Sputter coater, B) Conos de gutapercha sometidos a bafio de plata. Figura 22. A) Conos de

gutapercha metalizados listos para ser observados. B) Microscopio electronico de Barrido.
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Se obtuvo una serie de imdgenes a escala de 200X, 250X, 10000X (Figuras 23, 24 y 25
respectivamente) (Anexos Figuras 88-106).

Figuras 23, 24, 25. Conos de gutapercha observados con microscopia electronica de barrido (MEB).
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7.4.2 Segundo ensayo microbiologico:
7.4.2.1 ETAPA 1. EXPOSICION DE LOS CONOS DE GUTAPERCHA AL MEDIO
AMBIENTE DE LA CLINICA DE ENDODONCIA C.U.E.P.L

Se preparo caldo de infusion cerebro corazén (BHI) en el Laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Quimico-Farmacobiologia U.M.S.N.H. (QFB-UMSNH) segin las

especificaciones del fabricante (Figuras 26, 27 y 28).

Figuras 26, 27 y 28. Preparacion de la infusién cerebro corazén BHI segtin las especificaciones del fabricante.

Posteriormente en 10 tubos de ensayo con tapon de rosca se distribuyeron los 40mL de
BHI, colocando 4mL en cada tubo por medio de una pipeta graduada de 10mL, finalmente
en autoclave, a una presion de 15 libras y 121°C durante 15 minutos, se esterilizaron dichos

tubos junto con 20 portaobjetos y 2 pinzas de curacion (Figuras 29, 30, 31 y 32).

o H 31
—

Figuras 29, 30, 31. Distribucién y esterilizacion del BHI en 10 tubos de ensayo. Figura 32 portaobjetos y pinzas de

curacion esterilizados.

Se tomaron 40 conos de gutapercha (no.45) con pinza de curacion estéril, de un empaque

de reciente apertura, se distribuyeron en 20 portaobjetos estériles, colocando 4 puntas de
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gutapercha en 2 portaobjetos por cada grupo (Figuras 33 y 34), posteriormente se
depositaron los dos portaobjetos con las cuatro puntas sobre cada una de las mesas de
trabajo de los 10 residentes de la clinica de Endodoncia del Centro Universitario de
Estudios de Posgrado e Investigacion (C.U.E.P.1.), dejando los conos expuestos al medio

ambiente de la clinica por 30 minutos (Figuras 35 y 36).

Figuras 33 y 34. Extraccion de los conos de gutapercha de un empaque nuevo.

Figuras 35 y 36. Conos de gutapercha dispuestos en las diferentes mesas clinicas de residentes de endodoncia.
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Posteriormente por medio de una lampara de alcohol se mantuvo un espacio estéril para

colocar los conos de gutapercha en sus correspondientes 10 tubos con 4mL de BHI (Figuras

37y 38).

Figuras 37 y 38. Colocacion de los conos de gutapercha en los tubos preparados con BHI.

A continuacion los tubos de ensayo fueron transportados a la Facultad de QFB, UMSNH,
para ser incubados a 37°C por 24h (Figuras 39 y 40).

Figuras 39 y 40. Tubos de ensayo colocados en la incubadora de la Facultad de QFB.

C.D. YURIKO GOMEZ SILVA Pagina 57



Determinacion de la sensibilidad a soluciones desinfectantes, en bacterias aisladas de conos de
gutapercha.

7422 ETAPA 1I. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES
BACTERIANAS CAPACES DE CONTAMINAR LOS CONOS DE GUTAPERCHA.

La etapa II se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de QFB-UMSNH en
coordinacion con el Q.F.B. Ricardo Jiovanni Soria Herrera y la Q.F.B. Karla Gabriela

Dominguez Gonzdlez, responsables del cepario-coleccion y personal docente de la facultad

de QFB-UMSNH.

Una vez incubados los tubos, se verifico la turbidimetria de los caldos BHI (Figura 41) en

comparacion con el nefelometro de McFarland (0.5, 1, 2).

Figura 41. Tubos de ensayo luego de haber sido incubados por 24h, nétese la turbidez de algunos de los 10 tubos.
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Se tomaron muestras de los 10 tubos de ensayo que contenian las puntas de gutapercha y se
cultivaron en 10 placas con medio Gelosa Sangre de Borrego (SB) y 10 placas con Gelosa
Sal y Manitol (SM), mediante estria continua y se dejaron incubar a 37°C por 24h (Figuras

42 y 43).

Figuras 42 y 43. Cultivo en placas SB y SM mediante estria continua e incubacion.

Se tomaron fotografias de las placas SB (Figuras 44 y 45), SM (Figuras 46 y 47) en las

cuales existia crecimiento microbiano (Anexos Figuras 107-118).

Figuras 44 y 45 fotografias de algunas de las placas agar sangre de borrego que mostraron crecimiento bacteriano

positivo luego de las 24h de incubacién.
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Figuras 46 y 47 fotografias de algunas placas agar sal manitol que mostraron crecimiento bactriano positivo

luego de las 24h de incubacion.
Se descartaron las placas SM: 111, IV, VII, VIII, y IX, y las placas SB: IV y VIII, ya que en ellas no hubo

crecimiento de microorganismos.

De acuerdo a la capacidad de degradar los compuestos SM, o en su defecto SB, se anotd en
la bitacora, la presencia de 2 cepas distintas en las placas Gelosa SM 1y V, asi como en la
placa Gelosa SB X, se les dio el nombre de C1 (colonia 1) y C2 respectivamente, de igual
forma para clasificarlos se antepuso el nimero de cepa y los componentes de la Gelosa (SB

o SM), siendo: ISM C1,ISM C2,VSM C1, V SM C2, X SB C1, X SB C2.

Se dio inicio a las pruebas bioquimicas para identificar género y especie de los
microorganismos encontrados, comenzando con la prueba de catalasa mediante el método
de portaobjetos (Figuras 48 y 49), para descartar cepas del género Streptococcus. Esta
prueba se realizé en un portaobjetos limpio, agregando una gota de perdxido de Hidrogeno

(H»05) al 30% sobre una colonia pura (18-24h) de microorganismos.

Figuras 48 y 49 Prueba de catalasa positiva y negativa respectivamente.
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Se realizaron tinciones de Gram a las diversas cepas aisladas con el objetivo de observar
sus caracteristicas morfologicas mediante microscopia optica (Figuras 50 y 51. Anexos

Figuras 119-127).

Figura 50. Tincién de Gram. Figura 51. Bacterias observadas bajo microscopia éptica.

Se realizo una resiembra de las cepas contenidas en las placas Gelosa SM y SB en tubos de
ensayo con Gelosa Soya Tripticaseina y Gelosa SB con la finalidad de mantener la

viabilidad de las bacterias, dejandose incubar por 24h/37°C (Figuras 52 y 53).

Figuras 52 y 53. Resiembra de las cepas.
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Luego de 24h, se tomaron muestras de los tubos con Gelosa Soya Tripticaseina y Gelosa
SB, para realizar pruebas bioquimicas con los siguientes azlcares: Manitol, arginina,
manosa, sacarosa, glucosa, xilosa, treholosa, maltosa, lactosa, fructuosa, arabinosa
(Figuras 54, 55, 56, 57), dejandose incubar para obtener los resultados. Se resembraron las

cepas en tubos de Gelosa Soya Tripticaseina para seguir disponiendo de, cepas jovenes.

Figuras 54, 55, 56 y 57 Pruebas bioquimicas.

Ademas, se realizaron las siguientes pruebas: Urea, nitratos, rojo de metilo (Figuras 58 y
59) gelatina y hemolisis (Figura 60). Para esta ltima prueba, se utilizaron dos placas de

Gelosa SB, las cuales fueron divididas en 8 celdas, en estas celdas se inocularon las
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diversas cepas disponibles y se dejaron incubar para determinar cudles de ellas eran capaces

de degradar la sangre de cordero (Figuras 61 y 62).

Figura 58. Prueba Rojo de metilo. Figura 59. Rojo de metilo Figura 60. Diversas pruebas bioquimicas, entre ellas

positivo y negativo respectivamente. la de gelatina y urea.

Figuras 61 y 62. Prueba de hemolisis.
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Se verifico la sensibilidad de las diversas cepas aisladas a los antibidticos: Novobiocina
(NB) y Polimixina B (PB), en esta prueba, se usaron nueve placas de Gelosa Mueller
Hinton (MH) divididas en cuatro celdas (Figura 63), colocando los discos de dichos
antibiodticos sobre las diversas celdas, directamente sobre las cepas y se dejaron incubar. De
igual manera se realizd la prueba de sensibilidad a la Optoquina (P) en placas de Gelosa SB

dividida en dos celdas (Figuras 64 y 65).

Figura 63. Sensibilidad a NB y PB en placa de gelosa Mueller Hinton.

Figuras 64 y 65. Prueba de sensibilidad a la optoquina en placas de gelosa sangre de borrego.
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Se realizo la prueba de oxidasa (Figuras 66 y 67).

Figuras 66 y 67. Prueba de oxidasa positiva y negativa respectivamente.

Posteriormente se realizé una prueba en medio CST (Caldo Soya Tripticaseina), para
verificar si alguna de las cepas de microorganismos aislados de los conos de gutapercha,

tenian la capacidad de producir biofilm (Figuras 68 y 69).

Figura 68. Tubos de ensayo con caldo soya tripticaseina. Figura 69. Tubo de ensayo con formacion de biofilm.
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7.42.3 ETAPA III: DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A SOLUCIONES
QUIMICAS DESINFECTANTES EN BACTERIAS AISLADAS DE LOS CONOS DE
GUTAPERCHA.

Nuevamente se resembraron las cepas de las muestras SM y SB en tubos con Gelosa Soya

Tripticaseina, dejandose incubar (24h/37°C).

A continuacién, se tomaron con asa estéril colonias de cada una de las cepas aisladas y se
colocaron en tubos de ensayo con agua bidestilada estéril (una cepa por tubo), saturando
dichos tubos de ensayo de acuerdo al tubo 0.5 del nefelometro de McFarland, con el fin de
que todas las muestras mantuvieran el mismo grado de saturaciéon de microorganismos

(Figura 70).

Figura 70. Nefelometro de Mc.Farland 0.5
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Tomando muestras de los tubos saturados con microorganismos segin el 0.5 del
nefelometro de McFarland, se estriaron placas con Gelosa MH, (cada placa contenia una
sola cepa de microorganismo), las placas previamente habian sido divididas en 6 celdas,
cada celda recibiria una de las diversas soluciones quimicas desinfectantes propuestas para

este estudio experimental (Figuras 71 y 72).

Figuras 71 y 72. Preparacion de cepas puras.

Se prepararon las soluciones quimicas desinfectantes a las concentraciones establecidas
para este estudio, a partir de las soluciones puras (Figuras 73, 74, 75 y 76), para establecer
la concentracion correcta, se utilizd una pipeta graduada (Figura 77), y se utiliz6 como
diluyente agua bidestilada estéril (Figura 78), que también fue utilizada como sustancia

control durante los ensayos de sensibilidad.

Figuras 73, 74, 75, 76. Soluciones quimicas desinfectantes empleadas para este estudio.
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77

Figura 77. Pipeta graduada.
Figura 78. Agua bidestilada estéril.

Figuras 79, 80, 81, 82 y 83. Soluciones desinfectantes a las concentraciones establecidas para este estudio.

C.D. YURIKO GOMEZ SILVA Pagina 68



Determinacion de la sensibilidad a soluciones desinfectantes, en bacterias aisladas de conos de
gutapercha.

A continuacidn, con una micropipeta y puntas amarillas, se tomaron 10 pL. de cada una de
las soluciones y se depositaron en la celda correspondiente anotada en la placa Gelosa MH
(cada placa contenia una cepa pura bacteriana), cambiando de punta cada vez que se
tomaba una sustancia distinta, una vez que todas las soluciones fueron debidamente
colocadas en las placas, estas ultimas se dejaron secando cerca de la flama del mechero de

Fisher, y posteriormente fueron incubadas a 37°C por 24h (Figuras 84, 85 y 86).

Figuras 84, 85y 86. Microgoteo de las soluciones desinfectantes sobre las placas MH.

Finalmente a las 24h de incubadas las placas Gelosa MH, se midieron los halos de
inhibicion, creados por las soluciones desinfectantes, sobre los microorganismos

analizados, aislados de los conos de gutapercha (Figura 87).

Figura 87. Halos de inhibicion creados por las soluciones desinfectantes sobre las cepas bacterianas puras.
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7.5. ANALISIS BIOESTADISTICO.

ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

Se calcularon los siguientes parametros: media, desviacion estandar, rango, suma, dato
minimo y dato maximo de cada uno de los diferentes grupos (didmetros del halo de
inhibicién creado por cada una de las cinco soluciones desinfectantes en las diferentes

placas Agar Mueller Hinton que contenian cepas puras).

ESTADISTICA INFERENCIAL.

Se llevo a cabo la prueba estadistica de Distribucion de Fisher 6 ANOVA por una via por
comparacion de medias a IC del 95% a una o = 0.05, para verificar si existia una diferencia
significativa entre las seis soluciones analizadas en este estudio (incluyendo el grupo
control), demostrandose que efectivamente habia una diferencia significativa.

Se procedié a realizar la prueba estadistica T de Student por comparacion de medias a IC
del 95%, bilateral a una o = 0.05, para confrontar los resultados entre cada una de las
soluciones desinfectantes de cada uno de los grupos. Para dichos calculos se utilizéd el

paquete estadistico SPSS Version 19.0.
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8. RESULTADOS:

RESULTADOS DEL PRIMER ENSAYO MICROBIOLOGICO
Los resultados del ensayo microbiologico realizado en el laboratorio de andlisis clinicos de

la Facultad de Veterinaria U.M.S.N.H. indicaron la ausencia de crecimiento bacteriano.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (Anexos Figuras 88-106).

Las imdagenes obtenidas demostraron que la superficie estructural de los conos de
gutapercha no es uniforme, presentandose grietas y fisuras de importancia sobre la
superficie, con mayor indice de frecuencia en la punta de estos conos. Se obtuvo una
imagen (Anexos Figura 103) donde puede observarse la presencia de cepas bacterianas en

forma de cocos en la parte media del cono a una magnificacion de 10000X.

RESULTADOS DEL SEGUNDO ENSAYO MICROBIOLOGICO (Tablas 17-25).
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DESCRIPCION MORFOLOGICA

Cocos Gram + en forma de tétradas perfectamente definidas. Bacillus
Gram + pleomorficos. Cocos Gram+ dispuestos en sarcinas, tétradas y
pares (presuntivo Micrococcus).

Bacillus Gram+ con granulos metacromaticos, de tamafio grande
(Presuntivo Bacillus megaterium).
Cocos Gram+ dispuestos en pares, tétradas y racimos.

Cocos Gram+ dispuestos en racimos.

Cocos Gram+ dispuestos en racimos, cadenas y tétradas.

Cocos Gram+ dispuestos en tétradas y sarcinas (Micrococcus luteus).
Cocos Gram+ en conformacion de racimos, tétradas y sarcinas.

Bacillus Gram+ en conformacion de pares, con puntos ligeramente
lanceoladas (presuntivo neumococo).
Cocos Gram+ lobulados en conformacion de pares y puntas lanceoladas.

Cocos Gram+ (sarcina verdadera).
Cocos Gram+, pequefios dispuestos en racimos.

Bacillus Gram-, grandes, dispuestos en forma individual, pares, algunos
Ccurvos.

Cocos Gram+, dispuestos en racimos.

HEMOLISIS/OPTOQUINA
BH

Resistente optoquina.

aH resistente a optoquina.
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Tabla 23. Resultados de las pruebas bioquimicas.
Azucares CEPAS
/ ISM C1 | 11 11 111 A% VI X X SB X
Pruebas SM|SB|SM | SB| SM | SM | SM Cl SB
C2 C1/C (amarill | C2
2 0)
Bilis +
esculina
Treholosa - - - - - - + - - -
Glucosa 4 - - + + - + + - -
en
50
Nitratos - + - + - + + +(Gral. -
es -
Manosa - - +en [ +en | + - - - &
50 | 50 en
50
Sacarosa +en 50 - + + - - + - - -
en
50
Arginina n/d
Arabinosa +en 50 - - - + - - - - R
en
50
Manitol - - - - - = + - - -
Xilosa - - - + + - - - - -
Urea 4 = = - - - - - - -
Lactosa - - - - + - - - - -
Fructuosa +en 50 - + [+en| + = + 4 - &
50
Maltosa +en 50 - + | +en| + - - - + -
50 en
50
Rojo de - - - - - - - - - -
metilo
Gelatina - - - + - - - - - +
Oxidasa - = = = - - - - 4 _
Catalasa + + + + + + + + + +
Hemolisis BH BH | - - - - - aH - -
Anti NB R R S S R R R S R R
Anti PB S S S R S S S S S R
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Staphilococcus epidermidis.

Bacillus spp. (Probable megaterium).

Staphilococcus xylosus.

Staphilococcus sciuri Sb. Rodentium.

Streptococcus pneumoniage

Kocuria kristinae.

+
+

+
+
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RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD, A SOLUCIONES
QUIMICAS DESINFECTANTES, EN BACTERIAS AISLADAS DE CONOS DE
GUTAPERCHA (Tablas 14-22).

SUSCEPTIBILIDAD

R
S
S
S intermedio

S
R

DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
0 mm
10 mm
8 mm
20 mm

20 mm
0 mm

SUSCEPTIBILIDAD

R

S intermedio
S
R

S

SUSCEPTIBILIDAD

R

S intermedio
S

S intermedio

S
R

DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
0 mm (colonias de 1 mm)
10 mm
8 mm
25 mm (colonias 1 mm)

20 mm
0 mm

DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
0 mm (colonias de 2 mm)
15 mm
10 mm
20 mm

20 mm
0 mm
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SUSCEPTIBILIDAD

R

S
S
S intermedio

S
R

SUSCEPTIBILIDAD
R

S
S
S intermedio

S
R

SUSCEPTIBILIDAD

R
S
R

S intermedio

S
R

DIAMETRO DEL HALO

DE INHIBICION
0 mm (colonias
puntiformes)
10 mm
8 mm
20 mm

20 mm
0 mm

DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
0 mm (colonias
puntiformes)
10 mm
10 mm
20 mm

20 mm
0 mm

DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
0 mm(colonias puntiformes)
20 mm
10 mm (colonias
puntiformes)
15 mm

25 mm
0 mm
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SUSCEPTIBILIDAD DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
R 0 mm (50%-colonias).
S 0 mm (95% inhibicion).
R 0 mm (75% inhibicion).
S intermedio 15 mm
S 25 mm
R 0 mm

SUSCEPTIBILIDAD DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
R 0 mm (colonias
puntiformes)

S 20 mm
R 0 mm

S intermedio 25 mm
S 20 mm
R 0 mm

SUSCEPTIBILIDAD DIAMETRO DEL HALO
DE INHIBICION
R 0 mm (colonias
puntiformes)

S 15 mm
S 10 mm

S intermedio 25 mm
S 20 mm
R 0 mm
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Significancia

12.2222

20.5556

.0000

Los resultados de la prueba estadistica de Distribucion de Fisher, indicaron una F = 135.96,
al compararla con la F critica = 3.11, se observo una diferencia estadistica (P < 0.05), lo
cual indica que al menos una poblacion (solucidon quimica) es distinta a otra, por lo tanto, se
llevo a cabo la prueba estadistica T Student para observar en que grupos existia la

diferencia.
Confrontacion Valor T Valor P Significancia
GLUTARALDEHIDO 2% V.S. NaOClI 2.5% 3.497 0.003 S
GLUTARALDEHIDO 2% V.S. NaOCl -5.951 0.000 S
5.25%
GLUTARALDEHIDO 2% VS CHX 2% -5.575 0.000 S
NaOCl 2.5% V.S. NaOCl 5.25% -10.513 0.000 S
NaOClI 2.5% V.S. CHX 2% -11.729 0.000 S
NaOCl5.25% V.S. CHX 2% -0.416 0.682 NS

S = Datos estadisticamente significativo (Valores de P < 0.05).
NS = Datos No Significativos (Valores de P > 0.05).

Los resultados de la prueba estadistica T de Student indicaron que existia una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05) entre todos los grupos excepto entre NaOCI 5.25%
y CHX 2%, lo cual indica que estas dos sustancias quimicas tuvieron un comportamiento
de desinfeccion similar entre ellas, pero, diferente al resto de los grupos.
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9. DISCUSION:

Uno de los objetivos primarios del tratamiento endodontico es el eliminar o reducir
significativamente a los microorganismos de los conductos radiculares mediante una
apropiada preparacion quimico-mecanica. Sin embargo, se debe prevenir que los
instrumentos y/o materiales que se estan utilizando en el procedimiento, incluyendo los
conos de gutapercha, no se contaminen, o provoquen a su vez, una infeccion cruzada.

Ya que los conos estan compuestos quimicamente por un alto contenido de Oxido de Zinc o
Sulfato de Bario, diversos autores coinciden en que estos elementos le proporcionan a la
gutapercha un efecto bacteriostatico y propiedades antimicrobianas (Barlels 1941, Moorer y
cols. 1982, Silva y cols. 1984, Weiger y cols. 1993). Mas que esto, los conos de gutapercha
han ido variando en su composicion quimica a lo largo de los afos y se les han anadido
ademas, variadas mezclas de compuestos quimicos pare asegurar y potencializar sus efectos
bacteriostaticos y antimicrobianos.

Algunos estudios mencionan que los conos con Hidréxido de Calcio [Ca (OH),] y CHX
puede producir una accién antimicrobiana sinérgica contra algunas levaduras y que si no
son intencionalmente contaminados con bacterias, no es necesario su desinfeccion (Oztan y
cols. 2006 Namazikhah y cols. 2000). Sin embargo, multiples estudios contradicen esto.
Higgins 1986, Podbielski y cols. 2000, Lui y cols. 2004, Chogle y cols. 2005, demuestran
que los conos de gutapercha no inhiben el crecimiento bacteriano, y que algunas mezclas
quimicas adicionadas a la composicién de estos conos ([Ca (OH),], ZnO/CHX, ZnO/J-
PVP, yodoformo) no son lo suficientemente potentes para erradicar un nimero moderado o
cuantioso de patdogenos.

Doolittle y cols. (1975) reportaron que los conos de gutapercha se encuentran estériles
dentro del paquete sellado para su comercializacion. Por otro lado Montgomery (1971)
reportd que el 8% de los conos de un empaque nuevo mostraban crecimiento bacteriano,
similarmente Gomes y col. (2005) reportaron que el 5.5% de los conos estaban
contaminados. Los resultados de nuestro primer ensayo microbioldgico arrojaron la
ausencia de crecimiento bacteriano en conos extraidos de un empaque nuevo, sin embargo,
una de las imagenes MEB muestra la presencia de una colonia bacteriana (cocos) (Anexos
Figura 103).

Se han analizado ademés las especies bacterianas que son capaces de colonizar la
gutapercha cuando es expuesta al medio ambiente. Nan-Shim y cols. (2007) encontraron
células bacterianas vegetativas (S. epidermidis, S. spp, S. caprae, S. capitis y S. xylosus; lo
cual es similar a los resultados obtenidos en el presente estudio donde también se encontrod
la presencia de estos y otros microorganismos S. epidermidis, S. xylosus, S. spp, S. sciuri
Sb. Rodentium, Bacilos spp, Kocuria risofila, Kocuria palustris, Kocuria Kkristinae,
Streptococcus spp y S. pneumoniae.
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Los microorganismos son esenciales en el desarrollo de las enfermedades perirradiculares,
(factor causal mas frecuente asociado a fracaso endodontico) (Shen y cols. 2009, Noiri y
cols. 2002) (Anexos Figuras 128-140). Si las bacterias alcanzan el area extrarradicular (via
foramen apical o tubulillos dentinarios) pueden formar biofilm. La periodontitis es la
manifestacion clinica de una reacciéon inmune frente a los microorganismos que se
encuentran creciendo en forma de biofilm dentro del sistema de conductos radiculares
(Costerton y cols. 1995, Nair y cols. 2004, Nair y cols. 2006). El biofilm es una comunidad
bacteriana que se adhiere a una superficie y forma estructuras heterogéneas
tridimensionales; constituye una modalidad de crecimiento que permite a las bacterias
sobrevivir a un medio ambiente hostil. Las células bacterianas del biofilm liberan antigenos
que estimulan la produccion de anticuerpos, los cuales pueden no ser efectivos
neutralizdndolas (Shib y cols. 2010).

Takemura y cols. 2004 sugieren que las bacterias anaerobias facultativas Gram + tienen la
capacidad de colonizar y formar matrices extracelulares sobre los conos de gutapercha, e
informan que se ha reportado la participacion del biofilm bacteriano asociado a la presencia
de periodontitis refractaria periapical por sobreobturacion con puntas de gutapercha.
Existen reportes que demuestran que los microorganismos que crecen dentro de un biofilm
pueden llegar a ser 2-1,000 veces mas resistentes que las formas planctonicas
correspondientes (Svensater y cols. 2004).

En el presente estudio, cuatro de las doce cepas aisladas tuvieron la capacidad de producir
biofilm (S. xylosus, S. sciuri Sh. Rodentium, Kocuria palustris, S. spp. Anexos Figuras 141-
144).

Sabemos que la superficie estructural de los conos de gutapercha no es uniforme y presenta
varios surcos y fisuras que predominan en la punta de este material (Anexos: Figuras 88-
106), zonas donde es viable que este tipo de bacterias formadoras de biofilm se establezcan
y proliferen; si estos conos no son desinfectados y el especialista provoca una
sobreobturacion, se puede inducir una inoculacion accidental de estas bacterias en el area
perirradicular, ocasionando a corto o largo plazo el fracaso del tratamiento endoddntico.

Por estas y otras razones hay estudios que avalan la importancia de realizar una
descontaminacion de los conos. Multiples autores se han dado a la tarea de estudiar las
soluciones desinfectantes de uso comun en el consultorio endodontico para ver cudles de
estas sustancias son las mas eficaces en la sanitizacion de los conos de gutapercha (Nan-
Shim, Lanzagorta, Nurban Ozalp, Cardoso, da Motta, Frank, Siqueira, Senia, Harald,
Figueiredo, etc.). Sin embargo, la mayoria de estos estudios utilizan conos de gutapercha
contaminados experimentalmente con bacterias de dificil erradicacion, y concluyen en su
mayoria que la mejor sustancia desinfectante es el NaOCl, seguido en indice de frecuencia
por la CHX. Esto es similar a lo encontrado en el presente estudio, en el que se aislaron
cepas bacterianas de los conos de gutapercha expuestos al medio ambiente de la clinica y
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luego de ser identificados su género y especie se aislaron cepas puras de cada uno de ellos,
depositando directamente sobre dichas cepas diferentes soluciones desinfectantes NaOCl
5.25 (media 20.55, desvest 3.79), NaOCl 2.5% (media 7.11, desvest 4.01), CHX 2% (media
21.11, desvest 2.13), Glutaraldehido 2% (media 12.22, desvest 5.99), Etanol 70% (media 0,
desvest 0), arrojando los resultados que no hay diferencia estadisticamente significativa
(P=0.682) entre el uso de NaOCl 5.25% y CHX 2% siendo estas sustancias las que
causaron halos de mayor didmetro de inhibicidon sobre las cepas bacterianas. De acuerdo a
nuestros resultados se rechazoé la hipotesis de trabajo (Hr. G1 > G2 = G3 = G4 = G5) y por
lo tanto, aceptamos la siguiente Ha: G1 = G3 > G4 > G2 > GS5.

Sin embargo, a pesar de que no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre
CHX 2% y NaOCl 5.25%, el uso del NaOCI como solucion desinfectante para las puntas de
gutapercha es puesto a consideracion, ya que los halos que se formaron con esta sustancia
mostraron bordes irregulares, lo que es conocido como resistencia intermedia (Anexos
Figuras 145-149). Desde el punto de vista cientifico, el concepto de resistencia no deberia
ser usado en referencia al uso de desinfectantes. La resistencia microbiana se encuentra
mediada por la existencia de material genético que codifica unos mecanismos de defensa
contra acciones antimicrobianas. Esto quiere decir que ante la presencia de una sustancia
antimicrobiana se activan regiones del genoma bacteriano, o de plasmidos que se
encuentren en el citoplasma celular, que inducen mecanismos bioquimicos accesorios o que
producen proteinas que actuan especificamente en contra de las sustancias letales. Por este
motivo, es mucho mas correcto el término adaptacion que no el de resistencia, si bien es
cierto que algunos microorganismos pueden llegar a manifestar mecanismos de este tipo a
baja concentracion en presencia de algin desinfectante. Pero por norma general, més que
de forma especifica, se trata de sistemas de defensa antioxidativo, de proteccion de
membrana o de control de la acidificacion intracelular (Aase y cols. 2000, Lunden y cols.
2003, McDonell y cols. 1999).

Un estudio realizado por Short y cols. 2003 demostré que al realizar una desinfeccion
rapida (1 min.) de los conos con NaOCl 2.5 y 5.25%, se formaban cristales de hipoclorito
sobre su superficie, los cudles podrian impedir una correcta obturacion del espacio de los
conductos radiculares, aunque también demostraron que una simple accion de enjuague de
los conos en agua destilada, luego de ser desinfectados con NaOCl, es eficaz en la
eliminacion de estos cristales.

Se ha demostrado que el NaOCI es un fuerte agente oxidante que tiene el potencial de
reducir la estabilidad quimica de la cadena de los polimeros y causar el deterioro de varios
materiales (Arvidsson y cols. 2002, Yamauti y cols. 2003, Neagu y Bunia 2004, Yokoyama
y cols. 2004). Entre estos materiales Valois y cols. en 2005 demostraron por medio del
microscopio de fuerza atdmica que el NaOCl 5.25% causa cambios estructurales en la
elasticidad del cono de gutapercha cuando este es expuesto a la solucion por 1 min. Por el
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contrario Gomes y col. en 2007 concluyen mediante el uso de imagenes de microscopia
electronica de barrido que el uso de NaOCl al 5.25% no causa deterioro a las caracteristicas
superficiales de los conos de gutapercha cuando estos son sumergidos en periodos de
tiempo de 1, 5, 10, 20 y 30 min. Aunque si mencionan que los conos sumergidos en CHX
presentaban cierta accion antibacteriana residual.
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10. CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados se concluye lo siguiente:

1.- Los conos de gutapercha pueden ser colonizados por diversos microorganismos al
quedar expuestos al medio ambiente de la clinica endodontica.

2.- Varias especies bacterianas que colonizan los conos de gutapercha, son ademas capaces
de formar biofilm.

3.- Es necesario, por lo anteriormente sefialado, que el clinico desinfecte, siempre, los
conos de gutapercha que utiliza para realizar la obturacion del sistema de conductos
radiculares.

4.-Tanto NaOCl 5.25%, como CHX 2% demostraron una mejor capacidad de inhibicién
bacteriana respecto a las otras soluciones sometidas a investigacion en este estudio (NaOCI
2.5%, Glutaraldehido 70%, Etanol 70%).

5.- Aunque no hubo diferencia estadisticamente significativa (P=0.682) entre CHX 2% y
NaOCl 5.25% respecto a su capacidad de inhibicion bacteriana, durante la fase
experimental de esta investigacion, se observd que NaOCl 5.25% formaba halos de
inhibicion con bordes irregulares, concluyéndose que los microorganismos presentaban una
resistencia intermedia a esta solucion.
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11. RECOMENDACIONES:

Es necesario realizar mas estudios in vitro que permitan evaluar que solucion es mas
efectiva en la desinfeccion de los conos de gutapercha NaOCl 5.25% o CHX 2%,
corroborando si la resistencia intermedia que presentaron las bacterias a la solucién de
hipoclorito de sodio 5.25% puede resultar un dato de importancia que impida la correcta
desinfeccion; asi como también es importante analizar si alguna de estas sustancias puede
inducir un dafio en los conos de gutapercha, alterando sus propiedades fisicas, quimicas y/o
estructurales.
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13. ANEXOS:

La encuesta const6 de 5 preguntas descritas a continuacion:

1.- ;Desinfecta usted los conos de gutapercha que utiliza durante la obturacion?
a) Si

b) No

¢) Ocasionalmente

2.- Aproximadamente ;cuanto tiempo almacena los conos de gutapercha luego de abrir la

envoltura?

a) Un mes o menos

b) De 1 a 6 meses.

¢) Mas de 6 meses (aproximadamente cuanto tiempo).

3.- (Qué solucion o método de desinfeccion para conos de gutapercha utiliza?
a) Hipoclorito de Sodio

b) Clorhexidina

¢) Otro, describa cual.

4.- ;Cuanto tiempo deja sumergido el cono de gutapercha en la solucion?
a) 1 minuto

b) 2 minutos

¢) 5 minutos o mas (aproximadamente cuanto tiempo).

5.- (A qué concentracion utiliza la solucion desinfectante?

a) 0.05%

b) 2.5%
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¢) 5.25% (si ninguna de las anteriores se corresponde, anote cual es la concentracion que utiliza).

Tabla 37. RESULTADOS DE LA ENCUESTA APLICADA A C.D.
PARA CONOCER LOS METODOS DE DESINFECCION QUE
100% UTILIZAN EN CONOS DE GUTAPERCHA.
90%
80%
" 70%
< 60%
Z 50%
& 40%
o (o]
8 30%
20%
10% I
0%
1 2 3 4 5
PREGUNTA

Los resultados a la pregunta 1 (desinfecta los conos de gutapercha), demuestran que la
mayoria de los C.D.E.E. y C.D. que realizan endodoncia de forma regular (82%),
desinfectan los conos que seran utilizados para obturar el espacio del conducto radicular.
Un 10% de la poblacion sometida a la encuesta respondié que ocasionalmente realiza la
desinfeccion de las puntas de gutapercha, y solo el 6% respondid que nunca desinfecta los

conos que emplea para culminar el tratamiento endodontico.

A la segunda pregunta (tiempo de almacenaje de los conos), el 50% de la poblacion
respondid que en promedio almacena las puntas de gutapercha de 1-6 meses luego de
romper el selle hermético de las mismas. El periodo de almacenaje del 30% fue de 1 mes o
menor a un mes, y un 20% de la poblacion respondié que su periodo de almacenaje supera

los 6 meses.

Los resultados de la pregunta 3 (solucion desinfectante de eleccidon), mostraron una mayor
incidencia en el empleo del NaOCl (86%), mostrando una incidencia baja de aplicacion
para las soluciones: alcohol etilico (4%), CHX (2%) y glutaraldehido (2%). Un 6% de la

poblacion no utiliza ningln tipo de solucion.
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A la pregunta 4 (tiempo de sumersion del cono en la solucion), los resultados arrojaron que
el 44% de los sujetos sometidos a la encuesta sumerge los conos por 1 minuto, el 36% lo
hace por 5 minutos, el 14% por 2 minutos, y el 6% a 0 minutos (poblaciéon que no

desinfecta sus conos de gutapercha).

Y por ultimo, los resultados de la pregunta 5 (concentracion de la solucion desinfectante),
demostraron que la concentracion que mayormente eligen los C.D.E.E. y C.D. es el 5.25%
(NaOCl) con un indice de frecuencia del 58%. Seguida por la concentracion al 2.50%
(NaOCl) con una incidencia del 24%. Y obteniéndose un 4% de frecuencia para las
concentraciones de 0.5% (NaOCl), 2% (CHX), 70% (alcohol etilico). Un 6% de la
poblacion no respondié a esta pregunta (C.D.E.E. y C.D. que no realizan desinfeccion

alguna de los conos de gutapercha).
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IMAGENES OBTENIDAS CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO.

Figura 88. Parte media del cono de gutapercha No. 1 (GP [Gutapercha Point] F1) observado a una magnificacion de

200X. 89. Punta del GP F1 observado a 250X. Figuras 90 y 91. Parte media del GP F1 a una magnificacién de 10000X.
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92

93

94

Figura 92. Parte media del GP F2 observado a 200X de magnificacion. 93. Punta del GP F2 a una magnificacion de

250X. 94. Parte media del GP F2 observado a 10000X de magnificacion.

96

97

Figura 95. Parte media del GP F3 a una magnificacion de 200X. 96. Punta del GP F3 observado a una

magnificacion de 250X. 97. Parte media del GP F3 a una magnificacién de 10000X.
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Figura 98. Parte media del GP F4 observado a una magnificacion de 200X. 99. Punta del GP F4 a una
magnificacion de 250X. 100. Parte media del GP F4 a una magnificacion de 10000X.

101 102 103

Figura 101. Parte media del GP F5 a una magnificaciéon de 200X. 102. Punta del GP F5 observado a una
magnificacion de 250X. 103. Parte media del GP F5 observado a 10000X de magnificacion.
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Figura 104. Parte media del GP F6 a una magnificacion de 200X. 105. Punta del GP F6 observado a una
magnificacion de 250X. 106. Parte media del GP F6 a 10000X de magnificacion.

FOTOGRAFIAS TOMADAS DURANTE LA ETAPA II. AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES BACTERIANAS CAPACES DE
CONTAMINAR LOS CONOS DE GUTAPERCHA.

Fotografias de placas Agar sangre de borrego que mostraron crecimiento bacteriano positivo luego de

24h de incubacién. Figuras 107 (cepa V), 108 (cepa VI), 109 (cepa VII), 110 (cepa II).
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114

Fotografias de placas Agar sangre de borrego que mostraron crecimiento bacteriano positivo luego de 24h de

incubacién. Figuras 111 (cepa I), 112 (cepa IX), 113 (cepa III), 114 (cepa X).

115 116

Fotografias de placas Agar sal y manitol que mostraron crecimiento bacteriano positivo luego de 24h de

incubacién. Figuras 115 (cepa V), 116 (cepa I).
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117 118

Fotografias de placas Agar sal y manitol que mostraron crecimiento bacteriano positivo luego de 24h de

incubacién. Figuras 117 (cepa VI), 118 (cepa X).

TINCIONES DE GRAM.

119 120 121 122 123
124 125 126 127

Figuras. 119 (cepa VC2), 120 (cepa VI), 121 (cepa VII), 122 (cepa IX), 123 (cepa II), 124 (cepa III), 125 (cepa VC1),
126 (cepa 1XC2), 127 (cepa X
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SCIENTIFIC ARTICLES

Participation of Bacterial Biofilms in Refractory and
Chronic Periapical Periodontitis
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Figura 128. Journal of Endodontics publicado por Noiri y cols. En 2002, las imagenes que se muestran a continuacion

pertenecen a estos autores.

Figura 129. Radiografia de dos especimenes en el examen inicial. (A) El material de obturacién (puntas de
gutapercha) se observa fuera del conducto radicular palatino (muestra 1). (B) Una gran radiolucidez esta
presente (muestra 2).

Noiri y cols. 2002.

Figura 130. Imagen SEM (microscopia electronica de escaneo) de un espécimen de gutapercha (muestra 1). El
material extruido (flechas) es de aproximadamente 2mm (magnificacion original X50; barras=500pm).

Noiri y cols. 2002.
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Figura 131. Imagen por SEM (Microscopia electrénica
de escaneo) de una gutapercha extruida. (A) Células
bacterianas agregadas sin una estructura cubierta por
glicocalix (flechas). Otras areas estan cubiertas por
una estructura de glicocalix (magnificacion original
X350; barra=50pm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 132. (B) Magnificacion mayor del drea
seflalizada por las flechas en la imagen (A). La
estructura de glicocalix estd presente en el area
superior derecha pero no en el area inferior
izquierda. Se observan filamentos de bacterias con
forma de espiroquetas en el area inferior izquierda
(magnificacion original X350; barra=5pm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 133. Imagen SEM del 4rea sobreobturada de un
de (A).

bastoncillos cortos (flechas) estin localizados en la capa

espécimen gutapercha. Unos cuantos
superficial de la estructura de glicocalix (magnificacién
original X7500; barra=1pm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 134. (B) Una colonia pequeiia de cocos se
observa en la grieta de la estructura de biofilm
(magnificacion original X10000 barra=1pm).

Noiri y cols. 2002.
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(magnificacién original X5000; barra=Spm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 135. Imagen SEM del area sobreobturada de un | Figura 136. Imagen SEM del
espécimen de gutapercha. Bacterias con forma de espiroqueta | drea periapical de un diente
(flecha) y filamentos (cabeza de flecha), las cuales se ha | extruido (muestra 2). Una

sugerido que son bacterias plancténicas, salen del biofilm | reabsorcién radicular externa

(flecha) esta presente rodeando el
foramen periapical. PL=
ligamento periodontal residual
(magnificacion original X35;
barra=500pm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 137. Imagen SEM de un apice dentro del
cuerpo de la lesion de un diente extraido. (A)
Filamentos o largos bastoncillos colonizan y
constituyen predominantemente la flora bacteriana
mixta en la superficie periapical de la raiz
(magnificacion original X2000; barra=10pm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 138. (B) Estructura de glicocalix maduro (flecha)
y filamentos forman el biofilm (magnificacién original
X3500; barra=5pm).

Noiri y cols. 2002.
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Figura 139. Imagen SEM de un dpice dentro del cuerpo de una
lesion de un diente extraido. Los filamentos, bastoncillos y
bacterias fusiformes forman el biofilm bacteriano en la pared
interna del foramen periapical (magnificacién original X5000;
barra=5Spm).

Noiri y cols. 2002.

Figura 140. Imagen SEM del dpice de un
diente extraido. Cupulas de cemento
(flechas) y una microcolonia se observan en
la superficie radicular préximos al ligamento
periodontal residual (magnificacion original
X3500; barra=5pm).

Noiri y cols. 2002.

FOTOGRAFIAS TOMADAS DURANTE LA ETAPA III: DETERMINACION DE LA
SENSIBILIDAD A SOLUCIONES QUIMICAS DESINFECTANTES EN BACTERIAS

AISLADAS DE LOS CONOS DE GUTAPERCHA.

141 142

143 144

Figuras 141 (Cepa X SM Kocuria palustris), 142 (Cepa III SB S. xylosus), 143 (Cepa VI SM S. sciuri Sh.

Rodentium), 144 (Cepa X SB C2 S. spp). Cepas bacterianas capaces de producir biofilm en tubos de ensayo con

caldo soya tripticaseina.
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147 148

149

Figuras 145 (Cepa I SM C1 S. epidermidis), 146 (Cepa II SB Bacillus spp), 147 (Cepa II SM Kocuria risofila), 148
(Cepa III SB S. xylosus), 149 (Cepa V SM S. spp). Halos de inhibicién creados por las soluciones desinfectantes
sobre las cepas bacterianas puras. Nétese como los bordes de los halos creados por NaOCI 5.25% no son

regulares, e incluso se distinguen algunas colonias bacterianas creciendo dentro de los mismos.
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