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RESUMEN

Una consideraciéon importante durante el tratamiento endoddncico es la
prevencion de la contaminacion del sistema de conductos. La eliminacion o la
reduccion significativa de microorganismos de los conductos radiculares es una
de las caracteristicas fundamentales para un tratamiento exitoso. El uso
inadecuado de los materiales para la obturacion al finalizar el tratamiento
endoddncico, como el caso de los conos de gutapercha, pueden aumentar el
riesgo de contaminacion del sistema de conductos, y asi disminuir las
posibilidades de éxito. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
presencia de contaminacién microbiana en conos de gutapercha de empaques
sellados por el fabricante, mediante tres medios de cultivo (Agar Sangre, BHI y
Bactec). De la misma manera, reconocer la morfologia de cada colonia y
observar su tincibn Gram. Fueron consideradas marcas comercializadas en el
Ecuador (Meta, Dentsply/Maillefer, Becht, Zipperer, New Stetic, y Gapadent).
Los resultados obtenidos muestran que las marcas Meta, Zipperer, Becht y
Gapadent presentan crecimiento microbiano en sus conos de gutapercha. El
7,1% de los conos de gutapercha de empaques sellados no se encontraban
estériles. Asimismo, el 83,3% de las bacterias encontradas fueron Bacilos y el
16,7% fueron Cocos; de los cuales 16,67% fueron Gramnegativos y 83,33%
Grampositivos. En conclusion, los objetivos se cumplieron al demostrar que
conos de gutapercha de empaques sellados no se encontraban estériles,
siendo necesaria la desinfeccién de los conos de gutapercha antes de su uso

con el paciente.

PALABRAS CLAVE: conos de gutapercha, contaminacion, microorganismos.



ABSTRACT

An important consideration during the endodontic treatment is preventing the
contamination of the root canal system. The elimination or a significant
reduction of the microorganisms in the root canals is fundamental for a
successful treatment. The wrong use of materials for filling root canals when the
endodontic treatment is finish, such as the gutta-percha cones, could increase
the risk of contamination of the root canal system and therefore the failure of
the whole treatment. The objective of this study was to evaluate the presence
of microbial contamination in gutta-percha cones of manufacturer's sealed
packages by using three different ways of cultivation which are: Blood Agar,
BHI (Brain Hearth Infusion) and Bactec. Furthermore, get to know the colony
morphology and their tintion Gram. For this study, brands that are sold in
Ecuador were used (Meta, Dentsply/Mailefer, Becth, Zipperer, New Stetic and
Gapadent).The results showed that the brands: Meta, Zipperer, Becht and
Gapadent; presented bacterial growth in their gutta-percha cones. About 7.1%
of the gutta-percha cones in sealed packages were not sterile. Besides, 83.3%
of the bacteria found were Bacillus and 16.7% were Coccus; from which
16.67% were Gram-negatives and 83.33% Gram-positives. In conclusion, the
objectives were achieved when it was demonstrated that gutta-percha cones in
the sealed packages were not sterile. For this reason, it is necessary to use a

disinfectant solution before working with patients.

KEY WORDS: gutta-percha-cones, contamination, microorganisms.
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1. INTRODUCCION

La endodoncia es ciencia y es arte; comprende la etiologia, prevencion,
diagndstico y tratamiento de las alteraciones patologicas de la pulpa dentaria y
sus repercusiones en la region periapical y por consiguiente en el organismo
(Leonardo, 2005, pag. 9). Tiene por objetivo el estudio de la estructura, la
morfologia, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental y de los tejidos

perirradiculares (Canalda Sahli, 2006, pag. 1).

Actualmente esta considerada como una de las ramas mas importantes de la
odontologia, en razéon de su desarrollo técnico cientifico, pero antes de
alcanzar ese grado, estuvo sometida a los mas variados conceptos vy filosofias

que caracterizaron las diversas épocas de su evoluciéon (Leonardo, 2005, pag.

1).

Por otro lado, el tratamiento endodoncico esta conformado por dos fases
iniciales las cuales son cruciales: la primera es la fase mecanica, que implica la
instrumentacion; y la fase quimica, que implica el uso de soluciones
antimicrobianas como agentes de irrigacion. La tercera fase del tratamiento
endododncico es el relleno del sistema de conductos, el cual debe sellar
herméticamente los conductos, en tres dimensiones desde el tercio apical

hasta el tercio coronal.

Uno de los objetivos principales en el tratamiento endoddncico, es la
eliminacién o reduccion de los microorganismos presentes en el sistema de
conductos radiculares; preservando la integridad y salud de los tejidos vitales

adyacentes como los tejidos periradiculares (Siqueira, 2003, pag. 459).
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La medicacion intracanal es una herramienta valiosa, capaz de controlar
infecciones. Es necesaria para la completa eliminacion microbiana en el
sistema de conductos radiculares y para la eliminacién de microorganismos
que se encuentran en lugares donde ni los instrumentos, ni los irrigantes
pueden llegar. A la vez, en los casos de canales radiculares que requieren mas
de una visita para finalizar el tratamiento, la cantidad existente de bacterias
después de cada cita es la suficiente como para desarrollar y reinfectar el

espacio de conductos radiculares entre citas (Siqueira, 2003, pag. 459).

Siqueira y col., demostraron que con la instrumentacion e irrigacion se eliminan
el 90% de las bacterias. EI 10% restante de microorganismos pueden
potencialmente proliferar entre citas. Es por esto que la medicacién intracanal
se han propugnado para promover la desinfeccion o erradicacion de
microorganismos en los tubulos dentinarios y la recontaminacioén del conducto
radicular entre citas. Por lo tanto, el uso de medicamentos intraconducto ayuda
en la prevencion del dolor postoperatorio causado por la persistencia de

microorganismos intraconducto o por invasores microbianos secundarios.

Los microorganismos juegan un papel fundamental en la etiologia de las
enfermedades pulpares y periapicales. Un esfuerzo considerable debe hacerse
para eliminar los microorganismos existentes en el sistema de conductos
radiculares y evitar el ingreso de otros. En la terapia endoddncica, una
secuencia aséptica es una de las principales preocupaciones de los
profesionales durante todas las fases del tratamiento endoddncico, dentro de
las cuales se encuentra la obturacion (Souza, Souza, Sousa-Neto, & Linhari

Rodrigues Pietro, 2003, pag. 76).
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La obturacion es un procedimiento importante en el tratamiento endoddncico,
ya que previene una reinfeccion del conducto radicular y previene la exodoncia.
Se debe tener cuidado durante este procedimiento evitando la contaminacion
cruzada del conducto radicular por los instrumentos o materiales de relleno

(Pang, Jung, & Bae, 2007, pag. 294).

En la practica clinica, el profesional se enfrenta en ocasiones con el problema
de la infecciéon que se produce después de la obturacién de los conductos
radiculares. Una explicaciéon posible para este fendmeno puede ser la
introduccién de conos de gutapercha contaminados dentro del conducto

radicular (Ozalp, Okte, & Ozcelik, 2006, pag. 1202).

La gutapercha es un polimero de isopreno similar al caucho. Se obtiene del
exudado de ciertos arboles del archipiélago malayo, el mismo se hace plastico
a temperaturas mayores de 60 °C (Palma Cardenas & Sanchez Aguilera, 2010,
pag. 224).Los conos de gutapercha estan compuestos por gutapercha (19-
21%), oxido de zinc (60-75%), sulfatos metalicos, ceras y resinas en pequeinas
cantidades. El componente mayor es el oOxido de zinc, sin embargo, el
comportamiento del material se asemeja mas al de los materiales organicos. El
oxido de zinc es el responsable de las propiedades antibacteriales de los conos

de gutapercha (Macchi, 2007, pag. 362).

Debido a la caracteristica termoplastica de los conos de gutapercha, estos no
pueden ser esterilizados por el proceso convencional, en el que se utiliza calor
humedo o seco, ya que esto puede provocar una alteracion en la estructura de
la gutapercha. Los conos de gutapercha deben ser esterilizados por soluciones

quimicas como: polividona yodada, glutaraldehido, hipoclorito de sodio,
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peréxido de hidrogeno, clorhexidina, paraformaldehido, alcohol etilico, amonio
cuaternario, y recientemente se utiliza la irradiacion electronica. Estas
soluciones no alteran las caracteristicas, ni la estructura de la gutapercha como
lo hace el calor (Souza, Souza, Sousa-Neto, & Linhari Rodrigues Pietro, 2003, pag.

76).

Los conos de gutapercha, en la actualidad, son el material mas utilizado en la
obturacion del sistema de conductos y pueden ser contaminados por agentes
patogenos durante la manipulacién y/o procesos de almacenamiento en las
clinicas (Pang, Jung, & Bae, 2007). Existen muy pocos estudios que sustentan
que conos de gutapercha tomados de envases sellados puede estar
contaminados por una variedad de microorganismos, tales como cocos,
varillas, bacilos, esporas, y levaduras (Ozalp, Okte, & Ozcelik, 2006, pag.

1202).

Son muy pocos los estudios que abordan este tema en el Ecuador y en el
mundo. Es por eso que el objetivo de esta investigacion es la evaluacion del
grado de contaminacién de conos de gutapercha comercialmente disponibles,
tomados directamente desde sus cajas selladas por el fabricante; y asi mismo

observar la forma de estos microorganismos y su tincion Gram.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Objetivo General:

Evaluar el grado de contaminacion de conos de gutapercha tomados
directamente de empaques sellados por el fabricante de las marcas Meta,
Becht, Dentsply/Maillefer, Zipperer, New Stetic, Gapadent disponibles en el

mercado ecuatoriano.

2.2 Objetivo Especifico:

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca
Meta

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca
Dentsply/Maillefer

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca
Hygenic

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca
Becht

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca New
Stetic

* Identificar el grado de esterilidad de los conos de gutapercha marca
Gapadent

* Identificar cual de las marcas de conos de gutapercha a estudiar se
encuentra estéril en su empaque

* Identificar que marcas de conos de gutapercha muestran crecimiento

microbiano después de 72 horas de cultivo en agar sangre.
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Identificar que marcas de conos de gutapercha muestran turbidez
después de 72 horas de cultivo en BHI.
Identificar la forma de los microorganismos.

Clasificar los microorganismos de acuerdo a la tincién Gram.
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3. JUSTIFICACION

Uno de los objetivos primordiales en el tratamiento endoddncico es la
eliminacién 6 reduccion de los microorganismos presentes en los conductos

radiculares.

Microorganismos infecciosos pueden ser eliminados con la preparacion
biomecanica de los conductos. Sin embargo, en contraste con el cuidado que
se toma en la limpieza y conformacion de los conductos; la obturacién puede
ser un procedimiento para la contaminacion de los mismos si instrumentos no

estériles y materiales de relleno contaminados entran al sistema de conductos.

Se ha argumentado que la prevencion de la contaminacion se convierte en un
problema porque los conos de gutapercha que se utilizan para obturar el
espacio del conducto radicular, no son esterilizables en el calor. Este
argumento provocO una serie de estudios en los que se probaron diferentes
agentes quimicos en la descontaminacion de los conos de gutapercha. En
muchos de estos estudios, los investigadores contaminan intencionalmente los
conos de gutapercha con diversas cepas de bacterias antes de probar la

eficacia de estos descontaminantes quimicos.

Es interesante observar que solo hay pocos estudios publicados en los que se
evalua la contaminacion de conos de gutapercha tomados directamente de su
empaque sellado. En 1971, Montgomery publico un articulo, en el que los
conos de gutapercha fueron sacados del embalaje de fabrica original y se
colocaron directamente en medios de cultivo. En este estudio, ocho por ciento
de los conos mostraron un crecimiento microbiano. Montgomery llegé a la

conclusién de que los microorganismos identificados fueron patégenos, lo que
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indica la necesidad de descontaminar los conos de gutapercha antes de
colocarlos en los conductos radiculares. Doolittle y sus colegas, en 1975,
tomaron 24 puntas de gutapercha directamente de la caja del fabricante y los
colocaron en un medio de cultivo. Ninguno de los conos de gutapercha dieron
positivos para el crecimiento microbiano. Estudios posteriores que se realizaron
utilizando agentes quimicos para la descontaminacién rapida de conos de

gutapercha, se basaron en el articulo de Montgomery.

Por todo lo anteriormente expuesto, es necesario realizar mas estudios para la
deteccion de agentes microbianos en las diferentes marcas de conos de
gutapercha comercializadas en el Ecuador. Y confirmar la existencia de

microorganismos en los conos de gutapercha de empaques sellados.

4. HIPOTESIS

Los conos de gutapercha que se venden comercialmente, se encuentran

estériles dentro de sus empaques sellados.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Definicion de Endodoncia:

Endodoncia es ciencia y es arte, comprende la etiologia, prevencion,
diagndstico y tratamiento de las alteraciones patologicas de la pulpa dentaria y
de sus repercusiones en la region periapical y por consiguiente en el organismo

(Leonardo, 2005, pag. 9).

La Endodoncia constituye una ciencia, integrada en el conjunto de las ciencias
de la salud. Su objetivo es el estudio de la estructura, la morfologia, la fisiologia
y la patologia de la pulpa dental y de los tejidos perirradiculares (Canalda Sahli,

2006, pag. 1).

5.2Limpieza, conformacién y obturaciéon del sistema de

conductos

El tratamiento endoddncico tiene dos fases iniciales que son cruciales: la fase
mecanica, que implica la instrumentacion, y la fase quimica, que implica el uso
de soluciones antimicrobianas como agentes de irrigacion. La tercera fase del
tratamiento endodoncico es el relleno del sistema de conductos, el cual debe
sellar lo mas herméticamente posible los conductos, en tres dimensiones y a la
vez, debe tener un buen selle apical como coronal (Pina-Vaz, Noites, Fontes de

Carvalho, & Espinar, 2008).

Es un hecho universalmente aceptado que un resultado exitoso en el
tratamiento endoddéncico depende de estos tres factores: la limpieza y
conformacion, desinfeccion y obturacion tridimensional del sistema de

conductos radiculares. Aunque es imposible determinar cual de los tres
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factores es el mas importante es obvio que el clinico debe conceder la misma
atencion a todos los pasos en el tratamiento endododncico. (Gheorghita,

Tuculina, Diaconu, Andrei, Moraru, & Bataiosu, 2011).

Segun Schilder, existen cinco objetivos en la limpieza y la conformacion para
mejorar tanto el éxito de la endodoncia como la comodidad del paciente
durante el tratamiento. 1. Limitar la instrumentacion a los conductos
radiculares. No instrumentar el hueso ni las lesiones periapicales.

2. Tener cuidado de no introducir material necrético mas alla del agujero apical.
3. Eliminar completamente el tejido necrético del conducto radicular.

4. Completar la limpieza y conformacion de los dientes uniradiculares en una
sola visita y, siempre que sea posible, preparar los dientes multiradiculares uno
alavez.

5. Ampliar el canal radicular lo suficiente para recibir la medicacién intracanal.

5.2.1 Limpieza del Conducto Radicular

Segun Soares, la limpieza implica la remocion del tejido pulpar contenido en el

conducto dentinario.

La desbridacion de los conductos, como parte del proceso de limpieza y
preparacion, es la eliminacibn de sustratos que alimentan a los
microorganismos. Como el sistema de conductos es irregular, los instrumentos
no alcanzan todas las aletas, puntos ciegos y areas entre los conductos
principales. Los irrigantes enjuagan y aflojan los residuos, proporcionan
lubricacion, ejercen accidn antimicrobiana y disuelven algunos residuos en el
conducto. El hipoclorito de sodio (NaOCI 2.5 al 5.25%) se considera el irrigante

de eleccion; tiene la capacidad de disolver algunos residuos organicos en
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areas que no alcanzan los instrumentos y es un agente antimicrobiano
excelente, aunque tiene una accion limitada en los conductos. Se puede
obtener mayor accion quimica al irrigar los conductos con mas frecuencia y
volumen. Un sistema de conductos con residuo pulpar necrético puede
almacenar bacterias en las aletas u otras areas no instrumentadas. Para ser
eficiente, el irrigante debe alcanzar los residuos en estas areas. Los
aditamentos sonicos mejoran ésta accion. El liquido debe colocarse de manera
pasiva y profunda dentro del conducto sin acufar la aguja para no forzar de
manera inadvertida el irrigante a los tejidos perirradiculares, donde producen
dolor, inflamacién y quiza parestesia; para evitar que suceda esto se utiliza una
aguja endododncica roma; un acceso en linea recta y la forma conica adecuada
en la preparacion del conducto mejora la limpieza al permitir mayor penetracion
de la aguja y por tanto una irrigacion mas eficiente (Torabinejad & Walton,

2010).

5.2.2 Conformacion del Conducto Radicular

La conformacion (o instrumentacidn) tiene por objetivo la creacion de
condiciones morfolégicas y dimensionales para que el conducto pueda
obturarse de manera correcta. El cuidado de esos dos aspectos dara al
conducto una forma tridimensional adecuada para la obturacion (Soares, 2002,

pag. 86).

5.2.3 Irrigacion y Desinfeccidén

La conformacion y desinfeccion de los conductos son dos actividades que
estan intimamente relacionadas. Mientras haya una ampliacion suficiente del

conducto, el agente irrigante tendra mejor penetrabilidad y asi efectuara la
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desinfeccion del sistema de conductos.

Actualmente se acepta que la desinfeccion del conducto radicular es uno de los
aspectos que merecen mas atencidn durante el tratamiento endoddncico, ya
que mediante la irrigacién con un agente quimicamente activo, se disuelven los

restos organicos dentinarios y los remanentes pulpares.

La accion de irrigacion se debe realizar desde el mismo momento en que
tenemos acceso a la camara pulpar y luego hacerlo repetidamente mientras se
realiza la conformacién del conducto entre un lima y otra (Tobdn C., 2003, pag.

64).

5.2.4 Medicacion intracanal

Los microorganismos que no se eliminan del conducto se multiplican entre las
citas. La colocacion de una torunda de algodon seca y estéril puede permitir el
crecimiento de bacterias. Desde hace tiempo se utilizan medicamentos
intraconducto, casi siempre fenoles como el formocresol, paraclorofenol
alcanforado, eugenol y haloides (yoduro de yodo-potasio). Estos medicamentos
son antigénicos y citotdéxicos y son eficaces soélo por un periodo corto. El
recubrimiento intraconducto actual de eleccion es el hidroxido de calcio, que
tiene un mayor efecto antimicrobiano entre las citas que los agentes antes
enumerados; muestra capacidad para disolver la pulpa in vitro; este efecto no
se ha demostrado en los conductos. Sin embargo, su uso intraconducto
fomenta la eficacia con hipoclorito de sodio en las citas subsecuentes, el cual
también mejora la eficacia antimicrobiana.El polvo del hidroxido de calcio se
mezcla con agua, glicerina o suero fisiolégico para formar una pasta espesa;

esta pasta, o la preparacién comercial se coloca en la camara pulpar con un
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instrumento plastico, o una jeringa y se lleva hacia abajo en cada conducto con
un léntulo en espiral, un empacador o con lima al girarlas contra las manecillas

del reloj (Torabinejad & Walton, 2010).

5.2.5 Obturacion del conducto radicular

La obturacion del sistema de conductos radiculares tiene por objetivo el llenado
de la porcidon conformada del conducto con materiales inertes y antisépticos
que promuevan un sellado estable y tridimensional y estimulen —o no

interfieran- con el proceso de reparacion. (Soares, 2002)

Es axiomatico que el sellado tridimensional del conducto radicular por medio de
la obturacién se constituye en un procedimiento de importancia fundamental. Al
ocupar el espacio creado por la conformacion, la obturacidn se constituye en
un procedimiento de importancia fundamental. Al ocupar el espacio creado por
la conformacion, la obturacion torna inviable la supervivencia de los
microorganismos, evita el estancamiento de liquidos, ofrece condiciones para
que se produzca la reparacion y contribuye asi, de manera decisiva, con el

éxito de la terapéutica endoddncica. (Soares, 2002, pag. 141)

5.2.5.1 Materiales Obturadores

De los materiales a ser utilizados durante el procedimiento de obturacion se
exigen una serie de propiedades que pueden ser divididas en biolégicas y
fisico-quimicas. Desde hace mucho tiempo se buscan materiales para obturar
conductos radiculares que mas se aproximen a lo ideal, considerando estas

propiedades.
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5.2.5.1.1 Propiedades bioldgicas

* Buena tolerancia tisular

* Ser reabsorbido en el periapice en casos de sobreobturaciones
accidentales

* Estimular o permitir la aposicion de tejido fibroso de reparacion en el
foramen

* Tener accion antimicrobiana

* No desencadenar respuesta inmune en los tejidos apicales y
periapicales

* No ser mutagénico o cancerigeno

5.2.5.1.2 Propiedades fisico quimicas

* Facilidad de introduccién en el conducto radicular

» Ser plastico en el momento de la introduccién y solido posteriormente
* Propiciar buen tiempo de trabajo

* Permitir un sellado del conducto radicular lo mas hermético posible
* No debe experimentar contracciones

* No debe ser permeable

* Debe tener buena fluidez

* Tener buena viscosidad y adherencia

* No solubilizarse en el interior del conducto radicular

* No contraerse

* Tener pH préximo a neutro

* Ser radiopaco

* No manchar las estructuras dentales
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¢ Ser facil de remover

5.2.5.2 Clasificacion de los Materiales de Obturacion
5.2.5.2.1 Materiales en estado sodlido

* Conos de gutapercha
* Conos de resina

5.2.5.2.2 Materiales en estado plastico

¢ Cementos

5.3 Conos de Gutapercha

5.3.1 Historia de los conos de gutapercha e estudios realizados

Mucho antes de que la gutapercha sea utilizada como un material obturador,
esta fue introducida en el mundo occidental. Se la utilizé en forma cruda por los
nativos del archipiélago malayo para la fabricacion de mangos de cuchillos,
bastones, entre otros fines. La primera persona en descubrir este material fue
John Tradescant después de sus viajes al Extremo Oriente en 1656, y lo
nombré como "Mazer wood". Pero el honor en la introduccion de este material
va al doctor William Montogmerie, que era un médico en el servicio de la India.
El fue el primero en apreciar el potencial de este material en la medicina y fue
galardonado con la medalla de oro por la Royal Society of Arts, Londres, en

1843 (Prakash, Gopikrishna, & Kandaswamy, 2005, pags. 82-83).

Tan pronto como se introdujo la gutapercha, esta fue utilizada como medio
para aislar cables subterraneos en el fondo del mar. La primera patente de la
gutapercha fue realizada por Alexander, Cabriol y Duclos con el nombre de

"Gutta-percha Fabric". En 1845, Hancock y Bewley formaron la primera
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compainia de gutapercha en el Reino Unido (Prakash, Gopikrishna, &

Kandaswamy, 2005, pags. 82-83).

En medicina, se utilizaba como férulas para unir fracturas en articulaciones y
también para la fabricacion de mangos de pinzas, catéteres, etc. Igualmente se
utilizada para controlar la hemorragia de heridas. La gutapercha también fue
utilizada para enfermedades de la piel por los dermatélogos, en particular
contra la viruela, erisipela, psoriasis y eczema (Prakash, Gopikrishna, &

Kandaswamy, 2005, pags. 82-83).

La gutapercha se introdujo por primera vez en el campo de la odontologia por
un dentista de Connecticut, el Doctor Asa Hill, en 1847. Esta se utiliz6 como
material restaurador de plastico. La mezcla de carbonato de cal y de cuarzo se

lo llamo "Hill’sstopping”. (Shnaydman, 2011)

El Doctor G.A. Browman, en 1867, introdujo la gutapercha en Endodoncia
como material de obturacion de conductos radiculares. Este material aun sigue
siendo el material mas popular y mas utilizado en la obturacion de los mismos,
esto se debe a su facilidad de uso, su costo reducido y su biocompatibilidad

con los tejidos periapicales.

Holland et al., evaluaron la respuesta tisular de implantes de gutapercha de
diferentes marcas (Caulk, Antaeos, Mynol, Odame y gutapercha en barra de la
casa S.S White) en el tejido conjuntivo subcutaneo de ratones, por periodos de
30 y 60 dias. Concluyeron que la respuesta de los tejidos a los conos de
gutapercha estudiados fue similar, excepto los de Caulk/Dentsply. Siendo éstos
considerados materiales poco irritantes para el tejido conjuntivo, en el que s6lo

se observo una reaccion inflamatoria moderada. Estos resultados también se
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corroboraron en seres humanos.

Wolfson & Seltzer evaluaron la reaccion del tejido conjuntivo de ratones ante
las siguientes marcas de conos de gutapercha: Premier, Kerr, Mynol, Star y
Union-Broach, ademas de la Kloroperka y Poly (una composicion que contiene
gutapercha natural e hidroxido de calcio) y obtuvieron respuestas inflamatorias
clasificadas como leve o ausente para todos los materiales, excepto la
Kloroperka que produjo una grave destruccidn de los tejidos con formacion de

abscesos, hasta el periodo final de 64 dias.

Marques analizé en tejido subcutaneo de ratones la biocompatibilidad de los
conos principales de gutapercha de las marcas, Caulk, Odame, Kerr y Maillefer.
Los resultados obtenidos a los 7, 21 y 60 dias, mostraron en todos los grupos,
una capsula fibrosa abundantemente celularizada a los 21 dias, y se observo
colagenizacion de la misma en todos los grupos. Concluyeron que los conos de
gutapercha, de las diferentes marcas probadas, eran bien tolerados por el

tejido conjuntivo subcutaneo de ratones.

Aunque actualmente los trabajos de investigacion sefialen la gutapercha como
material bien tolerado por los tejidos, es importante destacar que éste debe
localizarse en el interior del conducto radicular, pues cuando extravasa hacia
los tejidos periapicales, no experimenta reabsorcién. Cuando el cono de
gutapercha sobrepasa hacia los tejidos periapicales, generalmente se observa
que ese material permite la formacion de una capsula fibrosa a su alrededor

(Leonardo, 2005).
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5.3.2 Proveniencia de los Conos de Gutapercha

La gutapercha es una sustancia vegetal extraida del coagulo del latex de un
arbol de las familias de las Sapotaceas (Mimusops balata y Mimusopshiberi),
existentes en el sureste de Asia principalmente en Sumatra, Filipinas y el
archipiélago indonesio, aunque se encuentran también en otras partes del
mundo, como en la selva amazodnica de Brasil. La palabra gutapercha es de
origen malayo y tiene el siguiente significado: gatah, goma y pertja, es el
nombre del arbol en el idioma malayo (Prakash, Gopikrishna, & Kandaswamy,

2005).

5.3.3 Composicién de los Conos de Gutapercha

Después de purificar la materia prima, originalmente obtenida para
confeccionar los conos, se le agregan varias sustancias para mejorar sus
propiedades fisico quimicas, principalmente la dureza, la radiopacidad, la
maleabilidad y la estabilidad. Entre esas sustancias podemos mencionar el
oxido de zinc, el carbonato de calcio, el sulfato de bario, el sulfato de estroncio,
el catgut pulverizado, las ceras, las resinas, el acido, los colorantes y el aceite

de clavo.

La gutapercha integra la composicion de los conos en una proporcion del 20%,
aproximadamente, y el 6xido de zinc en el 60% al 75%, y los demas elementos

en proporciones menores que varian entre el 1,5% y el 15%.

5.3.4 Formas cristalinas de los conos de gutapercha

La gutapercha se presenta en dos formas cristalinas, alfa y beta, con

caracteristicas diferentes desde el punto de vista molecular y termoplastico. Por
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ejemplo, la gutapercha alfa tiene una temperatura de ablandamiento mas
elevada que la beta (65°C y 56°C, respectivamente). La que se expende

comercialmente es la forma beta (Macchi, 2007, pag. 362).

Cuando la gutapercha se encuentra en su forma 3 es solida, cuando esta es
calentada se vuelve mas maleable, mientras que en la forma a es pegajosa.
Cuando la gutapercha en forma [ se calienta por encima de 46°C, cambia a la
fase a y llega a ser flexible y puede fluir. Esto es muy util para las técnicas
termoplasticas cuando se las utilizan. Cuando la fase a de la gutapercha se
enfria, esta se cristaliza a la forma 3 con una ligera contraccién de entre 1y 2%

(Schilder, 1974).

Hoy en dia, se sabe que la fase a tiene la mayor pureza de la gutapercha,

mayor adhesividad y mayor fluidez, pero menor es su estabilidad dimensional.

5.3.5 Tipos de Conos de Gutapercha

5.3.5.1 Tipo I: Principales (estandarizados)

Los conos de gutapercha principales son los que deben adaptarse (ajustarse)
en el area del tope apical (preparacién apical), deben entonces estar
numerados de acuerdo con los numeros que corresponden a los instrumentos

estandarizados.

También los conos de gutapercha principales deberan tener una conicidad
uniforme de 0,02 m por milimetro de longitud y diametros denominados Dy, D+,

D3 y Dig equivalentes a los diametros de los instrumentos estandarizados.

Muchas industrias especializadas, ofrecen conos de gutapercha principales,

siendo que algunas usan en su fabricacion mas cantidad de 6xido de zinc, lo
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que los deja mas rigidos, quebradizos y menos pastificables. Los conos de
gutapercha maleables son los mejores para la condensacion lateral. La luz, el
calor y el almacenamiento prolongado alteran la estructura cristalina de la

gutapercha y dejan los conos mas quebradizos.

Los conos principales son los que generalmente van a llenar la mayor parte del
conducto y van a adaptarse de la mejor forma posible en el tope apical. Estos
conos seran excesivamente manipulados durante su adaptacion clinica y por
eso deben ser de buena calidad. Como ya se ha dicho, son estandarizados, asi
como los instrumentos utilizados para la preparacion de los conductos

radiculares (Leonardo, 2005, pags. 954-962).

5.3.5.2 Tipo Il: Auxiliares o Accesorios (convencionales)

Los conos auxiliares se utilizan para llenar, juntamente con la condensacion
lateral activa, los espacios existentes entre el cono principal y las paredes del
conducto radicular. Tienen forma mas coénica, con puntas bien finas que
facilitan su introduccion en los espacios abiertos por los espaciadores, en el
momento de la obturacion de los conductos radiculares. (Leonardo, 2005,

pags. 954-962)

Los conos de gutapercha auxiliares deberan tener una conicidad uniforme de
0,02mm/mm y diametro denominados D4, D3 y D1 equivalentes a los diametros

de los instrumentos.
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5.4 Microbiologia Basica

Se podria imaginar la emocion que sintié en 1674 el bidlogo holandés Antén
van Leeuwenhoek cuando examino con sus lentes de microscopio una gota de
agua y descubrié un mundo formado por millones de diminutos <animaculos>.
Aproximadamente cien afos después el bidlogo danés Otto Muller amplié los
estudios de van Leeuwenhoek y, siguiendo los métodos de clasificacion de
Carlos Linneo, organiz6 a las bacterias en géneros y especies. Se trataba del
inicio de la clasificacién taxondmica de los microorganismos. En 1840, el
anatomopatélogo aleman Friedrich Henle propuso unos criterios para
demostrar que lo microorganismos eran responsables de la aparicion de
enfermedades en el ser humano (la denominada <teoria de los gérmenes> de
las enfermedades). En los afos setenta y ochenta del mismo siglo, Robert
Koch y Louis Pasteur confirmaron esta teoria mediante una serie de elegantes
experimentos en los que demostraron que los microorganismos eran
responsables de la aparicion del carbunco, la rabia, la peste, el célera y la
tuberculosis. Mas adelante, otros brillantes cientificos confirmaron que una
amplia variedad de microorganismos producian otras enfermedades humanas.
La era de la quimioterapia comenzo6 en 1910, cuando el quimico aleman Paul
Ehrlich descubrié el primer compuesto antibacteriano, un compuesto que
resultd efectivo contra la espiroqueta causante de la sifilis. Los afos
posteriores asistieron al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming
en 1928, la sulfanilamida en 1935 por Gerhard Domagk y la estreptomicina por
SelmanWaksman en 1943. En 1946, el microbidlogo estadounidense John
Enders fue el primero en cultivar virus en cultivos celulares, proporcionando asi

un medio para la produccién a gran escala de cultivos viricos para el desarrollo
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de vacunas. Los primeros pasos de estos innovadores investigadores han sido
seguidos por miles de cientificos que, trabajando con los fundamentos
establecidos por sus predecesores, han afiadido mas y mas datos para ampliar
los conocimientos sobre los microorganismos y el papel que ejercen en la

aparicion de las enfermedades. (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006, pag. 1)

El mundo descubierto por Van Leeuwenhoek era complejo y estaba formado
por protozoos y bacterias de todas las formas y tamanos. Sin embargo, la
complejidad de la microbiologia médica actual se acerca al limite de la
imaginacion. Asi, en la actualidad se sabe que existen miles de diferentes tipos
de microorganismos que viven en el interior, la superficie o alrededor del ser
humano y, asimismo, pueden contarse por centenares los que son capaces de

provocar en él enfermedades graves. (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006, pag.

1)

5.4.1 Clasificacion de los microorganismos

5.4.1.1 En base a la presencia o ausencia de nucleo:

5.4.1.1.1 Procariotas

* Ejemplo: Bacterias

* Nucléolo y membrana nuclear ausentes

* Cromosoma unico

* Ausencia de organelas que delimitan la membrana
* Ribosomas -70s

* Respiracién por la membrana celular
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Figura #1: Principales caracteristicas de los procariotas (Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2006, pag. 12)

5.4.1.1.2 Eucariotas

* Ejemplo: Hongos, protozoos, algas, etc.

* Nucléolo y membrana nuclear presentes

* Cromosomas multiples

* Presencia de organelas que delimitan la membrana
* Ribosoma -80s

* Respiracién por mitocondrias
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Figura #2: Principales caracteristicas de los eucariotas (Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2006, pag. 12)

5.4.1.2 Los microorganismos pueden ser clasificados en términos

generales en:

e Bacterias
e \Virus
* Hongos

* Parasitos (Rao, 2011)

5.4.2 BACTERIAS

El organismo humano esta habilitado por miles de especies bacterianas
distintas; mientras algunas mantienen una relacién parasitaria temporal, otras
habitan en el ser humano de manera permanente. También se encuentran
bacterias en el ambiente, como el aire que se respira, el agua que se bebe y
los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son relativamente

avirulentas, otras son capaces de provocar enfermedades potencialmente
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mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos toxicos de los productos
bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de regiones corporales estériles.

(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006, pag. 2)
5.4.2.1Clasificacioén fenotipica de las bacterias
5.4.2.1.1 De acuerdo con su forma

* Cocos: células esférica/ovales

* Bacilos: células en forma de bastones

* Vibrios: células con forma de coma (movilidad vibratoria)
* Espirilos: formas espirales rigidas

* Espiroquetas: formas espirales flexibles

* Actinomicetos: forma filamentosa ramificada

* Micoplasma: no tiene una morfologia estable

* Pleomorfico: formas variables (Rao, 2011, pag. 63)

20 2
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Figura #3: Morfologia de la bacterias (Giraldo, 2011)
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5.4.2.1.2 De acuerdo con la clase de flagelos:

Atriquio
Monotrico
Lofotrico
Anfitrico

Peritrico

5.4.2.1.3 De acuerdo con la disposicidon de las células:

En pares -Diplococos
En cadenas -Estreptococos
En cuatro -Tétrada

En ocho -Sarcina

En racimos -Estafilococos

5.4.2.1.4 De acuerdo con las caracteristicas fisiolégicas:

Aerobios obligados:

. Requiere de O para crecer

. Posee catalasa y superoxidodismutasa. Ejemplo: Mycobacterium

tuberculosis

Anaerobios facultativos:

. Crece en presencia o ausencia de O,

. Posee catalasa y superdxidodismutasa. Ejemplo: Estreptococo mutans

Microaerofilico:

. Crece en areas con menos tension de O

. Contiene superdéxidodismutasa

No posee catalasa. Ejemplo: Campylobacter
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IV.  Anaerobios obligados:
a. Crecen en ausencia de O;
b. Carecen de superoxidodismutasa y catalasa

5.4.2.1.5 De acuerdo con el tamaio del organismo:

Normalmente el tamafo de la bacteria es de: 1,5 u de ancho y 2-6 u de largo

* El mas pequeno: Micoplasma (0,1 u)
* El mas grande: Beggiatoa (26-60u)

5.4.2.1.6 De acuerdo con la tincion de Gram:

* Gram positiva: resiste la decoloracion y conserva la tincién original
* Gram negativa: logra la decoloracion y acepta la contratincion.
Esta diferencia es debido a la diferencia en la permeabilidad de la pared celular

de la bacteria y la membrana citoplasmatica al complejo de yodo y colorante.

5.4.2.2Estructura de las bacterias

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son
microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares
sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo
endoplasmico que se reproducen por division asexual. (Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2006)

La pared celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas
basicas: una pared celular grampositiva con wuna gruesa capa de
peptidoglucano y una pared celular gramnegativa con una delgada capa de
peptidoglucano, asi como una membrana externa. (Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2006, pag. 2)
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Las bacterias tienen una envoltura externa que consiste en una pared celular
rigida que constituye la forma de la célula. La pared celular tiene un espesor de
10-25 nandmetros aproximadamente. Esta pared celular tiene antigenos
bacterianos responsables de la virulencia e inmunidad del organismo. (Rao,

2011, pag. 62)

Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia
sobreviviendo tan solo en el interior de células del organismo anfitrion o en un
ambiente hipertonico. La membrana citoplasmatica interna es una capa
delgada de 5-10 nanometros de espesor que reviste la célula por dentro. Es de
caracter semipermeable y permite el intercambio de nutrientes y metabolitos a

través de la célula. (Rao, 2011, pag. 62)

El citoplasma de las bacterias esta desprovisto de organelas como el reticulo
endoplasmatico. Pero contiene ribosomas, mesosomas y vacuolas. Los
ribosomas son los centros para la sintesis de proteinas. Los mesosomas son
estructuras vesiculares, contorneados, presentes como invaginaciones de la
membrana plasmatica. Son los sitios principales de las enzimas respiratorias
en las bacterias y son analogos a las mitocondrias en los eucariotas. Las
vacuolas son estructuras celulares que almacenan productos de nutricidon
(azucares, sales, proteinas)o de desecho, y pueden contener enzimas

lisosémicas (Rao, 2011, pag. 62).

Los nucleos bacterianos no poseen membrana nuclear o nucléolo. EI genoma
consiste en una molécula de DNA de doble filamento dispuesto en la forma de
un circulo. Las bacterias también poseen cierto material genético extranuclear

llamado plasmidos o episomas que contribuyen a las propiedades como
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toxigenicidad y resistencia a la droga. (Rao, 2011, pag. 62)

Algunas bacterias secretan un material viscoso alrededor de su superficie.
Cuando esta bien organizado con una estructura definida, se llama capsula. Si
no esta bien organizado, entonces se llama capa de limo. Este material
capsular es de naturaleza antigénica y puede demostrarse por varios métodos
serologicos. Las capsulas protegen a las bacterias contra los agentes
deletéreos como las enzimas liticas y también contribuyen a la virulencia del

organismo mediante la inhibicion de la fagocitosis (Rao, 2011, pag. 62).

5.4.2.2.1 Pared celular de las bacterias

Las bacterias Grampositivas se diferencian de las Gramnegativas en la
estructura de la pared celular y en sus componentes y sus funciones. Los
componentes de la pared celular son también exclusivos de las bacterias, y su
estructura repetitiva desencadena respuestas inmunitarias innatas protectoras
en el ser humano. Las membranas citoplasmicas de la mayor parte de los
procariotas estan rodeadas de unas rigidas capas de peptidoglucano, salvo en
las arqueobacterias (las cuales contienen seudoglucanos o seudomureinas
relacionadas con el peptidoglucano) y los micoplasmas (las cuales carecen de
pared celular). El peptidoglucano es el elemento que proporciona rigidez, por lo
que también determina la forma de cada célula bacteriana. Las bacterias
Gramnegativas estan envueltas ademas por membranas externas (Murray,

Rosenthal, & Pfaller, 2006, pags. 15, 16).
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5.4.2.2.1.1 Bacterias Grampositivas

Una bacteria grampositiva posee una pared celular gruesa que consta de
varias capas y esta formada principalmente por peptidoglucano que rodea la
membrana citoplasmica. El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma de
malla con una funcion semejante a la del exoesqueleto de los insectos. Sin
embargo, y a diferencia de esta ultima estructura, el peptidoglucano de la
célula es lo suficientemente poroso como para permitir la difusién de los
metabolitos a la membrana plasmatica. El peptidoglucano es un elemento para
la estructura, la replicacidén y la supervivencia de las células en condiciones
normalmente hostiles en las que proliferan las bacterias. Durante una infeccion,
el peptidoglucano puede interferir en la fagocitosis y estimular diversas
respuestas inmunitarias, como procesos pirogénicos (Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2006, pag. 16).

El peptidoglucano puede degradarse mediante el tratamiento con lisozima. La
lisozima es una enzima presente en la mucosidad y las lagrimas del ser
humano que también producen las bacterias y otros microorganismos. Esta
enzima es capaz de degradar el esqueleto de glucano del peptidoglucano. Sin
el peptidoglucano, la bacteria sucumbe a las grandes diferencias de presion
osmotica existentes a uno y a otro lado de la membrana citoplasmica y
experimenta un fendmeno de lisis. La eliminacion de la pared celular produce
un protoplasmo, el cual experimenta un proceso de lisis a no ser que se

estabilice osmaoticamente (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006, pag. 16).

La célula grampositiva puede poseer también otros componentes, como los

acidos teicoicos y lipoteicoicos, y polisacaridos complejos. La proteina M de los
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estreptococos y la proteina R de los estafilococos también se asocian al
peptidoglucano. Los &acidos teicoicos son unos polimeros hidrosolubles de
fosfatos de poliol que estan unidos al peptidoglucano mediante enlaces
covalentes y son fundamentales para la viabilidad celular. Los acidos
lipoteicoicos poseen un acido graso y se encuentran unidos a la membrana
citoplasmica. Estas moléculas son antigenos de superficie frecuentes que
diferencian los serotipos bacterianos y favorecen la fijaciéon a otras bacterias y
a receptores especificos localizados en la superficie de las células de los
mamiferos. Los acidos teicoicos constituyen unos senalados factores de
virulencia. Los acidos lipoteicoicos son expulsados hacia el medio circundante
y al medio intercelular del organismo anfitrién y, aunque débiles, son capaces
de desencadenar respuestas inmunitarias semejantes a las de las endotoxinas

(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006, pag. 17).

5.4.2.2.1.2 Bacterias Gram Negativas

Las paredes celulares Gramnegativas son mas complejas que las de las
células Grampositivas. Desde el punto de vista estructural, una pared celular
Gramnegativa contiene dos capas situadas en el exterior de la membrana
citoplasmica. Inmediatamente por fuera de la membrana citoplasmica se
encuentra una delgada capa de peptidoglucano que representa tan solo un 5%
a 10% del peso de la pared celular. Ademas, la pared celular Gramnegativa no
contiene acidos teicoicos ni lipoteicoicos. En la parte externa de la capa de
peptidoglucano se halla la membrana externa, la cual es exclusiva de las
bacterias Gramnegativas. La zona comprometida entre la superficie externa de
la membrana citoplasmatica y la superficie interna de la membrana externa se

conoce como espacio periplasmico. Este espacio es un compartimiento que
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contiene diversas enzimas hidroliticas importantes para la degradacion vy
metabolizacion por la célula de las macromoléculas de gran tamafo.
Habitualmente, estas enzimas son proteasas, fosfatasas, lipasas, nucleasas y
enzimas metabolizadoras de hidratos de carbono. En el caso de las especies
bacterianas Gramnegativas patégenas, muchos de los factores de virulencia
liricos (por ejemplo, colagenasas, hialuronidasas, proteasas y betalactamasa)
se encuentran en el espacio periplasmico. Ademas, este espacio contiene
también componentes de los sistemas de transporte de azucares, asi como
otras proteinas de union que facilitan la captacion de diferentes metabolitos y
otros compuestos. Asimismo, algunas de estas proteinas de union pueden
formar parte de un sistema quimiotactico encargado de “percibir’ el entorno

extracelular (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006).

En cuanto a la membrana externa, caracteristica de los procariotas
gramnegativos, mantiene la estructura bacteriana y constituye una barrera
impermeable a moléculas de gran tamafio y moléculas hidréfobas. También
ofrece proteccion frente a condiciones ambientales adveras (por ejemplo el
sistema digestivo del organismo anfitrion, un factor importante en los
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae). La membrana externa
posee una configuracion asimétrica y es una bicapa lipidica que difiere de
cualquier otra membrana biolégica por la estructura de su zona externa. La
zona interna de esta membrana externa contiene los fosfolipidos que
normalmente aparecen en las membranas bacterianas. Sin embargo, la zona
externa esta formada fundamentalmente por una molécula anfipatica (es decir,
con terminaciones tanto hidréfobas como hidrofilas) denominada

lipopolisacarido (LPS) (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006).
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El LPS también es conocido como endotoxina y constituye un potente
estimulador de las respuestas inmunitarias. El lipopolisacarido se encarga de
activar a los linfocitos B y de inducir la liberacion de interleucina-1, interleucia-6,
factor de necrosis tumoral y otros factores por parte de los macréfagos, las
células dendriticas y otras células. El lipopolisacarido provoca también la
aparicion de fiebre e, incluso, shock. Tras la liberacion de grandes cantidades
de endotoxina al torrente circulatorio tiene lugar la llamada reaccién de
Schwartzman, que es la coagulacion intravascular diseminada (Murray,

Rosenthal, & Pfaller, 2006).

La membrana externa se mantiene mediante enlaces cationicos divalentes
(Mg*? y Ca*®) formados entre los fosfatos de las moléculas de LPS y por
interacciones hidréfobas entre el LPS y las proteinas existentes. Estas
interacciones producen una membrana rigida y fuerte que puede verse
afectada por la accién de antibiéticos o mediante la eliminacién de los iones de
magnesio y calcio (quelacion con acido etilendiamino-tetraacético<EDTA> o
tetraciclina). La alteracion de la membrana externa debilita a la bacteria y
favorece el paso de moléculas hidrofobas de gran tamafo (Murray, Rosenthal,

& Pfaller, 2006).
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Tabla #1 Caracteristicas de la membrana de las bacterias Grampositivas y
Gramnegativas (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006)

Caracteristicas = Grampositivas Gramnegativas

Membrana - +

externa

Pared Celular Gruesa Delgada

Lipopolisacarido - +

Endotoxina - +

Acido teicoico Presente a -

menudo

Esporulacién En alguna -
cepas

Capsula Presente a Presente a
veces veces

Lisozima Sensible Resistente

Actividad Mas Mas resistente

antibacteriana susceptible

de la penicilina

Produccién de Algunas cepas  Algunas cepas
exotoxina

5.5 Microbiologia endodéncica

En la cavidad bucal se encuentra un mar de microorganismos. Estos
microorganismos desempefian un papel muy importante en el ecosistema
humano. Los microorganismos son inofensivos la mayor parte de veces, pero
en algunos casos, especialmente cuando consiguen la nutricidn apropiada o la
defensa del huésped es baja, pueden aumentar de numero hasta tal punto que

son capaces de causar un dafo considerable al huésped (Rao, 2011, pag. 61).

Segun Canalda, de las 600 especies microbianas relacionadas con la cavidad
oral, en cada individuo, solo se identifican de 50 a 150. En la cavidad oral hay
diversos elementos anatdmicos susceptibles de ser colonizados
superficialmente por los microorganismos. Las diferentes caracteristicas de los

elementos constituyentes de la cavidad oral favorecen la aparicion de
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microsistemas bacterianos especificos. Los tejidos duros dentarios actuan
como barreras mecanicas defensivas impidiendo la invasién microbiana de la
pulpa. Su destruccion parcial o completa, determina la progresién de los
microorganismos hacia el interior de la cavidad pulpar y causa una inflamacion
en la pulpa que puede evolucionar hacia su necrosis y afectar a los tejidos

periapicales (Canalda Sahli, 2006).

Los microorganismos desempefian un papel importante como iniciadores y
contribuyentes significativos de la enfermedad inflamatoria de la pulpa dental y
tejidos periapicales. Sin ellos no habria trastornos endodoncicos. Su
disminucién o eliminacién durante los procedimientos terapéuticos es decisiva
para la reparacion posterior al tratamiento y la evolucion satisfactoria del caso.

(Olarte Alzamora, 2004).

5.5.1 Vias de invasion bacteriana

En condiciones normales, la pulpa dental y la dentina son estériles y estan
aisladas de los microorganismos orales por el esmalte y el cemento que las
recubre. Hay circunstancias en las que se pierde la integridad de estas capas
protectoras (por ejemplo: por las caries, las fracturas, grietas traumaticas, los
tratamientos restauradores, el raspado y alisado radicular, el desgaste o la
abrasion) o en las que no existe de forma natural (por ejemplo: debido a
resquicios en la unidn cemento-esmalte en la superficie radicular cervical). En
tales casos, el complejo dentina pulpa queda expuesto al medio oral y corre el
riesgo de infectarse por los microorganismos orales. También pueden acceder
a la pulpa por los agujeros laterales y apicales los microorganismos de las

biopeliculas subgingivales asociadas a la enfermedad periodontal o presentes
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en la circulacion durante la bacteriemia (Torabinejad & Walton, 2010).

Las bacterias pueden utilizar diversas puertas de entrada hacia la cavidad
pulpar. En funcién de su magnitud y proximidad, la patologia se instaura

rapidamente o de forma prolongada (Canalda Sahli, 2006).
Las principales puertas de entrada para la infeccidn pulpar son las siguientes:
5.5.1.1 Tubulos dentinarios

Los tubulos dentinarios miden, aproximadamente, entre 0,5-1 ym de diametro
en la periferia y hasta 3-5 ym cerca de la pulpa, un calibre suficiente para
permitir el paso de bacterias. Conviene recordar que cerca de la pulpa hay de
50.000 a 60.000 tubulos dentinarios por mm?. Las bacterias, en el interior de
los tubulos, avanzan mas por divisidon que por desplazamiento auténomo; su
progresion puede facilitarse por la presion ejercida durante la insercion de
materiales de obturacidon o con la utilizacion de materiales de impresion

(Canalda Sanhli, 2006, pag. 30).
5.5.1.2 Caries

El portal de entrada mas frecuente de las bacterias a la pulpa, es la caries; los
microorganismos asociados con la caries no son méviles, pero en apariencia
avanzan a través de los tubulos al dividirse (fisidn binaria) y por el movimiento
del liquido dentario. En el ser humano estan asociados los estreptococos
mutantes principalmente (sobre todo Streptococcus Mutans y S. Sobrinus) en
superficies lisas y caries en fosas y fisuras, mientras que las especies de
Actinomyces estas asociadas con caries radicular. Aunque los estreptococos

mutantes son importantes en el progreso de la caries profunda. Las bacterias
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en las capas mas profundas son principalmente anaerobios estrictos. Después
de la exposicion de la pulpa dental por la caries, numerosas especies de la
flora bucal oportunista invaden el tejido dafiado y colonizan la pulpa necrética.
Esto permite la seleccién de un ecosistema polimicrobiano asociado con las

infecciones de origen endododncico (Torabinejad & Walton, 2010, pag. 299).

5.5.1.3 Defectos en el sellado marginal

Determinados materiales de restauracién pueden facilitar, si no se utilizan
correctamente, la filtracion de bacterias a través de la interfase material-diente.
Asi, los microorganismos procedentes de la cavidad oral pueden acceder a la
pupa a través de los tubulos dentinarios subyacentes a la restauracion. Por
este motivo, y a partir de la teoria de, se deben aplicar sistemas de adhesion
capaces de sellar adecuadamente los tubulos expuestos durante maniobras
operatorias. Una de las principales causas del fracaso del tratamiento de los
conductos radiculares es la filtracion coronal, ya sea por el retraso en restaurar
definitivamente la cavidad de acceso o por la fractura de la restauracién. A
partir de los 19 dias puede alcanzarse la contaminacion definitiva de los

conductos obturados (Brannstrom M, 1967).

La magnitud de la afeccidén periapical y la rapidez en su aparicion guarda una
relacion directa con la densidad de compactacion de los conductos (Canalda

Sahli, 2008).

5.5.1.4 Infeccidn periodontal

El tejido conjuntivo pulpar tiene su continuacién en el tejido conjuntivo
periodontal a través del foramen apical principal y por conductos laterales

presentes en distintas zonas de la raiz. Esta relacion anatomica entre cavidad
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pulpar y el periapice permite el trasvase, en ambos sentidos, de bacterias
desde un espacio anatémico al otro. Asi, una infeccién pulpar puede comportar
una infeccion periodontal secundaria y una infeccién de la pulpa puede tener su
origen en una patologia periodontal. Sin embargo, la via mas comun de
migracion microbiana desde el periodonto hacia la cavidad pulpar se produce a
través de las foraminas laterales o los conductos accesorios. Esta puerta de
entrada es de menor tamafo que el foramen apical y, consecuentemente, el

efecto inducido es menos activo (Canalda Sahli, 2006).

5.5.1.5 Traumatismos

Los traumatismos dentales agudos tienen su mayor incidencia entre la
poblacién infantil. Presentan diferentes formas clinicas, y los de mayor
importancia, desde la perspectiva microbiana, son los traumatismos que cursan
con fractura del diente y, especialmente, los que causan fractura coronaria.
Cuando la fractura de la corona afecta al esmalte y la dentina, en las
proximidades de la cavidad pulpar, la exposicion de los tubulos dentarios
puede resultar una via de entrada de los microorganismos presentes en la
cavidad oral. Esta posibilidad cobra mayor importancia en nifios y pacientes
jovenes, puesto que presentan tubulos de mayor calibre que en los adultos y
en los pacientes de edad avanzada. No obstante, las manifestaciones clinicas

de la infeccidn pulpar pueden hacerse patentes a medio o largo plazo.

En pacientes adultos y de edad avanzada que padezcan bruxismo es frecuente
observar, con el transcurso de los afos, una pérdida de esmalte y dentina en
las caras triturantes de los dientes, que se acerca a distancias inferiores a 1

mm de la cavidad pulpar. Esta situacion patologica facilita, también, la invasion
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bacteriana de la pulpa. En los premolares y molares de estos pacientes
aparecen lineas estructurales a través de las cuales las bacterias migran hacia
el interior de la corona, por lo que pueden contaminar directamente la pulpa

(Canalda Sanhli, 2006).

5.5.1.6 Anacoresis

La anacoresis es un proceso por el que los microorganismos son transportados
en la sangre o la linfa hasta una zona de dafio tisular, en donde abandonan el
vaso, pasan al tejido dafado y producen una infeccién. Aunque se ha
postulado que la anacoresis podria ser el mecanismo por el que se infectarian
los dientes traumatizados con unas coronas aparentemente intactas, las
pruebas disponibles parecen indicar que la principal via para la infeccion pulpar
en estos casos es la exposicion dentinaria por la formacién de grietas en el

esmalte (Torabinejad & Walton, 2010).

En 1939, Csernyei demostré por primera vez el afecto anacorético de la
inflamacion perirradicular en perros. Tras la aplicaciéon de aceite de croton a los
tejidos pulpares de dientes de rata y la inyeccion de microorganismos en el
torrente sanguineo, Robinson y Boling localizaron en los tejidos dafiados los
mismos organismos que se aplicaron a los tejidos pulpares de los dientes de
rata e inyectados en el torrente sanguineo de los tejidos dafiados.
Posteriormente, otros investigadores confirmaron histopatolégicamente estos
resultados. Se estudié extensamente el hecho que las restauraciones, e incluso
el cepillado de los dientes, puede producir bacteriemia. Durante |la bacteriemia,
los microorganismos en la circulacibn pueden ser atraidos por pulpas

inflamadas o necroticas y localizarse en ellas. A pesar de que este hecho se ha
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constatado en experimentos con animales, no se ha demostrado con claridad
la contribucién de la anacoresis como principal fuente de infeccidn pulpar en

los seres humanos (Cohen, 2010).

5.5.2Microbiologia de los conductos radiculares

5.5.2.1 Microbiologia de los conductos radiculares en dientes vitales

Los productos toxicos enzimaticos, metabdlicos y otros de origen bacteriano se
diseminan por el liquido dentinario y alcanzan la pulpa antes que los propios
microorganismos. La composicién y cantidad de estos ultimos en la cavidad
pulpar depende de si esta se encuentra abierta o cerrada, de la localizacion
(coronaria o apical) y del tiempo; aunque también influyen determinantes
ecolégicos como las necesidades nutritivas, las interacciones metabdlicas y el
factor de oxidorreduccion. La principal fuente energética nutritiva de las
bacterias en las pulpitis son los fluidos histicos, residuos de descomposicion
pulpar y el plasma, que varian en funcion del tiempo y de la progresion de la

inflamacioén pulpar.

Cronologicamente, las bacterias sacaroliticas de crecimiento rapido utilizan,
fundamentalmente, los glucidos de origen sérico, como elemento nutritivo mas
importante, liberando de su metabolismo acido lactico y formico. En estadios
mas avanzados de la inflamacién pulpar (formas asintomaticas) la hidrolisis
proteica posibilita el metabolismo de péptidos y aminoacidos por bacterias
anaerobias. Al agotarse los glucidos séricos, la metabolizacion de aminoacidos
es la unica fuente energética disponible y utilizada por bacterias anaerobias de
los géneros Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Eubacterium vy

Peptostreptococcus. La transformacion anaerobia de la microflora se establece
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porque a destruccidn del tejido conjuntivo por bacterias aerobias y anaerobias
facultativas da origen a nutrientes utilizados en el metabolismo de las bacterias
estrictamente anaerobias y, asi sucesivamente, ras bacterias son capaces de

aprovechar los metabolitos producidos por otras (Canalda Sahli, 2006).

5.5.2.2Microbiologia de la pulpa necrética

La mayoria de habitats de microorganismos anaerobios tienen baja tension de
oxigeno y potencial de oxidorreduccion disminuido. Como resultado de la
actividad metabdlica de los microorganismos que consumen oxigeno, el

microclima se transforma progresivamente en anaerobio.

La mayor parte de las necrosis pulpares obedecen a infecciones
polimicrobianas y mixtas que incluyen aerobios estrictos, anaerobios
facultativos o microaerofilicos como microorganismos concomitantes. Estos
ultimos, y los aerobios estrictos, disminuyen la tension de oxigeno y el
potencial de oxiorreduccion en los tejidos. De este modo, proporcionan las
condiciones favorables para que se desarrollen las bacterias estrictamente
anaerobias. También el grado de destruccion histica condiciona la prevalencia
de mayor o menor porcentaje de bacterias anaerobias en el interior del
conducto, las caracteristicas clinicas de la corona de los dientes necrosados
también contribuyen a ello. En dientes con amplias comunicaciones entre la
cavidad oral y el conducto radicular suelen presentarse entre el 60% y 70% de
bacterias estrictamente anaerobias, mientras que en dientes cerrados se
alcanzan resultados cercanos al 95%. Las condiciones biologicas del conducto
radicular condicionan la presencia o ausencia de elementos nutricionales

necesarios para el crecimiento y | desarrollo bacteriano. (Canalda Sahli, 2006).
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Fabricius y cols., observaron que la proporcién de anaerobios estrictos se
incrementa con el tiempo. Aislaron del 50 al 55% de anaerobios a los 7 dias y
el 85% a los 70 dias, porcentaje que aumento hasta el 95 y el 98% a los 6

meses y 3 aios, respectivamente.

Los estudios de Nair acerca de la localizacién de las bacterias en la cavidad
pulpar, mediante microscopia electrénica, han permitido observar que la
mayoria colonizan la luz del conducto. Se agrupan sobre el tejido pulpar
necrosado, en la trama de fibras y restos histicos. Asimismo, pueden adherirse
a la dentina radicular. Cocos y bacilos constituyen pequefos nichos ecoldgicos
qgque pueden constituirse en la fina trama de conductillos del tercio apical.
Igualmente, y dependiendo de su tamano, pueden penetrar por los tubulos

dentinarios.

Love demostré que Streptococcus gordonii pueden invadir la dentina radicular
en profundidad, alcanzando los 200 um en los tercios cervical y medio y los 60

um en el tercio apical.

Los estreptococos viridans, las especies de los géneros Peptostreptococus,
Fusobacterium, Prevotella y Porphyromonas representan el grupo de
microorganismos mas ampliamente aislados en los conductos infectados. En
las necrosis pulpares también se aisla Mitsoukelladentalis. La mayor parte de
los estudios muestran la presencia de V. Parvula, Actinomycesspp y
Lactobacillusspp. Habitualmente las bacterias aisladas de los conductos
infectados no son moviles, aunque se han descrito C. Rectus, E. Corrodens y
Capnocytophagaspp que se localizan en el tercio apical del conducto. En el

interior de los conductos raramente se hallan espiroquetas, probablemente
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Tabla #2. Bacterias aerobias y anaerobias facultativas aisladas en las necrosis
pulpares (Canalda Sahli, 2006)

Forma

Tincion

Género

Especie

Cocos

Bacilos

Levaduras

Grampositivos

Grampositivos

Gramnegativos

Streptococcus

Enterococcus

Staphylococcus

Corynebacterium

Lactobacillus

Actinomyces

Propionobacterium

Eikenella

Capnocytophaga

Actinobacillus
Campylobacter

Candida

Geotrichum

mitis

milleri

oralis
intermedius
morbiliorum
constellatus
mutans
sanguis
mitior
faecalis
faecium
aureus
epidermidis
Xerosis
catenaforme
minutus
odontolyticus
naeslundii
israelii
meyeri
Viscosus
acnes
propionicus
corrodens
ochracea
Spp

rectus
sputorum
curvus
albicans
glabrata
guilliermondii
candidum




Tabla #3. Bacterias anaerobias estrictas aisladas en las necrosis pulpares

(Canalda Sahli, 2006)

Forma Tincion

Género

Especie

Gramnegativos Veillonela

Prevotella

Peptococcus

Bacilos Grampositivos Eubacterium

Gramnegativos Porphyromonas

Mitsoukella
Fusobacterium

Selenomonas
Treponema

Cocos Grampositivos Peptostreptococcus micros

anaerobius
prevotii
magnus
assacharolyticus
Spp

Parvula
Alactolyticum
Lentum
Timidum
Brachy
Nodatum
Gingivalis
Endodontalis
Intermedia
Nigrescens
Oralis

Oris

Buccae
Melaninogenica
Spp
Nucleatum
necrophorum
fusiformis
varium
sputigena
denticola
socranski
pectinovorum
vincentii

5.5.2.3Microbiologia en los fracasos endodéncicos
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Una de las principales causas de fracaso endodoncico es la persistencia,

multiplicacion y migracion de bacterias desde el interior de los conductos hacia

los tejidos periapicales. La incompleta desinfeccidon quimiomecanica de los

conductos mantiene una capa residual infectada que potencia la capacidad de
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los microorganismos en progresar hacia el interior de los tubulos dentinarios
intrarradiculares, actuando como reservorio de microorganismos. Es una
cuestion de tiempo que estas bacterias alcancen el periapice, en donde se

manifestara el fracaso (Canalda Sahli, 2006).

Un tratamiento antimicrobiano concienzudo no logra erradicar totalmente las
bacterias presentes en los conductos radiculares, produciéndose la
consiguiente seleccion de los miembros mas resistentes de la microbiota. Tras
el tratamiento endodoncico suelen desaparecer las bacterias Gramnegativas,
gue son componentes habituales de las infecciones intrarradiculares primarias.
En la mayoria de los estudios sobre este tema se ha podido observar
claramente un mayor numero de bacterias Grampositivas (Torabinejad &

Walton, 2010).

Las nuevas técnicas de toma de muestras, cultivos e identificacion de
anaerobios, complementando con analisis histoquimicos y su observacion con
microcopia electronica, han permitido asociar la especie de Actinomycesisraelii
como una de las 2 especies bacterianas que han sido aisladas con frecuencia
en los tejidos periapicales de conductos radiculares con fracaso endododncico.
Los ultimos estudios de Abou-Rass y Goben corroboran los hallazgos de
Happonen y cols., que identificaron el género Actinomyces con una prevalencia
del 31,8% seguidos, en orden decreciente, por Propionobacterium (22,7%),
Streptococcus (18,2%) y Staphylococcus (13,6%), mientras que tan solo

identificaron el 4,6% de cocos gramnegativos entéricos (Canalda Sahli, 2006).

La segunda especie bacteriana mas comunmente aislada en los fracasos

endododnticos es Enterococcus faecalis (32%), bacteria grampositiva anaerobia
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facultativa, mientras que en los conductos infectados no tratados se hallan en
muy poca relevancia. Rogas y cols observaron que el Enterococcus faecalis es
mas prevalente en periodontitis apicales asintomaticas y a su vez es mas
frecuente en infecciones persistentes o secundarias que en las infecciones
primarias de origen endodoncico. Una de las peculiaridades de esta bacteria, al
igual que algunas especies de Candida, es que toleran bien pH cercanos a 12,
lo que las hace especialmente resistentes a la utilizacion de medicacion
intraconducto con hidroxido de calcio. Sin embargo, Evans y cols., han
determinado la barrera de tolerancia en 11.1, hallando que a un pH superior a
11.5 Enterococcus faecalis no sobrevivia. Se cree que es debido a que es
capaz de sintetizar diversos tipos de proteinas cuando es sometido a
condiciones adversas de supervivencia, como pueden ser la exposicién a
hipoclorito de sodio o al contacto con hidroxido de calcio; también tienen la
capacidad de formar biopeliculas, invadir tubulos dentinarios y soportar
periodos prolongados de privacion nutricional (Canalda Sahli, 2006). Esto
parece respaldar la hipétesis de que las bacterias Grampositivas pueden ser
mas resistentes a los tratamientos antimicrobianos y tienen la capacidad de
adaptarse a las rigurosas condiciones ambientales que existen en los

conductos instrumentados y medicados (Torabinejad & Walton, 2010).

Las bacterias anaerobias facultativas son mas predominantes que los
anaerobios estrictos y menos susceptibles a la terapéutica antimicrobiana que
estos ultimos, por lo que se debe esperar su mayor persistencia después de

procedimientos terapéuticos inadecuados (Canalda Sahli, 2006).

Las levaduras también se asocian con infecciones endoddncicas secundarias.

Waltimo y cols., identificaron levaduras en un 7% de las muestras obtenidas de
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conductos infectados con periodontitis apical persistente. Aislaron los géneros
Candida y Geotrichum. Candidaalbicans fue la especie mas frecuente aislada,
aunque también identificaron Candidaglabrata, Candidaguilliermondii vy

Candidainconspicua (Canalda Sahli, 2006).
5.5.3 Medios de cultivo

Las bacterias tienen que crecer para que sean identificadas, ya que rara vez
pueden ser reconocidas por la morfologia solamente. Mediante procedimientos
apropiados crecen separadamente en medios de cultivos y se obtienen como
cultivos puros para el estudio. Numerosos medios de cultivo han sido
concebidos, desde que los primeros medios originales fueran utilizados por
Louis Pasteur, quien utilizé orina o caldo de carne como medios de cultivo.
Estos medios de cultivo eran de consistencia liquida y tenian la desventaja de
que el aislamiento de los cultivos puros no era posible. Luego Robert Koch
utilizé6 papa cortada cocida como los primeros medios sélidos y también
experimento con la adicion de gelatina a los medios liquidos para solidificarlos.
Entonces se introdujo un método eficaz para producir medios de cultivo sélidos,

cuando Frau Hesse utilizo agar en lugar de gelatina (Rao, 2011).
5.5.3.1 Componentes de los medios de cultivo

* Agar (2%)

* Peptonas
> Proteasas
> Polipéptidos
» Aminoacidos

> Sales inorganicas tales como PO;-, K*, Mg”



> Factores de crecimiento accesorios: Riboflarina
e Extracto de carne

* Sangre, suero, extracto de levadura

5.6.3.2 Tipos de medios de cultivo

Los medios han sido clasificados en:

A. Segun la consistencia de los medios:
» Medios sdlidos
» Medios liquidos
» Medios semisolidos
B. Segun los componentes de los medios:
» Medios simples
» Medios complejos
» Medios sintéticos o definidos
» Medios semidefinidos
» Medios especiales:
- Medios enriquecidos
- Medios de enriquecimiento
- Medios selectivos
- Medios indicadores o diferenciales
- Medios de azucar
- Medios de transporte
C. Segun el tipo de crecimiento bacteriano que soportan:
» Medios aerobios
» Medios anaerobios

Para este estudio se utilizé 3 medios de cultivo:

68
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* Agar sangre humana
* BHI (Infusion de cerebro y corazon 6 Brain Hearth Infusion)
* Bactec

5.5.3.3 Agar Sangre Humana

La base de agar sangre es un medio utilizado para el aislamiento y cultivo de
una amplia variedad de microorganismos, adicionado de sangre es util para el
cultivo de microorganismos fastidiosos. Este medio también es conocido como

BAB (Blood Agar Base) por sus siglas en inglés. (MCD LAB, s.f.)

El agar sangre es una combinacion de un agar base (agar nutritivo) con fuente
protéica (digeridos tripticos, digeridos protéicos de soja) el cual tiene un
agregado del5% al 10% de sangre humana, (también puede usarse 5-10% de

sangre ovina, de conejo, de cordero 6 de caballo). (MCD LAB, s.f.)

Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el
crecimiento de microorganismos exigentes, bacterias Grampositivas y todas las
especies en muestras de origen clinico. Contiene una mezcla de peptonas
particularmente adaptada al cultivo de microorganismos exigentes. La
presencia de sangre permite la determinacion de la hemdlisis, criterio basico en
la orientacion de la identificacion bacteriana. El agar sangre puede ser usado

para hacer subcultivos y obtener cultivos puros. (BIOMERIEUX, 1996)
5.5.3.4 Brain Hearth Infusion (BHI)

Brain Hearth Infusion (BHI) (infusion de cerebro y corazon) es un medio liquido
de uso general para una amplia variedad de especies bacterianas y fungicas.

Utilizado para el cultivo de microorganismos exigentes y no exigentes, incluidas
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las bacterias aerobias y anaerobias, a partir de diversas muestras clinicas y no
clinicas. El caldo BHI es un medio de cultivo nutritivo tamponado que contiene
infusiones de tejido de cerebro y corazon y peptonas para suministrar proteinas
y otros nutrientes necesarios para favorecer el crecimiento de

microorganismos. (Becton, Dickinson and Company, 2011)

El crecimiento de microorganismos en los tubos se indica por la presencia de
turbidez en comparacion con un control sin inocular. Si se produce crecimiento,
los cultivos se deben examinar mediante tincion Gram y subcultivar en medios

adecuados. (Becton, Dickinson and Company, 2011)

En este estudié los tubos de BHI que presentaban turbidez después de las 72
horas de incubacion, se los examind con la tincion Gram y a la vez se los

subcultivo en agar sangre humana para confirmar sus resultados.
5.6.3.5 BACTEC

El sistema BACTEC™, es un sistema ampliamente usado para hemocultivos,
usa medios con resinas que permiten screening (cribado) para bacterias,
levaduras y hongos en sangre. Dichos medios neutralizan efectivamente una
amplia variedad de antibioticos, permitiendo el crecimiento de microorganismos
gue no crecerian en medios convencionales. De esta manera se obtendra

diagnosticos mas exactos y tratamientos mas efectivos. (AMILAB, s.f.)
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6. TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es un estudio experimental, transversal, observacional y de
laboratorio. Es un estudio de tipo experimental, ya que se identifican las
caracteristicas que se estudia y se las controla con el fin de observar los
resultados al tiempo deseado. Por otro lado, es de tipo transversal porque
apunta a un momento y tiempo definido. Asi mismo, es de tipo
observacional, ya que se observara si existe crecimiento microbiano en

conos de gutapercha de empaques sellados.

Este estudio se lo realizado con la ayuda del laboratorio de microbiologia de

la Universidad San Francisco de Quito.

7. MATERIALES Y METODOS

Muestras Analizadas

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca
Dentsply/Maillefer

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca Becht

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca
Zipperer

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca Meta

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca New
Stetic

* 1 caja sellada de conos de gutapercha de la primera serie marca
Gapadent

* 84 conos de gutapercha de diferentes tamanos (#15, #20, #25, #30, #35,

#40)
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Material de laboratorio

* Tubos de ensayo

* Gradilla para tubos de ensayo
* Mechero de Bunsen

* Micropipetas calibradas de 0.5 yl -10 yl; 10 ul-100 yl y 100 yl-1000y!
* Pera

* Guantes de latex

* Guantes de latex estériles

* Mascarilla

*  Mandil

* Microscopio optico Leica

* Pinzas de metal estériles

» Palillos estériles

* Hisopos de algododn estériles

7.1Metodologia:

7.1.1 Muestra

Se realizé el analisis microbiolégico de conos de gutapercha provenientes
de empaques de la primeria serie sellados por el fabricante de las marcas:
Meta, Dentsply/Maillefer,Becht, Zipperer, New Stetic,y Gapadent;
disponibles en el mercado ecuatoriano. Dos de las marcas analizadas
(Dentsply/Maillefer, Meta) son utilizadas en la Clinica Odontologica de la

USFQ.

Se obtuvieron 84 conos de gutapercha de diferentes tamarnos (#15, #20,

#25, #30, #35, #40), de los cuales, se escogié 18 conos de gutapercha, de
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las marcas Meta, Dentsply/Maillefer y 12 conos de gutapercha de las
marcas Becht, Zipperer, New Stetic, y Gapadent, aleatoriamente de cada
caja sellada. Se seleccion6 un total de 12 a 18 conos de gutapercha de
cada caja sellada que cumplieron con los criterios de inclusién y exclusion

gue se mencionan a continuacion.

7.1.1.1 Criterios de inclusion:

a) Se analiz6 unicamente conos provenientes de cajas de conos de
gutapercha de la primera serie, totalmente selladas por el fabricante
de seis marcas (Meta, Dentsply/Maillefer, Becht, Zipperer, New
Stetic, y Gapadent).

7.1.1.2 Criterios de exclusion:

a) Cajas de conos de gutapercha alteradas o abiertas.

b) Cajas de conos de gutapercha que no presenten embalaje plastico

c) Cajas de conos de gutapercha, en las que los conos de gutapercha
hayan tenido contacto con el medio ambiente.

d) Cajas de conos de gutapercha que no hayan cumplido con los
estandares necesarios para salir al mercado.

e) Cajas de conos de gutapercha que han sido expuestos a algun tipo
de esterilizacion.

7.2 Medios de cultivo:

Agar Sangre Humana

* 40 gramos de base de Agar Sangre “BBL™ Blood Agar Base, BD”
* 100 mL de agua destilada

* Balanza de precision OHAUS



Matraz Erlenmeyer de 1000 mL
Placas de vidrio estériles
Probeta de 500 mL
Vacutainers

Sangre humana

7.2.1 Preparacién Agar Sangre
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Se peso en la balanza de precision OHAUS, 40 g de base de agar sangre

BBL™ Blood Agar Base. Se colocé 1000 mL de agua destilada en un matraz

Erlenmeyer (DIBCO). Se suspendidlos 40 g del medio en los 1000mL de

agua destilada y se lo agité suavemente hasta su completa disolucién. Se

autoclavo el medio de cultivo a 121°C (15 libras de presion) por 15 minutos.

Los vacutainers y el equipo de flebotomia se lo empled para obtener la

sangre de un voluntario para posteriormente afiadirla al medio. Se enfri6 a

una temperatura entre 45-50°C y por ultimo se afiadio la sangre humana. Se

homogenizo y dispensé en placas de vidrio estériles. Todo el procedimiento

se lo realiz6 en presencia de un mechero de bunsen para mantener la

esterilidad del medio de cultivo.



75

Figura #4 Colocacion de sangre humana en el caldo base de Agar Sangre

Caldo Infusién Cerebro Corazén (BrainHeratinfusionBroth, EMD (BHI))

* 200 mL de agua destilada
* 7,4gdeBHI
* Balanza de precision OHAUS
* Matraz Erlenmeyer de 1000 mL
* Probeta de 500 mL
7.2.2 Preparacién Caldo Infusion Cerebro Corazén (Brain Heart Infusion

Broth, EMD)

Se peso en la balanza de precision OHAUS 7,4 g de medio BHI (Brain Heart
Infusion Broth, EM), se lo colocd en un matraz Erlenmeyer y se aforé con
200mL de agua destilada. Se agité suavemente hasta su completa

disolucién. Por ultimo, se dispensé 5 mL de BHI en 40 tubos de ensayo. Se
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esterilizé el medio mediante autoclave a 121°C (15 libras de presién) por 15

minutos.
7.3 Control Negativo

El control negativo correspondié a dos conos de gutapercha #40 de la casa
comercial Meta, los cuales fueron colocados dentro de una placa de vidrio y
esterilizados con luz ultravioleta por 15 minutos. Transcurrido este tiempo,
se los pasé a agar sangre con una pinza estéril dentro de la misma camara
de Bioseguridad Il. Se empled la cabina de bioseguridad Il principalmente
para proteger la muestra de cualquier tipo de contaminacion. Por ultimo los
conos de gutapercha se incubaron a 37 °C por 72 horas en un ambiente

semi anaerdbico con 5% de CO? en una camara GasPak.
7.4 Control Positivo

El control positivo correspondié a dos conos de gutapercha #30de la casa
comercial Meta, los cuales pertenecian a una caja abierta y utilizada por los
estudiantes de pregrado y posgrado de la Clinica Odontolégica de la
Universidad San Francisco de Quito. Manteniendo todas las normas de
esterilidad y asepsia, se eligio dos conos de gutapercha y se los coloco a
cada uno en medio Agar Sangre y en medio BHI, y se los identific6 como
corresponde. Las muestras de conos de gutapercha, sembradas en Agar
Sangre Humana se incubaron a 37° C por 72 horas. Conos inoculados en

medio BHI fueron incubados a 37°C por 72 horas.
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Control con hipoclorito de sodio (NaOCI)

Otro control correspondié a un cono de gutapercha #30 de la casa comercial
Meta, en un ambiente de esterilidad, este fue sumergido por 15 minutos en
hipoclorito de sodio (NaOCI) y luego llevado auna placa de vidrio con medio

Agar Sangre. Posteriormente se incubé la muestra a 37° C por 72 horas.

Los dos controles: control positivo y control con hipoclorito de sodio que se
encontraban en medios agar sangre se colocaron en una camara de

ambiente semi anaerdbico con 5% de CO? (GasPak) para su incubacion.
7.5Grupos de Estudio

Se dividié a cada una de las marcas de conos de gutapercha en 6 grupos de

estudio:
Grupo A META
Grupo B DENTSPLY
Grupo C ZIPPERER
Grupo D BECHT
Grupo E GAPADENT
Grupo F NEW STETIC

7.5.1 Grupos A y B (Conos de gutapercha Meta y Dentsply/Maillefer

correspondientemente)

Con el material y los medios de cultivo necesarios y estériles se inicio el
proceso de analisis. En este procedimiento se siguié todas las normas de

buenas practicas microbioldgicas y esterilidad.
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Todos los medios se identificaron con el numero de cono (#15, 20, 25, 30,
35, 40) y la letra del grupo al cual el mismo correspondia; ejemplo: 15 A, 20
A, 25 B, 30 B. La caja sellada de conos de gutapercha se abrié en un
ambiente de esterilidad. Con la ayuda de una pinza estéril se eligid
aleatoriamente un cono de gutapercha #15, este se colocd en una placa de
vidrio con medio agar sangre y se lo hizo rodar en el mismo con la ayuda de

la misma pinza. Posteriormente se incub6 la muestra a 37°C por 72 horas.

El mismo procedimiento se realizd con el resto de conos analizados.

Figura #5 Colocacién de un cono de gutapercha en Agar Sangre

Siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente, se eligido otro
cono de gutapercha #15, pero a este se lo colocé en caldo BHI. De la misma

manera, se siguio todas las normas de esterilidad y asepsia.
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Figura #6 Colocacién de un cono de gutapercha dentro de BHI

Por ultimo, en el medio de cultivo de la casa comercial Bactec, se coloco un
ultimo cono #15, para ello se realizo una perforacion en la tapa del frasco

con medio de cultivo con la ayuda de una aguja.

Figura #7 Colocacion de un cono de gutapercha dentro de Bactec

El mismo procedimiento se siguio con los conos de gutapercha numero 20,

25, 30, 35 y 40 de la marca Meta y numerd 15, 20, 25, 30, 35 y 40 de la
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marca Dentsply/Maillefer. En todos los procedimientos realizados se siguio
las normas de asepsia y esterilidad correspondientes a las buenas practicas

microbiologicas.

7.5.2 Grupo C, D, E, F (Conos de gutapercha Zipperer, Becht, Gapadent

y New Stetic correspondientemente)

El procedimiento descrito anteriormente se realizdé para el analisis de los
conos de gutapercha de los grupos A y B, sin embargo para el

procedimiento de estos grupos no se empled el medio de cultivo de Bactec.
7.6Cultivo de bacterias

Todas las muestras en medio de cultivo agar sangre con su respectiva
identificacion, fueron incubadas a 37°C por 72 horas en un medio semi
anaerdbico con 5% de CO?, proporcionado por la camara de GasPak, que

facilité el crecimiento de posibles bacterias anaerobias, presentes en la

muestra de estudio.

Figura #8Cono de gutapercha en Agar Sangre de una camara que asemeja

un ambiente de anaerobiosis
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Los tubos de ensayo con caldo BHI y el cono de gutapercha, con su
respectiva identificacion, fueron incubados a 37°Cpor 72 horas. Los conos
de gutapercha en medio Bactec también fueron identificados e incubados a

37°C por 72 horas.

w AR S
RN

Figura #9Conos de gutapercha inoculados en tres medios de cultivo dentro

de la incubadora DUREX a 37°C

Después de las 72 horas de incubacién, las muestras en sus medios de
cultivo fueron analizadas individualmente.

En las muestras cultivadas en agar sangre que presentaron crecimiento
microbiano, se tomé un poco de la colonia bacteriana con ayuda de un
hisopo estéril y se sembré en un nuevo medio agar sangre, este se incubo
por 72 horas a 37°C. A la vez, se coloco un poco de la colonia en una placa
porta de vidrio para muestras y se realizo la tincion Gram. Después esta fue

llevada al microscopio, donde se observé si eran Grampositivos o
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Gramnegativos y la forma de la bacteria.

Las muestras cultivadas en BHI que presentaron crecimiento bacteriano
fueron sembradas en un nuevo agar sangre e incubadas por 72 horas a
37°C. A la vez, se colocd un poco del caldo de BHI de la muestra
contaminada en una placa porta de vidrio y se realizé la tincion Gram.
Posteriormente fue analizada bajo el microscopio.

Todas las muestras cultivadas en Bactec fueron sembradas en un nuevo
medio agar sangre para ver si presentaban crecimiento microbiano. A la vez,
todas las muestras fueron analizadas con la tincion Gram vy llevadas
posteriormente al microscopio para descubrir cualquier posible crecimiento
microbiano.

Tincion Gram

* Solucion Salina
* Cristal Violeta

* Yodo Gram

* Alcohol cetona
* Safranina

* Agua
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Figura #11 Analisis de las muestras en el microscopio 6ptico LEICA
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8. RESULTADOS

Evaluacion de los grupos control

El grupo control negativo no presento crecimiento en ninguno de los dos medios

sembrados (Agar Sangre y BHI).

El grupo control positivo, presentd crecimiento después de 72 horas de
incubacion, tanto en el medio Agar Sangre Humana, como en el medio BHI

(Brain Hearth Infusion).

El control con hipoclorito de sodio al 5,25%, no presento crecimiento bacteriano
en el medio Agar Sangre, pero presentd un halo translucido alrededor del cono

(Figura #12) dandonos como resultado la ruptura de globulos rojos o hemolisis.

Tabla #4Resultados de los controles positivo, negativo y con NaOCI en medio
Agar Sangre Humana

PRESENCIA DE AUSENCIA DE
CRECIMIENTO CRECIMIENTO
GRUPO CONTROL BACTERIANO BACTERIANO
CONTROL POSITIVO X
CONTROL NEGATIVO X
CONTROL con NaOCI X

Tabla #5Resultados de los controles positivo, negativo en medio BHI

PRESENCIA DE AUSENCIA DE
CRECIMIENTO CRECIMIENTO
GRUPO CONTROL BACTERIANO BACTERIANO
CONTROL POSITIVO X
CONTROL NEGATIVO X
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Figura #12 Cono de gutapercha sembrado en Agar Sangre Humana, se

observa hemolisis alrededor del cono.

Evaluacion de la contaminacion microbiana de conos de gutapercha en

empaques sellados

Nuestros resultados indican que el 7,1% de los conos de gutapercha muestran
contaminacion (Tabla #6). De las seis marcas evaluadas (Meta,
Denstply/Maillefer, Zipperer, Becht, new Stetic y Gapadent), los conos de las
cuatros marcas, Meta, Zipperer, Becht y Gapadent; se encontraban

contaminados.

Tabla #6 Porcentaje total de conos contaminados y no contaminados

Resultado Frecuencia %
Contaminado 6 7,1%
No 78 92,9%

Contaminado
Total general 84 100,0%
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Tabla #7 Cantidad de conos contaminados y no contaminados por marca

Marca del cono Contaminado No Contaminado

BECHT (D) 2 10
DENTSPLY (B) 0 18
GAPADENT (E) 2 10
META (A) 1 17
NEW STETIC (F) 0 12
ZIPPERER (C) 1 11
Total general 6 78

Tabla #8Porcentaje de conos contaminados y no contaminados por marca

Marca del cono Contaminado No Contaminado

BECHT (D) 33,3% 12,8%
DENTSPLY (B) 0,0% 23,1%
GAPADENT (E) 33,3% 12,8%
META (A) 16,7% 21,8%
NEW STETIC (F) 0,0% 15,4%
ZIPPERER (C) 16,7% 14,1%
Total general 100,0% 100,0%

Tabla #9Cantidad de conos contaminados y no contaminados por numero de

cono
Numero de Cono Contaminado No Contaminado

15 1 13
20 1 13
25 0 14
30 0 14
35 3 11
40 1 13
Total 6 78
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Tabla #10Porcentaje de conos contaminados y no contaminados por tipo de

Numero de Cono Contaminado No Contaminado

cono

15 16,7% 16,7%
20 16,7% 16,7%
25 0,0% 17,9%
30 0,0% 17,9%
35 50,0% 14,1%
40 16,7% 16,7%
Total 100,0% 100,0%

Tabla #11Cantidad de conos contaminados por numero de cono en Agar

Sangre y BHI

Numero de Cono

Contaminados por cultivo

Agar Sangre BHI
15 0 1
20 1 0
35 1 2
40 0 1
Total general 2 4

Tabla #12Porcentaje de conos contaminados por numero de cono en Agar

Sangre y BHI
Nuamero de Cono Contaminados por cultivo
Agar Sangre BHI
15 0,0% 25,0%
20 50,0% 0,0%
35 50,0% 50,0%
40 0,0% 25,0%
Total general 100,0% 100,0%

Tabla #13Porcentaje de conos contaminados por cultivo

Cultivo Frecuencia %
AGAR SANGRE 2 33,3%
BHI 4 66,7%
Total general 6 100,0%
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Evaluacion de la tincion Gram

En cuanto a la tincién Gram de las bacterias, se encontré que 16,67% de las
bacterias fueron Gramnegativas y el 83,33% de las bacterias fueron

Grampositivas como se indica en la Tabla #14.

Tabla #14Porcentaje del resultados de la tincién Gram

Tincion Gram Frecuencia %
Gramnegativo 1 16,67%
Grampositivo 5 83,33%
Total general 6 100,00%

Evaluacion de la forma de las colonias

En cuanto a la forma de las colonias de las 6 muestras contaminadas, se

encontrd que el 83,3% de las bacterias eran Bacilos y el 16,7% eran Cocos.

Tabla #15Porcentaje del tipo de bacteria encontradas en los resultados

Bacteria Frecuencia %
Bacilos 5 83,3%
Cocos 1 16,7%
Total general 6 100,0%

Tabla #16Cantidad de bacilos y cocos encontrados en Agar Sangre y BHI por
numero de cono

Numero de Agar Sangre BHI

Cono Bacilos Bacilos Cocos
15 1
20 1
35 1 1 1
40 1

Total 2 3 1
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Tabla #17Porcentaje de bacilos y cocos encontrados en Agar Sangre y BHI por
numero de cono

Numero de Agar Sangre BHI
Cono Bacilos Bacilos Cocos
15 0,0% 33,3% 0,0%
20 50,0% 0,0% 0,0%
35 50,0% 33,3% 100,0%
40 0,0% 33,3% 0,0%
Total 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla #18Cantidad de bacilos y cocos encontrados en Agar Sangre y BHI por
marca de cono

Marca del Agar Sangre BHI
Cono Bacilos Bacilos Cocos
BECHT (D) 1 1
GAPADENT (E ) 1 1
META (A) 1
ZIPPERER (C) 1
Total 2 3 1

8.1 Analisis Descriptivo

Se analizaron un total de 84 muestras, las cuales se encontraban en 6 grupos

diferentes, divididos por sus respectivas marcas:

Tabla #19 Division de los conos de gutapercha por marca y cultivo

AGAR

GRUPO MARCA SANGRE BHI BACTEC TOTAL
Grupo A META 6 6 6 18
Grupo B DENTSPLY 6 6 6 18
Grupo C ZIPPERER 6 6 No se realiza 12
Grupo D BECHT 6 6 No se realiza 12
Grupo E | GAPADENT 6 6 No se realiza 12
Grupo F | NEW STETIC 6 6 No se realiza 12

SUMA TOTAL 84




En las siguientes tablas se muestra el analisis descriptivo del estudio.
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Tabla #20 Cantidad de conos utilizados por marca, el total de muestras por
numero de cono Y total general.

BECHT (D) 2| 2| 2| 2| 2] 2] 12
DENTSPLY (B) 3] 3| 3| 3] 3| 3| 18
GAPADENT(E) | 2| 2| 2| 2| 2| 2| 12
META (A) 3] 3| 3| 3| 3| 3| 18
NEWSTETIC(F) | 2| 2| 2| 2| 2| 2| 12
ZIPPERER (C) 2| 2| 2| 2| 2] 2] 12
Total 14| 14| 14| 14| 14| 14| 84

Tabla #21 Porcentaje correspondiente a la cantidad de muestras

BECHT (D) 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3% 14,3%
DENTSPLY (B) 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4% 21,4%
GAPADENT (E ) 143%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3% 14,3%
META (A) 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4%| 21,4% 21,4%
NEW STETIC (F) 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3% 14,3%
ZIPPERER (C) 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3%| 14,3% 14,3%
Total 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0%| 100,0% 100,0%

Tabla #22 Porcentaje correspondiente a la cantidad de muestras por marca

BECHT (D) 12 14,3%
DENTSPLY (B) 18 21,4%
GAPADENT (E) 12 14,3%
META (A) 18 21,4%
NEW STETIC (F) 12 14,3%
ZIPPERER (C) 12 14,3%
Total general 84 100,0%
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Tabla #23 Porcentaje correspondiente a la cantidad de muestras por numero de

cono
15 14 16,7%
20 14 16,7%
25 14 16,7%
30 14 16,7%
35 14 16,7%
40 14 16,7%
Total general 84 100,0%

Muestras en medio agar sangre, BHI y Bactec fueron seleccionadas vy

colocados a continuacion.

META (GRUPO A)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo A (Meta):

Figura #13 A. Cono de gutapercha #15, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #20, presenta crecimiento;
C. Cono de gutapercha #30, no presenta crecimiento;
D. Cono de gutapercha #40, no presenta crecimiento



META (A)

Figura #14 A. Cono de gutapercha #15, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #20, no presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #25, no presenta turbidez.

¥
-~

Figura #15 A. Cono de gutapercha #20 en Bactec, no presenta crecimiento;
B. Subcultivo del caldo Bactec en agar sangre, no presenta
crecimiento

92
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DENSTPLY/MAILLEFER (GRUPO B)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo B (Dentsply/Maillefer):

Figura #16 A. Cono de gutapercha #20, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #25, presenta contaminacion externa;
C. Cono de gutapercha #35, presenta contaminacion externa;
D. Cono de gutapercha #40, no presenta crecimiento

A B

Figura #17 A. Cono de gutapercha #15, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #25, no presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #40, no presenta turbidez.

C
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Figura #18 A. Cono de gutapercha #35 en Bactec, no presenta crecimiento;

B. Subcultivo del caldo Bactec en agar sangre, no presenta
crecimiento

ZIPPERER (GRUPO C)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo C (Zipperer):

Figura #19 A. Cono de gutapercha #20, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #25, presenta contaminacion externa;
C. Cono de gutapercha #30, no presenta crecimiento;
D. Cono de gutapercha #40, no presenta crecimiento



Figura #20 A. Cono de gutapercha #20, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #30, no presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #40, presenta turbidez.

BECHT (GRUPO D)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo D (Becht):

Figura #21 A. Cono de gutapercha #15, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #20, no presenta crecimiento;

C. Cono de gutapercha #35, presenta crecimiento y contaminacion
externa;

D. Cono de gutapercha #40, presenta contaminacién externa.

95
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Figura #22 A. Cono de gutapercha #15, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #35, presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #40, no presenta turbidez.

GAPADENT (GRUPO E)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo E (Gapadent):

Figura #23 A. Cono de gutapercha #20, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #30, no presenta crecimiento;
C. Cono de gutapercha #35, no presenta crecimiento;
D. Cono de gutapercha #40, no presenta crecimiento.



Figura #24 A. Cono de gutapercha #20, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #25,no presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #30, no presenta turbidez.

NEW STETIC (GRUPO F)

Las siguientes son fotografias correspondientes al Grupo F (New Stetic):

Figura #25 A. Cono de gutapercha #20, no presenta crecimiento;
B. Cono de gutapercha #25, no presenta crecimiento;
C. Cono de gutapercha #30, no presenta crecimiento;
D. Cono de gutapercha #40, no presenta crecimiento.

97
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Figura #26 A. Cono de gutapercha #15, no presenta turbidez;
B. Cono de gutapercha #25, no presenta turbidez;
C. Cono de gutapercha #35, no presenta turbidez.

8.2 Andlisis del cultivo de conos de gutapercha en Agar Sangre, BHI y

BACTEC

En seguida se da a conocer que marca de conos de gutapercha se encuentra

contaminada y con que tipo de bacteria, después de incubarlos por 72 horas.

Tabla #24Resultados del cultivo después de 72 horas en medio Agar Sangre

CONOS AGAR SANGRE
META (A) CONTAMINADO NO CONTAMINADO

15 X
20| Bacilos Grampositivos

25 X
30 X
35 X
40 X




DENTSPLY (B)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XX | X |X|X|X

ZIPPERER (C)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15 X
20 X
25 X
30 X
35 X
40 X
BECHT (D) CONTAMINADO NO CONTAMINADO

15 X
20 X
25 X
30 X
35 | Bacilos Grampositivos

40 X

GAPADENT (E)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XX | X | X |X|X

NEW STETIC (F)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XXX | X | X [X
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Tabla #25Resultados del cultivo después de 72 horas en medio BHI

CONOS

BHI

META (A)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XX | X | X |X|X

DENTSPLY (B)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XX X |X|X|X

ZIPPERER (C)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15 X
20 X
25 X
30 X
35 X
40 | Bacilos Gramnegativos
BECHT (D) CONTAMINADO NO CONTAMINADO

15 X
20 X
25 X
30 X
35| Bacilos Grampositivos

40 X

GAPADENT (E )

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15| Bacilos Grampositivos

20 X
25 X
30 X
35| Cocos Grampositivos

40 X
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NEW STETIC (F)

CONTAMINADO

NO CONTAMINADO

15

20

25

30

35

40

XX | X | X |X|X

Tabla #26Resultados del cultivo después de 72 horas en medio BACTEC

CONOS BACTEC
META (A) CONTAMINADO | NO CONTAMINADO
15 X
20 X
25 X
30 X
35 X
40 X
DENTSPLY (B) |CONTAMINADO  NO CONTAMINADO
15 X
20 X
25 X
30 X
35 X
40 X
ZIPPERER (C) No se realizé
BECHT (D) No se realizé
GAPADENT (E) No se realizé
NEW STETIC (F) No se realizé
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8.3 Prueba de hipétesis Chi Cuadrada

La hipotesis nula de la prueba Chi-cuadrado postula una distribucion de
probabilidad totalmente especificada como el modelo matematico de la

poblacién que ha generado la muestra.

Para realizar este contraste se disponen los datos en una tabla de frecuencias.
Para cada valor o intervalo de valores se indica la frecuencia absoluta
observada o empirica (Oi). A continuacion, y suponiendo que la hipdtesis nula
es cierta, se calculan para cada valor o intervalo de valores la frecuencia
absoluta que cabria esperar o frecuencia esperada (Ei=n-pi) , donde n es el
tamafo de la muestra y pi la probabilidad del i-ésimo valor o intervalo de
valores segun la hipdtesis nula. El estadistico de prueba se basa en las

diferencias entre la Oi y Ei y se define como:

(O; — Ey)?
E; )

x2 = Zf:l
Si existe concordancia perfecta entre las frecuencias observadas y las
esperadas el estadistico tomara un valor igual a 0; por el contrario, si existe
una gran discrepancia entre estas frecuencias el estadistico tomara un valor
grande y, en consecuencia, se rechazara la hipotesis nula. Asi pues, la region
critica estara situada en el extremo superior de la distribucién Chi-cuadrado con

k-1 grados de libertad (SPSS Analisis de Datos, 2005).

Ho = Los conos de gutapercha que se venden comercialmente se encuentran

estériles dentro de sus empaques sellados.



Tabla #27Resultados Prueba de hipétesis Chi Cuadrada
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Contaminado
Observed N Expected N Residual
Contaminado < © 42,0 -36,07
No Contaminado 78 42,0 36,0
Total 84

Test Statistics

Contaminado

Chi-Square

df

e rechaza Ho

El resultado de la prueba de chi cuadrada dio 61,714, concluyendo que los

conos de gutapercha que se venden comercialmente no se encuentran estériles

dentro de sus empaques sellados.
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9. DISCUSION

El ultimo paso en endodoncia es la obturacion del sistema de conductos y el
uso de conos es bastante frecuente en la clinica. Su contaminacion podria

causar un posible fracaso del tratamiento.

A pesar de que los conos de gutapercha sean producidos bajo condiciones
asépticas, la contaminacion puede ocurrir después de la apertura del envase
como resultado de la exposicion al ambiente de la clinica y su manipulacion
(Zand, Salem-Milani, Shashi, Akhi, & Vazifekhah, 2012). Estudios realizados
previamente muestran que el exponer conos de gutapercha al medio ambiente
de la clinica ayuda a la contaminacion de los mismos. Entre esos estudios esta
el de Ozalp en 2006, donde escogidé un total de 80 conos de gutapercha y los
expuso al ambiente de la clinica por treinta minutos al dia durante un mes;
encontré que el 100% de los conos estaban contaminados por una variedad de
microorganismos después de la exposicion. El mismo estudio lo elaboré Pang
en el 2007, donde sus resultados mostraron que el 19,4% de los conos de
gutapercha expuestos al medio de la clinica estaban contaminados. A la vez,
Kayaoglu en el 2009, encontré que el 58,33% de las cajas de conos expuestas
al ambiente de la clinica estaban contaminadas después de tres dias de
exposicion. André Moreira, en el 2010, presenté un estudio donde expuso 30
cajas al ambiente de la clinica; encontré que el 30% de las cajas presentaban
contaminacién. La tincidon Gram del estudio de André, reveld la presencia de
cocos e bacilos Grampositivos y bacilos Gramnegativos. Tartarotti, et al., en el
2004, encontraron que de los 13 conos de gutapercha expuestos al ambiente

de la clinica, el 100% se encontraban contaminados.
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En el presente estudio también corroboramos que conos de gutapercha
expuestos al ambiente de la clinica son facilmente contaminados. Para el
control positivo se tomo dos conos de gutapercha de una caja de la marca
Meta que se encontraba en la clinica de la USFQ y fue utilizada por estudiantes
de Pregrado y Postgrado en sus clinicas de endodoncia. Los dos conos de
gutapercha mostraron crecimiento de bacilos Grampositivos en los dos medios
de cultivo (Agar Sangre y BHI). Esto ocurre porque las cajas de conos de
gutapercha son utilizadas por mas de un estudiante en clinicas de endodoncia
y las mismas se encuentran abiertas y expuestas a los microorganismos del
medio ambiente, lo que explicaria la fuente de contaminacion de estos conos.
También implica el hecho que las pinzas de diagndstico no se encuentren mas
estériles al finalizar el tratamiento y las mismas son utilizadas para coger los

conos de gutapercha de sus cajas.

El control negativo se lo realizo con 2 conos de gutapercha de la marca Meta,
estos fueron esterilizados dentro de una camara de luz ultravioleta; esta luz
actua destruyendo el ADN de la célula (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006).
Esta camara tiene un costo bastante elevado y se la encuentra en laboratorios
de nivel de seguridad Il. No es de uso odontolégico como lo es la estufa y el

autoclave, por ende, no es de facil acceso para el profesional.

Realizamos un tercer control con hipoclorito de sodio al 5,25%. El hipoclorito de
sodio (NaOCl) es la solucion mas utilizada para la desinfeccion de conos de
gutapercha. Senia et al., en 1975, indicaron en su estudio in vitro que un
minuto de inmersion del cono de gutapercha en hipoclorito de sodio al 5,25%
actua en la desinfecciéon de una variedad de microorganismos Grampositivos,

Gramnegativos y en la formacion de esporas. En este estudio nosotros
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seleccionamos un cono de gutapercha y lo sumergimos por 15 minutos en
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5,25%, después del tiempo de inmersion no
presento crecimiento bacteriano en el medio Agar Sangre, pero alrededor del
cono se cred un halo transparente, este efecto llamado hemdlisis se produce
por la ruptura de los gldbulos rojos de la sangre. Esto pudo ocurrir por causa
del hipoclorito de sodio, debido a la entrada de esta solucion en la célula por un
fendmeno de 6smosis, causando asi la ruptura de los globulos rojos (Galiano,
2010). Se realizd este control, ya que esta es la manera mas comun de
desinfectar los conos de gutapercha en clinica demostrando asi su eficacia. Al
sumergir los conos en hipoclorito de sodio, no se esta realizando una
esterilizacion sino una desinfeccién, por lo que no se le puede considerar como

control negativo, ya que no podemos asegurar que no existe contaminacion.

En el presente estudio, de cada una de las seis cajas de conos de gutapercha
se selecciono al azar un cono de cada diametro (#15, #20, #25, #30, #35, #40)
y se los colocod en cada uno de los medios. Esto se hizo con el objetivo de
obtener una muestra representativa de cada caja; ya que si de cada caja solo
se elegia un cono #15 se iba a evaluar menos del 10% de la contaminacion de

la caja.

A la vez, en este estudio se utilizaron tres medios de cultivo: el medio BHI es
un medio liquido nutritivo el cual ayuda a la reproduccién de las bacterias y su
crecimiento; mientras que el medio agar sangre humana es un medio de
aislamiento disefiado para obtener cultivos puros; la presencia de sangre en
este medio permite la determinacidn de hemdlisis, criterio basico en la
identificacion bacteriana (BIOMERIEUX, 1996). El sistema BACTEC™, es un

sistema usado para hemocultivos, este medio también neutraliza efectivamente
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una amplia variedad de antibidticos, permitiendo el crecimiento de

microorganismos que no crecerian en medios convencionales (AMILAB, s.f.).

Los conos de gutapercha fueron sembrados en estos tres medios (Agar
Sangre, BHI, BACTEC) En BHI para ayudar al crecimiento de bacterias, ya que
al ser un medio liquido cubre todas las superficies del cono ayudando al
crecimiento de cualquier bacteria que se encuentre en el mismo. El medio Agar
Sangre fue utilizado para el crecimiento de bacterias, pero este por ser un
medio solido no puede cubrir todas las superficies del cono. Fue también
utilizado para obtener cultivos puros por la técnica de estriacion y para hacer
subcultivos (Chavez, 2012). Estos dos medios se complementan en la
determinacién del crecimiento bacteriano. EI medio BACTEC se lo utilizé solo
para los conos de gutapercha de las marcas Meta y Dentsply; sus resultados
fueron negativos al no existir crecimiento en ninguna de las muestras; por esta
razon y por su elevado costo se decidio, junto al equipo de microbiologia, no

utilizarlo para el resto de las muestras.

Por otro lado, algunas de las cajas de conos de gutapercha en sus
instrucciones indican el “No esterilizar”, otras de las cajas son mas especificas
y expresa el “No esterilice en autoclave o esterilizacién de calor’. Muy pocas
cajas de conos de gutapercha presentan en sus instrucciones la previa
descontaminacion de los mismos. En nuestro estudio los conos de la marca
Becht fueron los unicos que indicaban en sus instrucciones el desinfectar antes
de usar. Asimismo, los conos de la marca Zipperer fueron los unicos en indicar
en su caja que no se encontraban estériles. Consecuentemente muchos

profesionales al leer las instrucciones, piensan que los conos de gutapercha al
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estar en una caja sellada, estan libres de contaminacién y los utilizan sin su

previa desinfeccion.

Existen muchos estudios sobre la descontaminacion de conos de gutapercha
con agentes quimicos. En la mayoria de estos estudios, los conos de
gutapercha son previamente contaminados con diferentes cepas de bacterias
para luego descontaminarlos con las diferentes soluciones quimicas a
diferentes porcentajes, por diferentes tiempos; comprobando asi cual es la

solucién mas eficaz y rapida.

Son muy pocos los estudios en los que se habla si los conos de gutapercha de
empaques sellados se encuentran contaminados o no. En la mayoria de estos
estudios la cantidad de contaminacion es baja o nula, lo que nos lleva a pensar
si los conos de gutapercha de empaques sellados se deben desinfectar o no.
En 1971, Montgomery observo que el 8% de los conos de gutapercha de
empaques sellados comercialmente disponibles se encontraban contaminados.
En este estudio se observé el crecimiento de bacterias en el 7% de los conos
de gutapercha de empaques sellados, lo que se confirma con el estudio
realizado por Montgomery. De manera similar, en 2005, Gomes et al.,,
evaluaron la contaminaciéon de conos de gutapercha en sus empaques y
mostraron que el 94,5% de los conos no mostraba contaminacion, mientras
que el 5,5% mostrd crecimiento. El microorganismo mas frecuente encontrado
en ese estudio fue el Staphylococcus. El Staphylococcus es una bacteria
Grampositiva donde las células coco se desarrollan en un patrén que recuerda
a un racimo de uvas (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006). En el presente
estudio encontramos dos tipos de microorganismos en los conos

contaminados: 83,3% fueron Bacilos y 16,7% fueron Cocos. De los mismos, la
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gran mayoria (83.33%) fueron bacterias Grampositivas. Los resultados de los
dos estudios se asemejan al encontrar bacterias Grampositivas. En otro
estudio, el de Kayaoglu en el 2009, se observo crecimiento en 2.08%de los
conos, en este estudio se usaron conos de la marca Sure-endo, Sure-dent Co.,

Seoul, Korea.

Por otro lado, existen estudios en los que sus resultados son discordantes al
encontrado en este estudio. Pang y cols, en mayo del 2007, realizaron un
estudio en donde utilizaron un total de 30 conos de gutapercha de 10 cajas
selladas, como grupo control, para observar el nivel de contaminacion de los
mismos. Sus resultados dieron negativo en todos los conos, es decir, los conos
estaban libres de contaminacion. Da Silva, en el 2010, evalu6 la contaminacién
microbiana de 10 conos de gutapercha de empaques sellados, encontrando
que ningun cono poseia contaminacién. Shnaydman, en el 2011, realiz6 un
estudio en el cual evalué 100 conos de gutapercha de 5 nuevas cajas de
diferentes de marcas y observo que ninguno de los 100 conos se encontraba
contaminado. De Seabra, evalud la contaminacion microbiana de conos de
gutapercha de empaques sellados de 7 diferentes marcas (Dentsply, DiaDent,
Endopoints, Meta, Obtura Spartan, Odous, Tanari), sus resultados revelaron

que ninguna de las muestras presentd contaminacion.

La razon por la que los niveles de contaminaciéon de los estudios anteriormente
expuestos sean muy bajos o nulos, puede estar justificado por algunas
caracteristicas peculiares que presentan los conos de gutapercha como: la falta
de humedad y nutrientes, lo que dificultan el crecimiento microbiano; de la
misma manera presenta 6xido de zinc en su composicion (llegando incluso al

75% de su composicion dependiendo de la marca), el cual tiene una accién
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antibacteriana inhibiendo la colonizacién de microorganismos y por ultimo tiene
una superficie lisa donde la adherencia de microorganismos es dificil. Cabe
mencionar, que conos de gutapercha de empaques sellados no han estado en
contacto con posibles fuentes de contaminacién como el entorno clinico, a la
vez no han sido manipulados excesivamente, contribuyendo asi a mantener la

cadena aséptica de los conos (Silva, Sponchiado, & Franco Marques, 2010).

Las marcas analizadas en este estudio, son las marcas mas utilizadas y
comercializadas en el Ecuador, algunas de las mismas las encontramos en la
clinica de la USFQ, como es el caso de los conos Meta y Dentsply. De las seis
marcas analizadas, cuatro mostraban crecimiento (Meta, Zipperer, Becht y
Gapadent), una explicacion para esto puede ser el proceso de fabricacion de
los conos que difiere entre marcas; algunos fabricantes pueden ser mas
cuidadosos y tener mas bioseguridad en el momento de elaborar los conos.
Mientras que otras marcas pueden agregar mas oOxido de zinc en la
composicidén de los conos para asi impedir el crecimiento microbiano. Fue muy
complicado encontrar los porcentajes exactos del contenido de éxido de zinc
de los conos de las distintas marcas estudiadas, ya que se nos informé que
esta informacién es confidencial; la Unica marca que tiene disponible el
porcentaje de oxido de zinc son los conos de gutapercha de la marca Becht
indicando que el 58% de su composicidén es de oxido de zinc. En el caso de las
marcas Meta, Denstply/Maillefer, Zipperer, New Stetic, Becht y Gapadent este

dato no se encuentra presente en sus cajas.

No debemos olvidar que los conos de gutapercha son facilmente contaminados

si estos se dejan en medios humedos y abiertos. Los conos de gutapercha
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siempre deben estar en lugares secos, sin luz y debidamente tapados. Asi

vamos a conseguir una menor contaminacion de estos.

A través del estudio estadistico, la hipdtesis de este estudio fue rechazada, ya
que los conos de gutapercha de empaques sellados no se encuentran estériles
como se asumid antes de este estudio. Los resultados de este estudio son
estadisticamente significativos para el numero de muestras analizadas, sin
embargo la muestra no es significativa por lo que no podemos inferir que este
patrén se da en todos los casos. A pesar de esto, en clinica no debemos dejar
al azar el hecho de colocar un cono de gutapercha contaminado o no, por lo

gue se recomienda siempre desinfectarlos antes de su uso.
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CONCLUSIONES

Los resultados son estadisticamente significativos para la muestra

analizada.

La muestra analizada no es estadisticamente significativa.

El 7,1% de los conos de gutapercha de empaques sellados se

encuentran contaminados.

En los conos de gutapercha contaminados se encontraron dos tipos de

bacterias: 83,3% bacilosy 16,7% cocos de los cuales 16,67% fueron

Gramnegativos y 83,33% Grampositivos.

Los conos de gutapercha de las marcas Dentsply/Maillefer y New Stetic

no presentaron crecimiento bacteriano.

Los conos de gutapercha de las marcas Meta, Zipperer, Becht y

Gapadent se encontraban contaminados dentro de sus empaques

sellados.

Los conos de gutapercha Meta presentaron bacilos Grampositivos.

Los conos de gutapercha Zipperer presentaron bacilos Gramnegativos.

Los conos de gutapercha Becht presentaron bacilos Grampositivos.

Los conos de gutapercha Gapadent presentaron bacilos Grampositivos y

cocos Grampositivos.
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RECOMENDACIONES

Se requieren hacer mas estudios y con un mayor numero de muestras
para mejores resultados por la escasa literatura en este tema.

Para futuros estudios acerca del mismo tema, se sugiere hacer la
reaccidon en cadena de la polimerasa, conocida como PCR, en las
colonias de bacterias encontradas en los conos de gutapercha
contaminados.

Los conos de papel también son utilizados en el procedimiento
endodoncico, es por eso que se recomienda hacer un estudio similar en
los mismos.

La desinfeccién de los conos de gutapercha con hipoclorito de sodio o
clorhexidina debe realizarse siempre antes de su uso en el tratamiento
endoddncico.

Realizar un estudio acerca de la desinfeccién de conos de gutapercha
con diferentes soluciones quimicas en diferentes concentraciones y
periodos de tiempo.

Optimizar el manejo de las cajas de conos de gutapercha dentro de la
clinica de la USFQ.

Realizar un estudio en el que se pueda observar la relacion entre el
crecimiento microbiano y la composicion de cada marca de cono de

gutapercha, en especial el porcentaje del 6xido de zinc.
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