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SUMARIO

Con el proposito de evaluar la efectividad bactericida “in vitro” de las puntas de gutapercha que
contienen Clorhexidina (Activ Point®) sobre cepas de Enferococcus faecalis y Fusobacterium

nucleatum, se llevd acabo esta investigacion.

Se realizo la siembra de E. faecalis (ATCC 25922) sobre agar sangre de carnero al 5% vy la

' siembra de F nucleatum (ATCC 25586) en agar chocolate suplementado. Se incubaron por 24 y 72

'~ horas respectivamente a una temperatura de 35°C. Con el turbidimetro se procedid a medir la
concentracion de bacterias en un tubo conteniendo agua destilada siendo las concentraciones de 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 y 3.0. Luego se procedid a realizar 1a siembra de las distintas concentraciones de bacterias
sobre agar Mueller Hinton para el E. faecalis y agar chocolate para F. nucleatum en los cuales se
colocaron las puntas de gutapercha conteniendo clorhexidina al 5% con sus distintos calibres (15,

20,25,30,35,40). Se dejaron incubando por 24 horas para la primera bacteria y 72 horas para la
segunda.

Los resultados evidencian que no hubo crecimiento de colonias bacterianas alrededor de las
puntas de gutapercha con clorhexidina en las cepas estudiadas, formando un halo de inhibicion para el
E. faecalis de 6.16 mm (media anitmética). Para el caso del F. nucleatum el halo de inhibicion tubo

una media aritmética de 6.41 mm.

Se concluye que las puntas de gutapercha conteniendo Clorhexidina al 5% utilizadas como
material de obturacion temporal en el tratamiento de conductos necréticos en Endodoncia, inhibieron el

crecimiento de cepas de E. faecalis y F. nucleatum por lo que se determiné un efecto bactericida.




INTRODUCCION

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

biologico se encuentran las bacterias.

Las bacterias y sus productos son considerados como el agente etioldgico principal de producir
afecciones a nivel pulpar. por lo tanto necrosis pulpares y lestones periapicales. por consiguiente su

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

d¢ sabe por estudios previos que una de las bacterias que se han encontrado con mavor
frecuencia en infecciones endodonticas persistentes es el Enrerococcus faecalis. Debido a que es una
bacteria anaerobia facultativa, es resistente a la mayoria de medicamentos intraconducto que se utilizan
normalmente. Ademas tienen la capacidad de adherirse dentro de los tubulillos dentinales
aparentemente formando una pelicula bioldgica (biofilm). lo cual hace mas dificil su eliminacion del

. : 1.2.6.11.
sistema de conductos radiculares ¢!-=¢-11-16}

Otra bactena que comunmente se ha aislado del sistema de conductos radiculares es el
Fusobacterium nucleatum. que es un bacilo anaerobio estricto que esta asociado frecuentemente a

_ : S 9.12.1¢
patologias periapicales ' "

Debido a la importancia que representa la medicacion en los conductos radiculares fue
necesarto realizar el presente estudio para analizar la efectividad de ciertos medicamentos disponibles
en el mercado. como son las puntas de gutapercha con clorhexidina. con el objeto de aplicarlo
eventualmente en la medicacion de conductos radiculares entre citas de una forma mas practica v

eficiente.

J




ANTECEDENTES

L.os microorganismos son los principales v mas importantes agentes patogenos a nivel de la

' AN : 1O 1112, 1527, 30. 34
cavidad pulpar v periapice radicular - 1% 1! 1212273054

Las bactenas Fusobacterium nucleatum y Enterococcus faecalis se han aislado de procesos
infecciosos del sistema de conductos radiculares (15, El Enterococcus faecalis es un coco Gram. (+) del
grupo D anaerobio facultativo es un componente saprofitico de la flora entérica y no pertenece a la
flora indigena de la cavidad bucal (infeccidon exdgena). Resistente v de dificil control cuando se asocia
a infecciones periapicales cronicas, debido a que esta bacteria tiene la capacidad de introducirse dentro
de los tubulillos dentinarios, también existen estudios que sugieren que tiene la capacidad de formar

2040 1L 12015 27 30, 33)

una pelicula bioldgica ‘" O El Fusobacterium nucleatum es un bacilo Gram. (-)
pleomorfico. inmovil. no fermentativo, anaerobio estricto. posee una endotoxina en su pared celular
capaz de producir respuesta a nivel periapical ain en pequenas cantidades produciendo destruccion
osea. la combinacion de ésta bacteria con Peproestreptococcus incrementan el grado de destruccion
pertapical. Es comun encontrarlo en los abscesos periapicales v se sabe que su habitat primario es el

surco gigval.

Estas bacterias cuando infectan el sistema de conductos endodonticos son tratadas utilizando

10, 12, 13, 33. 34)

medicamentos como Hidroxido de Calcio Ca(OH), con diferentes vehiculos . Este

medicamento se aplica dentro del conducto con la ayuda de un léntulo, aunque no existe la certeza que
: : _ : A2.13) :

medicando de esta manera llene la totalidad del conducto en longitud y anchura !’ ' Este actua por

. . . - 12
contacto. pero si no se encuentra lleno todo el conducto su efectividad es cuestionable ',




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existen alternativas de materiales de obturacion temporal para el tratamiento
endodontico como las puntas de gutapercha con diferentes medicamentos que permiten que la
medicacion llene todo el conducto. por lo que su efectividad seria mejor y se esperaria controlar v
eliminar de una forma mas efectiva la contaminaciéon microbiana con esta opcion de tratamiento. Por lo

cual surge la interrogante ;Cual es el efecto de las puntas de gutapercha con clorhexidina sobre las

bacterias Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum?.

D




JUSTIFICACION

Debido a que varios Laboratorios Dentales fabrican diferentes materiales. en especial la casa
Roeko, que esta produciendo productos que sirven especificamente para medicar conductos radiculares

necroticos. Este producto consiste en puntas de gutapercha conteniendo clorhexidina.

Se realizo esta investigacion para comprobar el efecto bactericida de este material v
considerarlo como una alternativa en la medicacion del sistema de conductos radiculares en
Endodoncia v a la vez los estudiantes de Odontologia cuenten con otras tecnicas que brinden un

material de facil manipulacion.

i, g




REVISION DE LITERATURA

BACTERIAS

CARACTERISTICAS GENERALES:

Las bacterias son microorganismos que pertenecen al reino procariota de modo que presentan
una estructura celular simple y sin membrana nuclear. Pueden crecer sin el auxilio de un ser superior.
Las bacteras se reproducen por division simple o fisidon binaria lo que en algunos géneros da origen a

agrupaciones caracteristicas. al quedar las células unidas de determinada forma. No obstante, cada

v - . ’ . . . By
célula es fisiologicamente independiente. son seres unicelulares “*.

FORMAS Y AGRUPACIONES BACTERJANAS:
Las formas principales son tres: esférica o coco. alargada o bacilo. incursada o espirilada “*'.

HISTORIA DE LA MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

En 1890 Willoubhby D. Miller publico el libro “Microorganisms of the Human Mouth™, llego a
ser la base de la microbiologia dental en Estados Unidos. En 1894 Miller se convirtid en el primer
investigador en identificar bacterias en la pulpa infectada. En 1910 Willtam Hunter. médico Inglés.
postuld que los microorganismos de una zona de infeccidon localizada podrian diseminarse a otras

| . . . . .
partes del cuerpo y producir enfermedad general grave, entidad conocida como anacoresis .

Esta 1dea es lo que se conoce de manera formal como la “teoria de la infeccion focal™ durante
anos dificultd la aceptacion de los tratamientos de los conductos radiculares, Incluso en 1951. A.
Knapp cito varios casos clinicos en los cuales pacientes con degeneracion en la retina y ceguera se

curaron con la extraccion de dientes infectados. Cuando en estudios controlados se investigd que esta
suposicion. de la teoria de la infeccion focal tegd a su término ©-'.
En 1939 E. Wilfred Fish investigd zonas en el tejido que se tormaban en respuesta a la infeccion

y reconocio cuatro areas distintivas de reaccidon. Luego. Fish relaciond estos datos dseos con las

7




infecciones de la pulpa dental. Postulo la teoria que cuando se encuentra un nido necrético es preciso
limitar la funcion de la cirugia a la eliminacion del cuerpo extrafio y a la zona necrdtica y el secuestro.
l.a mfeccion no progresaria mds alld de las zonas de granulacion. La investigacion de Fish constituvo la
base para ¢l tratamiento endoddntico. la anacoresis llegd a ser otro campo de Investigacion en relacion
con ¢l papel de las bacterias en el tratamiento de conductos radiculares. Este térmimo se define como el
proceso mediante el cual colorantes. pigmentos, sustancias metalicas. bactenas. proteinas extranas v
otros materiales de la circulacion sanguinea son atraidas a las zonas de inflamacidon y alli se fijan. Mas
tarde. Richard cito casos clinicos en los cuales bacterias de sitios extrabucales se localizaban en las

- ""I‘) ~ :
pulpas de piezas dentales obturadas = )

En 1941. Robinson y Bolin citaron el desplazamiento de las bacterias sistémicas hacia las

pulpas inflamadas. Los autores interpretaron su informacion en el sentido de que ciertos casos de

= {0

pulpitis idiopatica postoperatoria son resultado de la anacoresis: “pulpitis anacorética™ =",

12'

[.a anacoresis todavia es de interés para los facultativos actuales. en pacientes con endocarditis

bacteriana relacionada con problemas dentales %',

[.a importancia real de las bacterias en el proceso de degeneracion pulpar fue demostrada en el
estudio clasico de Kakehashi. S. Stanley y Fitzgerald. en 1965. Estos investigadores no encontraron
cambios patologicos en las pulpas expuestas o en los tejidos perirradiculares de ratas gnatobioticas. Sin
embargo. en amimales convencionales, las exposiciones pulpares dieron lugar a necrosis v formacion de
lesiones perurradiculares. Se concluyo, que la presencia o ausencia de flora microbiana era el principal

factor determinante de la destruccion o reparacion de pulpas de roedores expuestas .

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

bacterias. De nuevo. se demostro la importancia de éstas en la génesis de la enfermedad pulpar v

1M

. . )
perirradicular ¢,

Sundqgvist llevo a cabo un estudio crucial que pronostico la relevancia de las bacterias v su

>

2)

relacion con la enfermedad peri radicular ©




MICROBIOLOGIA PULPAR:

[.os microorganismos bucales son la causa mas frecuente de infecciones pulpares las cuales son

.. . . : . . : 7 34
polimicrobianas con una predominancia de bacterias anaerobias estrictas "~

[La complejidad de una infeccion endodontica depende las propiedades de las especies

., microbianas infectantes. de las condiciones de los tejidos de Ia pulpa y de los factores de defensa del

24
hospedero *“*'.

INFECCION DE LOS CONDUCTOS RADICULARES:

En las ultimas dos décadas han habido grandes avances en el conocimiento de la etiologia v

patogenia de las lesiones pulpares y periapicales.

Los miucroorganismos llegan a la camara pulpar por diferentes vias: por fractura del tejido
dentario. como resultado de la evolucion natural de la caries dental y por procedimientos

odontologicos. Otras fuentes de infeccion son los tibulos de la dentina expuesta en la superficie de la

_ - p—f

. . - . . X . 4
raiz debido a fisuras en el cemento, caries radicular y/o enfermedad periodontal “*'

Los tubulos dentinarios expuestos por caries. las microfracturas coronarias v radiculares o las

, : . e . (24
bolsas periodontales profundas son las vias mas probables de infeccion endodontica <.

Mientras el frente microbiano no liegue a la pulpa v la infecte la evolucion puede ser transitoria

y reversible. La exposicion continua a los productos bactertanos atecta a los tejidos de la pulpa v

. . . - | - . )
desvitaliza a los que se encuentra debajo de los odontoblastos destruidos '

Cuando la pulpa se extiende a la microbiota bucal a través de una cavidad el tejido pulpar se ve

24)

. - - 24
expuesto a concentraciones mayores de productos microbianos

Las enzimas. las toxinas y otros productos metabolicos ditunden a través del tejido pulpar y

: . : .. . 24
pueden causar reacciones en la parte apical e incluso en tejidos periapicales




Se reconocen mas de 400 géneros y especies microbianas diferentes que colonizan la cavidad
bucal humana; parte de esa numerosa microbiota puede afectar la camara pulpar cuando los tejidos

duros del diente o los de soporte pierden su integridad 4

Hay similitud entre la taxonomia de los microorganismos aislados de las bolsas periodontales
profundas en dientes que sufren periodontitis del adulto y de los conductos radiculares de los dientes

. con procesos periapicales.

La microbiota del conducto radicular de dientes no cartados con pulpa necroética y enfermedad

periapical esta dominada (> 90%) por anaerobios obligados por lo comun pertenecientes a los géneros

. : (24
Fusobacterium. Phorpyromonas, Prevotella, Eubacterium y Peptostreptodoccus ™

En la composicion microbiana apical y periapical de los conductos radiculares. de los dientes

: : . . . 24
con caries coronarias, hay una cantidad mucho menor de anaerobios estrictos (<70%) ‘="

En los conductos radiculares necroticos se han identificado espiroquetas. por medio de campo
oscuro v microscopio electronico de transmision. En los conductos v el periapice de dientes tratados
con endodoncia convencional, que registran radiolucidez periapical asintomatica en los controles
postratamiento se han encontrado predominantemente filamentos Gram (+). bacilos v cocos por medio

: : o e (24
de microscopia electronica de transmision .

Recientemente se ha registrado un renovado interés por los microorganismos extrarradiculares.
Se han comunicado numerosas especies bacterianas recuperadas de sitios extrarradiculares en lesiones
descritas como “Lesiones inflamatorias periapicales asintomaticas refractartas al tratamiento

o .e e (24
endodontico™ .

CARACTERISTICAS Y DETERMINANTES BIOQUIMICOS DE LA VIRULENCIA DE LA
MICROBIOTA ENDODONTICA

En las etapas tempranas de la infeccion pulpar los microorganismos aerobios y anaerobios:
facultativos dominan la microbiota y utilizan la mayor parte del oxigeno disponible. La disminucion

progresiva en la concentracion de oxigeno favorece el crecimiento de los anaerobios obligados. Desde

10




el punto de vista nutricional los productos finales del metabolismo de algunas especies microbianas

pueden formar parte de la cadena alimenticia de otras “*.

RESPUESTA DEL HOSPEDERO

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

. . . ‘ . : 14
mixta. predominantemente anaerobia en el tercio apical del conducto radicular .

Los productos de esa microbiota tienen propiedades biologicas como antigenicidad. actividad

mitogénica, enzimatica y activacion de las células del hospedero '

Una respuesta micial aguda en el peridpice generalmente es causada por bacterias que residen
en ¢l conducto radicular e' invaden directa o indirectamente los tejidos periapicales. Estos
microorganismos pueden provocar una respuesta aguda intensa del hospedero. por lo comun de escasa
duracion que se acomparia de signos clinicos tales como: dolor e hipersensibilidad a la percusion en el

40 24
diente -

La periodontitis apical aguda incipiente puede remitir, intensificarse, formar abscesos.

- : .o . . - 24
fistulizarse. difundir hacia el hueso (absceso alveolar) o volverse cronica ™'

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

.. 24
transformara en un granuloma “*.

Un granuloma puede permanecer asintomatico durante largo tiempo sin mavores cambios en el
estudio radiogratico. Empero. el delicado equilibrio en el periapice puede romperse en cualquier
momento. Las bactenias pueden avanzar al tejido periapical y el granuloma cronico puede
transformarse en agudo con manifestaciones clinicas. Como resultado pueden encontrarse
microorganismos intracelulares y extracelulares durantes estos episodios agudos. Esta exacerbacion

puede causar una rapida resorcion dsea y un aumento del area radiolucida. La progresion del proceso

[1
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10°C para que las dos cadenas de ADN se separen. A estas temperaturas tan elevadas la ADN
polimerasa se inactiva y era preciso aiadirla de nuevo en cada ciclo. Esto fue asi hasta que se descubrid
la bactenia Termus acuaticus que vive en aguas termales en los Geisers de Yellowstone y cuya ADN
polimerasa (Taq polimerasa) es capaz de trabajar a temperaturas supertores a los 70°C. De esta manera
solo hay que anadir la enzima al inicio del proceso de reaccion y llevar a cabo tantos ciclos como sea
necesario. Cada una de las moléculas de ADN hijas pueden volver a entrar en ¢l proceso v servir como
molde para tabricar mas copias. Asi tras 20 ciclos de reaccion se pueden obtener hasta un millon de

copias de una molécula de ADN

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos inconvenientes. como
son que no es una técnica cuantitativa y una relativamente alta probabilidad de obtener falsos positivos
por contaminacion. Para solventar este problema se ha de optimizar la secuencia de los cebadores, asi
como la temperatura precisa para que éstos se unan al ADN en la localizacion correcta v realizar una
adecuada manipulacion de los reactivos. Por otra parte para solventar el problema de la cuantificacion

se han generado unas variaciones sobre el esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo que se conoce

como PCR cuantitativa ®'.

I_a clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacion de

nuestro genoma de interes 1

Enterococcus faccalis

MORFOLOGIA E IDENTIFICACION

Los diterentes estudios de hibridacion de ADN. ARN muestran que los estreptococos del grupo
D. Enterococcus y no Enterococcus pertenecen a diferentes géneros. por lo tanto. se ha propuesto que
S. fuaecalis. S. fuaecium, S. durans, S. casellflavus sean reclasificados como miembros del género

([, 28
Lnicrococcus v ).

[Es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo. es termentativo, no forma esporas (414, 18). Las
células de Emerococcus faecalis son esféricas u ovoides v de 0.5 a lum de diametro. Pueden aparecer
solos. en pares. en cadenas cortas y en medios liquidos no son capsulados. algunas veces posee un

flagelo insuficiente que le confiere movilidad, v son frecuentemente elongados en direccion de la

15




cadena. poseen requerimientos nutricionales complejos. La mayoria son no hemoliticos ¢ inmoviles. las

colonias que se observan en la superficie del agar sangre son circulares. lisas y enteras '*'*

Desde finales de los ainos 80 € nicios de los 90, este microorganisino comenzo a emerger como

uno de los mas importantes agentes nosocomiales, responsables de bacteriemias, infecciones de heridas

quirtrgicas e infecciones del tracto urinario ¢ '*.

HABITAT

L.os Enterococcus se encuentra aproximadamente en todos los animales (como en aves. reptiles,
insectos), plantas. En el humano, son flora normal del tracto gastrointestinal (TGI). tracto
genitourinarto (1GQO), vias respiratorias superiores, cavidad bucal, piel, vagina y uretra femenina.
También se hallan en las superficies del entorno ambiental, en el agua, en la vegetacion. resultado de la

contaminacion por excrementos de animales v en aguas albanales no tratadas. En el humano la

-

. _ 16. 18
concentracion del Enterococcus en las heces es de 10 UFC/g ' ™.

FACTORES DE VIRULENCIA

Poco se conoce de los factores relacionados con la colonizacion. la translocacion mtestinal.

adhesion histica. evasion de la respuesta del hospedero y la modulacion de la respuesta inflamatoria.
Dentro de los factores de virulencia estudiados se encuentran:

1. Produccion de citolisina

2. Fabricacion superoxida extracelular (O»)
3. Laactividad citocromo C reductasa
4. Proteinas de superficie ESP

5. Produccion de sustancias de agregacion enterococales (EAS)
6. Gelatinaza
7

Hemolisina.

Se ha descrito la capacidad de produccion de sustancias de agregacion o “biofilms” (pelicula

biologica). conocida como placa. la cual comprende comunidades complejas de bacterias embebidas
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r SO ¥ : - :
en una matriz de polisacaridos "'"". Se ha encontrado en células vesicales, éstos son altamente
resistentes a la terapia antimicrobiana, lo que explica el incremento de las infecciones enterococcicas

: - ¢
en pacientes tratados previamente to)

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

patogenicidad '
ASOCIACION DE Enterococcus faecalis CON INFECCIONES ENDODONTICAS

El Enterococcus faecalis ha mostrado ser altamente resistente una vez establecido en el sistema

. . , - . . P
de conductos radiculares que puede mostrar un papel importante. en fracasos endoddnticos ** %%/,

En un porcentaje de 85% a 91% Sunqvist et al. recobré numerosas especies de bacterias
anaerobias de tratamientos de conductos radiculares fracasados. Una de esta bacterias incluven
Enterococcus faecalis. De todos los casos estudiados, se encontrd que el Enterococcus faecalis tue la

bacteria mas prevalente en fracasos endodonticos ‘**'.

Sunqvist et al., encontro que arriba del 38% de los fracasos endodonticos estaban contaminados
con Enterococcus faecalis, 10 cual indica que esta bacteria es un agente iumportante causante de

. .. [ 2D
fracasos endodonticos ( )

Siren et al.. mostro que las bacterias entéricas fueron cultivadas mas frecuentemente cuando los
conductos no se sellaron entre cada sesidon mientras que el numero de sesiones se incrementaba y en
casos de retratamientos. Enterococcus faecalis fue la mas comun de todas las bacterias. presentandose

- sy -y
en casos de monoinfeccion en un 33% !

Sin embargo los enterococos no son favorecidos por las condiciones que se dan en los
conductos no tratados. Ellos forman un pequeiio porcentaje de la flora wnicial en los conductos
radiculares. No obstante. una vez que cllos entran al sistema de conductos radiculares y comienzan a
establecerse, ellos pueden resistir la terapia antimicrobiana incluyendo medicamentos intermedios. y

" persistir después de la obturacidn; la presencia de Enrerococcus faecalis en el momento de la

obturacion puede reducir significativamente el porcentaje de exito del tratamiento de conductos

iy S Oy Al

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

. . . B 33
fracasos endodonticos = 10+

Otra caracteristica importante para la supervivencia de esta bacteria se debe a su alta capacidad
para tolerar y crecer en ambientes altamente alcalinos (pH de 9.6) gue normalmente inhibe a otras
bacterias '”. Otros autores sugieren que el Enterococcus faecalis forma una pelicula bioldgica gracias
a la cual sobrevive por un periodo de 77 dias en conductos radiculares medicados con hidroxido de

calcio

Isabela N. Rogas y col., realizaron un estudio acerca de la prevalencia de Enterococcus faecalis
en las distintas formas de enfermedades perirradiculares. Tomando muestras de casos de dientes con
lestones periapicales cronicas asintomaticas. periodontitis apical aguda. abscesos periapicales agudos v

(23)

de conductos radiculares tratados asoctados con lesiones periapicales cronicas asintomaticas '™

Estudios han revelado que el Enterococcus faecalis tiene la habilidad de penetrar los tubulillos

dentinarios a veces a una profundidad extensa. Esta propiedad puede hacer que estas especies sean
capaces de escapar de la accion de los instrumentos endodonticos y los irrigantes usados durante la

preparacion quimio-mecanica > '’

Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium:
El género se incluye en la familia bacteroidaceae entre las especies que comprende se

encuentran el Fusobacterium nucleatum '°.

[Las fusobacterias son bacterias Gram negativas, anaerobias obligadas, no esporuladas con una
forma fustforme caracteristica (forma de huso) y presenta varillas que producen grandes cantidades de
acido butirico. con frecuencia son pleomorficas. no forman esporas, que aparecen como bacilos de a

pares con apariencia de cigarro alargado. Son quimioorganotrépicas, metabolizando peptona o
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carbohidratos pero en general solo levemente fermentativas, su producto final es mayormente butirato.
frecuentemente con acetato y lactato y menores cantidades de propionato, succinato v formato. No

produce 1sobutirato ¢ 1sobalonato. Algunas cepas son moviles a flagelos peritricos aunque la mavoria

. ;e - ¢
son inmoviles v no capsulados '’

Estas bacterias fueron aisladas por primera vez junto con espiroquetas, en un caso de gingivitis

Ulcerosa asociada a la infeccion conocida como Gingivitis ulceronecrotizante Aguda (GUNA) '

tn la cavidad bucal se han upificado dos especies de fusobacterias, a saber: Fusobacterium

nucleatum y Fusobacterium periodonticum '*

F. nucleatum puede ser aislado con infecciones del tracto respiratorio superior de la cavidad

bucal en lesiones periodontales '’

CULTIVO

Crecen en anaerobiosis a 35 v 36 °C. a pH de 7 en medio de agar- sangre con vancomicina. Son

catalasa negativa: no reducen NO; a NO»: no producen ureasas '’

PARED CELULAR

Poseen LPS. con algunos de los componentes tipicos presentes en las bacterias entéricas. No

: : 16)
tienen capsula %"

MEDICACION INTRACONDUCTO

Uno de los objetivos de la terapia endodontica es la reduccion o eliminacion de las bacterias y
sus productos por medio de la preparacion quimiomecanica completa del sistema de conductos

radiculares. La adecuada limpieza e irrigacion vy desinfeccion han mostrado una significativa reduccion

SRRy : - 2.6.10. 12
y a veces eliminacion de las bacterias de los conductos radiculares © ¢ '%-12)

Se ha recomendado ampliamente el uso de medicaciones mtraconductos para desinfectar el

04

ststema de conductos radiculares *~'. Las razones para ¢l uso de un medicamento intraconducto son:
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a. Para eliminar las bacterias en los conductos radiculares
b. Para prevenir la proliferacion bacteriana entre citas
c. Para actuar como una barrera fisico-quimica previniendo la reinfeccion y

suplementos bacterianos para las bacterias remanentes en los conductos

Ay

: |
radiculares

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

o ) : .. ., .. [ 2
toxicos que impiden la reparacion de la lesion periapical ' '

En la irrigacion de los conductos radiculares se han utilizado ciertos farmacos como el

vluconato de clorhexidina.

CLORHEXIDINA

La clorhexidina se presenta en tres formas: sales de digluconato. de acetato v de hidrocloruro.

[La mayoria de los estudios y de las formulas y productos bucales usan el digluconato. que se fabrica en
concentrados del 20% v/v. Las sales de digluconato v de acetato son solubles en agua. pero el
hidrocloruro de clorhexidina lo es muy poco. La clorhexidina tue desarrollada en la época de 1940 por
Imperial Chemical Industries, Inglaterra y salio al mercado en 1954 como antiséptico para heridas de la
piel. Mas adelante. el antiséptico empezo a utilizarse mas ampliamente en medicina y cirugia, incluidas
obstetricia. ginecologia. urologia y preparacion prequirurgica de la piel tanto para el paciente como
para el ciryjano. El uso en odontologia, inicialmente. fue para desinfeccion de la boca v en endodoncia. ‘
La inhibicion de la placa por la clorhexidina fue primero investigada en 1962 (Schroeder. 1969). pero
el estudio definttivo fue realizado por Loe y Schiott (1970). Este estudio demostro que un enjuague de
00 segundos. dos veces al dia. con 10 ml de una solucion de gluconato de clorhexidina al 0.2% (dosis
de 20 mg) en ausencia del cepillado dental normal, inhibia la neoformacion de la placa y el desarrollo

de gingivitis, tantos estudios siguieron a esos que la clorhexidina es hoy uno de los compuestos mas

: . . (19.3
investigados en la odontologia ™%
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La clorhexidina es un compuesto bisbiguanido de molécula simétrica, compuesta de dos anillos

clorotenolicos y dos grupos de biguanida conectados por un puente central de hexametileno.

l:ste compuesto es una base fuerte y dicationica a niveles de pH mas de 3.5 con dos cargas
posttivas en cada extremo del puente de hexamétileno (Albert y Sergeant, 1962). Por cierto. es la
naturaleza dicationica de la clorhexidina la que la hace extremadamente interactiva con los aniones. lo

cual es relevante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios locales y dificultades para formularla

19.36
en los productos V7.

El gluconato de clorhexidina, es una polibiguanida cationica, es una droga antiséptica v
antimicrobiana con propiedad bactericida. A un pH fisiologico. las sales de clorhexidina se disocian

" ° " liberando un componente cargado positivamente. Esta molécula cationica se liga a la pared de los
microorganismos. que tiene carga eléctrica negativa. A concentraciones menores, este proceso altera el
equiltbrio osmotico celular, produciendo perdida de 1ones intracelulares como potasio v fosforo; este

efecto es bacteriostatico. A concentraciones mayores se produce un efecto bactericida causando

precipitacion o coagulacion del citoplasma microbiano y muerte celular '™’

LLa clothexidina es eficaz contra una gran variedad de bacterias gram-positivas v gram-negativas.
fermentos. hongos dermatofitos y virus lipofilicos (p.e. virus del SIDA, herpes virus. citomegalovirus.

3 influenza). Es inactiva contra las esporas bacterianas. excepto a altas temperaturas, v contra

Mycobacterium tuberculosis. Su espectro de accion incluve a Staphylococcus aureus. el germen causal

mas frecuente de heridas y quemaduras '?.

Ciertas cepas de Pseudomonas aeruginosa v Proteus son menos susceptibles a cetrimida. por lo

: - : ., . 194
que se requieren concentraciones mayores para conseguir una accion bactericida eficaz ' .

La clorhexidina es un farmaco que se ha utilizado desde hace varios aios en la odontologia
como un importante antiséptico para el control de los microorganismos causantes de la caries dental v
de otras patologias relacionadas con los tejidos de soporte (periodontitis) para estos efectos esta se ha

- : . 193
utilizado en bajas concentraciones (0.12%) ¢'*- .
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Actualmente se ha propuesto el uso de clorhexidina para la irrigacion de los conductos v se han
realizado varios estudios en los que se¢ ha demostrado su efectividad en la eliminacion de los

microorganismos alli presentes. pero utilizandose a mayor concentracion (2%) '*- 3%,

Segun Michael 1. Jeansonne (1994). la clorhexidina posee muchas propiedades: es de amplio
espectro. tiene una actividad residual extendida (sustantividad) y una relativa ausencia de toxicidad.
todas estas propiedades la sugieren como un irrigante para la terapia endodontica. Actualmente el
wrigante de eleccion mas comun es el hipoclorito de sodio, pero, a su parecer este tiene ciertas

_ : S - : . (19.36;
desventajas como su accion caustica y que puede desteiiir los articulos operatorios ' "'

B.l. Lente (2000). 1gualmente propone a la clorhexidina como un irrigante va que segun su
investigacion puede desinfectar los tubulos dentinales y al mismo tiempo ser absorbida por la dentina.
pero. concluyve que se pueden tener mejores resultados usandola como una medicacion intraconducto

. r (1
por varios dias ' .

“El antibiotico activo de clorhexidina se basa en la absorcion sobre la pared celular microbiana
causando una microfisura en los componentes intracelulares y muerte celular. La clorhexidina es
bactericida por la concentracion usada, especialmente en los tratamientos endodonticos. El rol potencial
de la clorhexidina en endodoncia ha sido enfatizada por varios investigadores, el interés especifico es la
propiedad antibiotica adquiridda por la dentina radicular al absorber el farmaco: esta propiedad
antibiotica puede darse luego de una irrigacidon prolongada del conducto usando de 0.2% hasta 2% de

concentracion de clorhexidina”. B. 1. Lente "',

Richard Komorowski (2000), estudio la sustantividad (actividad residual extendida) que crea la
clorhexidina al ser utilizada como farmaco intraconducto. basicamente complemento estudios
antertores. va que las investigaciones hechas por Jeansonne y Lenet referian que para obtener efectos
superiores debia tener mayor tiempo de actividad el farmaco dentro del conducto. Komorowski llevo a
cabo la mvestigacidon y observd que la infeccion causada por E. faecalis fue incapaz de colonizar el
tubulo dentinal por 21 dias después que la raiz fue tratada con clorhexidina por 7 dias. Esto confirma

: .. : . . 19
que el potencial antimicrobiano de la clorhexidina se extendio al menos tres veces ' g

“Puede especularse que el potencial antimicrobiano adquirido por la raiz dental después del

tratamiento con clorhexidina inhibe la infeccion del conducto posterior al tratamiento. El efecto de la
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clorhexidina puede extenderse varios periodos, pero la duracidn de éste no se conoce. El resultado de

este estudio demostrd que el efecto antimicrobiano de clorhexidina en raices de bovinos fue efectivo

: . 9. 3
aun después de tres semanas ‘',

[Las investigaciones realizadas por Jeansonne. Lenet v Komorowski acerca de la clorhexidina
coimnciden en que la propiedad mas importante que posee es la capacidad antibidtica que le confiere a la
dentina radicular debido a su facil absorcion a través de los tubulos dentinales. Lo que los hace diferir
un poco el tiempo de actividad que debe tener la clorhexidina para que produzca este efecto v por

T : - (19, 3¢
- cuanto tiempo se extiende su accion -0

Farmacocinética:

Los estudios realizados en animales y humanos han demostrado que la clorhexidina es poco
absorbida por el tracto gastrointestinal. Después de dosis de 300 mg de clorhexidina en seres humanos.
los niveles en plasma promedio de gluconato de clorhexidina alcanzaron un pico de 0.206 mg/g de

plasma después de 30 minutos. No se encontraron niveles detectables de clorhexidina en el plasma de

: . : - 19
estos sujetos |2 horas después de admunistrar el compuesto 7

Debido a su naturaleza cationica, la clorhexidina se enlaza fuertemente a la piel. mucosas v
otros tejidos razon que explica su muy pobre absorcion. Después de su ingesta oral o administracion

. . .. i Q
percutanea. no se han encontrado niveles plasmaticos detectables ',

La cetrimuda es fuertemente cationica por naturaleza. enlazandose firmemente a las estructuras
cutaneas y de otros tejidos. por lo que. de igual manera. su absorcion es minima. Por lo tanto, no se ha
descrito toxicidad sistémica por aplicacion topica o ingestion ni hay evidencias de teratogenia en el
modelo animal. Incluso la infusidn endovenosa en amimales es bien tolerada y ha ocurndo
acctdentalmente en seres humanos sin consecuencias graves. Se detectaron reacciones de
hipersensibilidad. incluido la anafilaxia en menos del 10 % de las personas en Japon. y fueron el
resultado de la aplicacidon de productos de clorhexidina no registrados en sitios fuera de la boca. Fue
insuficiente la informacion para confirmar si las reacciones fueron verdaderamente debidas a la

- clorhexidina. Se puede producir sordera neurosensorial si se introduce clorhexidina en el oido medio y

C : : 19. 36
no se debe colocar este antiséptico en el oido externo en caso de estar perforado el timpano 7.
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El uso bucal a largo plazo produjo un leve desplazamiento de la flora hacia microorganismos

: - (19
mas sensibles ' 7.

Usado como culotorio, la clorhexidina tiene varios efectos colaterales locales (Flotra v cols..
1971), de los cuales el mas comun y problematico es la pigmentacion marrdon de los dientes, de
algunos matenales de restauracidon y de las mucosas. sobre todo el dorso de la lengua. Los mecanismos
sugeridos para la pigmentacion por la clorhexidina atn estan siendo debatidos (Eriksen v cols: 1983:

Addy y Moran. 1993), pero han sido propuestos:

e degradacion de la molécula de clorhexidina liberando paracloranilina.
e catalisis de las reacciones de Maillarb

e desnaturalizacion proteinica con formulacion sulfurosa metalica.

Y : R e (19)
e precipitacion de cromogenos dietéticos anidnicos

La clorhexidina tiene un gusto amargo que es dificil de enmascarar y en muchas personas causa

; g 19
alteracion del gusto ',

Parece etectuar sobre todo el gusto por lo salado lo cual hace que la comida se sienta sosa.
Menos comunmente. la clorhexidina causa erosion de la mucosa y esto parece ser ideosincratico con el

antiseptico ejerciendo etectos letales sobre las células epiteliales superficiales en algunas personas. Este

cfecto colateral depende de la concentracion v habitualmente puede ser controlada con culotorios de

doble dilucion '

La excrecion del gluconato de clorhexidina después de la administracion oral se produce
principalmente en las heces (aproximadamente 90%) v menos del 1% de la clorhexidina fue excretada

| . Q9
en la orina '

Los microorganismos con . alta susceptibilidad a la clorhexidina incluyen algunos
Lstaphyvlococcus mutans, Streptococcus salivarius, Candida albicans. Escherichia coii. Selenomonas y

. o . (36
hacteria propionica anaerobios ).

. . . e age 36
El Streprococcus sanguis tiene una susceptibilidad moderada ©¢.
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INSTRUCCIONES DE USO DE LLAS PUNTAS DE GUTAPERCHA CON CLORHEXIDINA
SEGUN EL FABRICANTE

Roeko, ACTIV POINT®

DEFINICION

Activ Pomt® de Roeko son preparados con efecto de depdsito, que liberan diacetato de

clorhexidina a partir de una matriz de gutapercha.

COMPOSICION:

Activ Point® estan compuestas por diacetato de clorhexidina (aprox. 5%). gutapercha. Oxido de

Zinc. Sulfato de Bario y pigmentos colorantes.

CAMPOS DE APLICACION:

e Para la obturacion temporal del canal radicular con clorhexidina como proteccion para una
reinfeccion.

e Para tratamientos endoddonticos de urgencia.

PROPIEDADLES:

La punta esta lista para el uso y tiene una forma estable a pesar de su flexibilidad para su facil
aplicacion. tambien en conductos radiculares curvados. El diacetato de clorhexidina esta incorporado
en su forma pura de forma homogénea en la matriz portadora de gutapercha. Las puntas cumplen con
las normas ISO. presentan medidas exactas y son naranjas. para evitar una confusion con las puntas de

hidroxido de calcio o de gutapercha.




LIBERACION DE CLORHEXIDINA:

El diacetato de clorhexidina se disuelve en el liquido que fluye inmediatamente después del
secado por los conductos de dentina y a region del apice al conducto radicular. La administracion

compacta del diacetato de clorhexidina en forma de puntas permite introducir cantidades suficientes de

clorhexidina en el conducto radicular.

APLICACION:

Activ Point® se elige segun el tamano del ultimo mstrumento para tratamientos radiculares

utifizado. eventualmente un tamafio menor. La punta se marca a la longitud de trabajo v se maneja con

las pinzas hasta llegar al apice.

Deberia colocarse de forma suelta y no deberia condensar. Si el conducto no presenta una forma
redonda regular. se pueden colocar otras puntas al lado de la primera punta. En la mavoria de los casos.

la cavidad de acceso tiene un tamaiio suficientemente grande para poder doblar simplemente el extremo

de la punta. Esto facilita también la retirada de la misma.

LLa cavidad de acceso puede ser cerrada con cualquier material habitual.

DURACION DE LA APLICACION:

Debido a la estructura de la matriz de gutapercha. la superficie de la punta desprende en primer
lugar cantidades relativamente grandes de diacetato de clorhexidina. Las capas dispuestas a mayor
profundidad se desprenden mas lentamente. La clorhexidina tiene una afinidad respecto a dentina por
lo que esta disponible durante periodos de tiempo relativamente -largos. Las duraciones de la aplicacion
recomendadas varian entre una y tres semanas. Después se deberia proceder a un cambio del relleno
temporal o se deberia proceder al relleno definitivo del canal radicular. En caso de una indicacion

clinica correspondiente, la punta deberia cambiarse. no obstante. en intervalos mas cortos (después de 2

a 3 dias).




P g T T gy =

;

RETIRADA DE ACTIV POINT® DE Roeko:

La liberacion del diacetato de clorhexidina en el medio acuoso no influye en la estabilidad de la
punta. Sigue teniendo una forma estable, también después de una duracion de aplicacion relativamente
larga, pudiendo ser retirada con facilidad. La Activ Point® puede ser retirada con pinzas o con una

sonda.

EFECTOS SECUNDARIOS:

Al entrar en contacto con la mucosa bucal raramente se puede producir una irritacion o una

alteracion de la sensacion gustativa los dos sintomas desaparecen después de poco tiempo.

También es posible que se produzca un tefitdo marron reversible del canal radicular.

CONTRAINDICACIONES:

En caso de que exista una alergia conocida contra clorhexidina, no se deben aplicar Activ

Point®.

INTERACCIONES:

Con hipoclorito sadico v alcohol que se utilizan durante y despuées de la eliminacion del tejido
pulpar o del contenido infectado del conducto para el lavado, pueden surgir efectos sinérgicos en caso
de utilizar clorhexidina. Estos pueden conducir a un mayor efecto inicial, que no alberga peligro

aleuno. Por lo tanto. las puntas se pueden introducir sin peligro tambi€én en un conducto radicular no

completamente secado.

MANIPULACION Y CONSERVACION:

e De un solo uso.
e Para el uso exclusivo por dentistas.

e Conservar en un lugar seco, a menos de 25°C.

-
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OBJETIVOS

GENERAL ,

Determunar el efecto bactericida “in vitro” de las puntas de gutapercha con clorhexidina sobre

las bactenias Enterococcus faecalis v Fusobacterium nucleatum.

ESPECIFICOS

l. Determinar el tiempo de inhibicion bacteriana de las puntas de gutapercha que contienen

clorhexidina al estar en contacto con el Enterococcus faecalis.

2. Determinar el tiempo de inhibicion bacteriana de las puntas de gutapercha que contienen
clorhexidina al estar en contacto con el Fusobacterium nucleatum.
5. Evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de colonias de Fusobacterium nucleatum

a traves de las puntas de gutapercha con clorhexidina.

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

traves de las puntas de gutapercha con clorhexidina.




VARIABLES

IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

Variables independientes:

. Puntas de gutapercha con clorhexidina:
2. Cepas de Lnterococcus faecalis.

5. Cepas de Fusobacterium nucleatum.
Varniables dependientes:

|. Efecto bactericida.

2. Tiempo de efectividad.
DEFINICION DE LAS VARIABLES:

|. Puntas de gutapercha con Clorhexidina: Son similares a las puntas de gutapercha
convencionales y contienen un compuesto bisbiguanido, que es una droga antiséptica v

antimicrobiana con propiedad bactericida.

|2

(Cepas bacterianas:
2.1 Enterococcus faecalis: Es un coco Gram-positivo anaerobio facultativo, fermentativo. no

forma esporas, asociado a infecciones endoddnticas persistentes.

|2

2 Fusobacterium nucleatum: Es una bacteria Gram-negativa anaerobia estricta. no esporulada.

con forma fusiforme. Frecuentemente se encuentra en infecciones endoddnticas.
3. Efecto bactericida o efectividad: Capacidad de inhibicion bacteriana.

4. Tiempo de etectividad: periodo que sera medido en horas para observar bajo aplicacion del
matenal. el crecimiento de las bacterias, anaerobias facultativas y anaerobias estrictas o su

eliminacion medido por 1a zona de inhibicion en milimetros.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo lo realizo la investigadora en el Laboratorio Clinico del IGSS de la

zona 7. bajo la supervision del Lic. Guillermo Carrillo.

Procedimientos de Laboratorio:

A continuacion, se dara una descripcion mas detallada de cada uno de los medios de

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

A.1) Medio de cultivo CTA

Composicion del CTA:

Ingredientes ofl
Enzima caseina hidrolasa 20.00
L- cistina 0.50
Cloruro de sodio 3.00
Sulfato de sodio 0.30
Rojo fenol 0.017
Agar 2.50

N

pH final (a 25°C) 7.5 £ 0.2

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

Direcciones: Suspender 28.5 gramos en 1000 ml de agua destilada. Hervir para disolver el medio
completamente. Se dispensa en tubos en cantidades de 8-10 ml. Se esteriliza por autoclave a 15 1b.
de presion (121°C) por 15 minutos, se enfria a 50°C y se agrega carbohidratos apropiadamente, se

mezcla bien v se deja el medio frio en los tubos en posicion vertical.




Principios de Interpretacion: Ikl agar cistina Triptona puede usarse como un medio de
mantenimiento de microorganismos fastidiosos. sin agregar enriquecimientos. Los organismos
anaerobios crecen bien en este medio en presencia de CO> Puede detectarse motilidad en este
medio cuando los cultivos muestran difusion — diseminacion de crecimiento por todo el medio.
Organismos sin motilidad muestran crecimiento solamente en el area inoculada. Este es un medio
base para estudiar reacciones de fermentacion de organismos fastidiosos porque esta libre de

carbohidratos fermentables. Se requiere un inoculo grueso e inmovil.

A.2) Agar Base Columbia Sangre
Codigo CM 331

s un medio para maltiples usos en cultivo de agentes dificiles.

Formula: g/l

Peptona especial 235.0

Almidon 1.0

Cloruro sodico 5.0

Agar 10.0 pH 7.5 +£0.2
Instrucciones:

Se suspendieron 39 gramos en un litro de agua destilada. Se llevo a ebullicion hasta su

disolucion completa. Se esterilizo en autoclave a 121°C. 15 minutos luego se entrig a 50°C v se

agrego sangre estéril desfibrinada.

Descripcion:

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

El agar base Columbia (Ellmer y col) combina las virtudes de ambos, mejorandolos. Esta base es

mas versatil v de rendimiento superior en multiples aplicaciones.

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

caballo.




Suplemento Selectivo:
Staph/Strep
Codigo sr 70
Suplemento selectivo para aislamiento de Staphylococcus y Streptococcus cuando se utiliza con
agar base Columbia CM 331 o Agar base sangre n2. CM 271. Contenido del vial (cada vial es
suficiente para suplementar 500 ml de medio).
Acido nalidixico 7.5 mg

Sulfato de colistina 5.0 mg

Este suplemento se utiliza con agar base Columbia y 5% de sangre de cordero desfibrinada para
agregar Agar Columbia CNA.
Instrucciones:

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

n2 estéril y entriado a 50°C. Se mezclan bien vy se reparten en placas petri estériles.

A. 3) El medio de Tioglicolato USP Codigo CM 173 es un medio para cultivo de agentes aerdbicos v

anaerobicos en pruebas de esterilidad.

Formula: ofl
Extracto de levadura en polvo 5.0
Triptona 15.0
Dextrosa 3.5
T1oglicolato de Sodio 0.5
Cloruro de Sodio 2.5
L-Cistina 0.5 m
Resazurina 0.001 S, o
Agar 0.5 2

pH 7.1 =0.2

o/

Instrucciones: /

Se suspenden 29.5 gramos en un litro de agua destilada y se hierve hasta disolver el medio por

completo, se estertliza en el autoclave a 121°C durante 15-18 minutos.
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Descripcion:

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

una alteracion despreciable en la reaccion del medio.

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

B.) Procedimiento que se realizara para la seleccion de bacterias Enferococcus faecalis (ATCC

25922) y Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586).

La investigadora con la ayuda del asesor de laboratorio obtuvo las cepas bacterianas (ver tabla

No.2) que se necesitaron para el estudio de la siguiente manera:

B.1) El cultivo puro de Enterococcus faecalis proveniente del CTA se sembré en un medio de cultivo
Agar sangre de camnero al 5% (ver foto a) obtenido del cepario del laboratorio clinico del IGSS de la

zona 7.

(a) colonias de Enterococcus faecalis en medio se cultivo agar sangre. Imagen vista desde el

estereoscopio.
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B.2) La muestra se obtuvo de Culti-loop (ver foto b), que contiene 5 asas de Fusobacterium nucleatum,
se sembro en un medio de cultivo (Agar Chocolate) que es uno de los medios que se utilizan en

bacterias anaerobias estrictas (ver foto c).
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(¢ ) Colonias de Fusobacterium nucleatum en el medio de cultivo agar chocolate. Imagen vista desde €l

estereoscopio.

- B.3) Para observar efectividad la suspension de bacterias se introdujo en un caldo enriquecido

(Tioglicolato) segin los estandares de Mac Farlan¢ la cepa que se utilizé fue Enterococcus faecalis

ATCC 25922 y Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (ver foto No d).




l (d) suspension de colonias bacterianas en medio liquido de tioglicolato. Dentro de los tubos pueden

observarse las puntas de gutapercha con clorhexidina.

C.) Inoculacion de las bacterias en los medios de cultivo.

| Con una asa se realizoé la inoculacion primaria del Enterococcus faecalis en el medio de cultivo.
Utilizando dos asas flameadas se extendio la inoculacion primaria aproximadamente dos centimetros,
) luego con otra asa se extendio el inoculo, y por ultimo, con otra asa se hizo una tercera extension del

inoculo.

La caja de petri con agar sangre se incubo (ver foto €) en una atmodsfera rica en CO, ambiente
microaerofilico a una temperatura de 35°C, los cultivos s¢ inspeccionaron después de 24 horas de
incubacion; si el desarrollo microbiano es menor de lo previsto o si las colonias son diminutas debera

volver a incubarse por otras 24 horas .

(e)Incubadora donde se introdujeron las cajas de petri con la siembra de Enterococcus faecalis.
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La inoculacidon primaria del Fusobacterium nucleatum fue similar al procedimiento que se
empled con Estreptococcus faecalis. Luego se colocaron 10 cajas de petri con la inoculacion en una
bolsa con ambiente anaerobico (aerocult) con su respectivo indicador de anaerobiosis (ver foto f) se

incubaron las cajas a 35°C durante 72 horas (ver tabla No 3).
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(f) Las cajas de petri en un ambiente de anaerobiosis fueron introducidas dentro de la

incubadora.

La interpretacion del crecimiento: Cuando hay crecimiento en las dos cajas de aerobios y de
anaerobios facultativos, el crecimiento solamente en anaerobiosis anaerobio estricto, se realizé

identificacion o susceptibilidad.

En el caso del Fusobacterium nucleatum fue necesario realizar la prueba de coloracion de Gram

para identificarlo (ver tabla No 4).

C.1) Se utilizaron 16 tubos de ensayo con caldo de Tioglicolato. El nimero uno de control solo
contenia el caldo de tioglicolato, el nimero dos de control: el caldo mas las puntas de gutapercha
que contienen clorhexidina y los siguientes tubos de ensayo con las siguientes concentraciones de

bactenas:
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Tabla No. 1

Densidad celular de las distintas concentraciones de bacterias segun el método de Mac Farland

Tubo de ensayo Concentracion de bacterias Densidad celular
No 3 0.25 | (_).75 X 1_08
No 4 0.5 _ 1.5X 10°
No 5 ‘ 1 ] ) 3X10°
No 6 1.5_ | 4'fx_}_(_)8 4
No 7 ) __._2_________ ] B _6_x.103__ -

No 8 3 9X 108

Fuente: trabajo de campo

C.2) En los diferentes tubos de tioglicolato con las distintas concentraciones de Enterococcus

faecalis y Fusobacterium nucleatum se les agregd las puntas de gutapercha que contienen

clorhexidina y se incubaron durante 24 horas a 35°C.

(g) puntas de gutapercha con clorhexidina dentro del medio liquido de tioglicolato con la suspensién de

bactenas.
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1. En las 24 horas de incubacion se evaluaron las diferentes concentraciones de bacterias en cada

uno de los tubos (ver foto h, 1).
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(h,D) A las 24 horas de incubacion se observo turbidez en los diferentes medios de tioglicolato.

D.) ANTIBIOGRAMA

Para observar la efectividad bactericida de las puntas de gutapercha con clorhexidina se
evaluaron también con la técnica de difusion en agar (método de Bauer-Kirby), €l cudl consistié
en colocar las puntas en el medio s6lido de agar Miieller Hinton) que estara inoculado con una
suspension de bacterias Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum al 0.5, 1, 1.5, 2, 3
basados en los estandares de Mac farland, en el cual se observd que si hubo inhibicién del
crecimiento bacteriano. Para el Fusobacterium nucleatum se utihiz6 el agar Chocolate y se trabajo

en una atmosfera de anaerobiosis, debido a que esta bactena es anaerobia estricta.

Se preparo el agar Mieller-Hinton segin las indicaciones del fabricante y con las siguientes
caracteristicas:
Las cajas de Petri de tamafio estandar (100 mm de didmetro). Se sirvieron con

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

grueso.

e Sc guardaron en la refrigeradora dentro de bolsas plasticas selladas (de 2 a 8°C) por no mas

de 7 dias.
e El pH del medio debe ser de 7.2 a 7.4 medir el pH del medio si es posible con

potenciometro.
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e Inmediatamente antes de usar el medio Miieller-Hinton, se seco a 36°C, se colocaron las

cajas en la incubadora por 20 minutos con el medio arriba y la tapadera ligeramente abierta.

Procedimiento:

El antibiograma se realiz6 de la siguiente manera:

e Con el asa flameada y fria se tomaron colonias bien aisladas y de 1gual morfologia del cultivo

original en cualquier medio sdlido. Debe trasladarse siempre de un cultivo puro.

e Se Incub6 el caldo por 24 horas a 36°C, hasta que se observo turbidez.

Se ajusto la turbidez a un estandar de Macfarland 0.5, 1, 1.5, 2, 3 (ver tabla No. 5), s1 el caldo es
més turbio que el estandar agregarle mas caldo de solucion salina estéril. Comparar ambos tubos
(muestra y estdndar) con buena luz y frente a un fondo blanco. En este estudio se midi6 la turbidez de

las distintas concentraciones de bacterias con la ayuda del turbidimetro. (ver foto j)

(1) Turbidimetro: se midio la turbidez de las distintas concentraciones de bacterias.

Inmediatamente se procedio de la siguiente manera: introduciendo un hisopo estéril en el caldo

de turbidez igual al estandar, se exprimio bien el hisopo presionandolo firmemente contra las paredes

del tubo, arriba del nivel del caldo.

Con el hisopo exprimido se sembré la caja en tres direcciones opuestas sobre toda la superficie

(ver foto k), cerca el mechero encendido. En caso de urgencia puede sembrarse la prueba directa, solo
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si el frote Gram revela una sola clase de bacteria (LCR o secreciones varias), pero esto debe evitarse y

considerarse preliminar. Se dejo secar la caja de 5 a 8 minutos, pero no mas de 15 minutos con la

tapadera cerrada.

(k) Siembra de Enterococcus faecalis

Con las pinzas estériles se colocaron las puntas sobre las bacterias estudiadas (ver foto 1).
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(1) Puntas de gutapercha con clorhexidina colocadas sobre la siembra bacteriana.

Las cajas se incubarén por 24 horas en el caso del Enterococcus faecalis, y 72 horas a la

bactena Fusobacterium nucleatum.
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Interpretacion de los resultados:

e Después de las 24 y 72 horas de incubacion, se examinaron con buena iluminacion todas las

cajas en donde hubo crecimiento bacteriano.

¢ Se midié en mm el diametro de las zonas de inhibicion con un calibrador detras de la caja de

petri (ver foto m).

(m) Medicion de las zonas de inhibicién con la ayuda de un calibrador.

e Para interpretar los resultados se utilizan las tablas de interpretacion que son oficiales en

Estados Unidos (NCCLYS) y de los resultados como resistente, intermedio o susceptible.

Analisis Estadistico:
Para el presente estudio se utilizé el método estadistico descriptivo: €l cual consiste en procesar

y ordenar los datos obtenidos de los cuales se obtuvo la media aritmética.
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DESCRIPCION DE LAS TABLAS (2-5)

Se realizo la siembra de las bacterias E. faecalis y F. nucleatum en los medios de cultivo agar
sangre de carnero al 5% y agar chocolate respectivamente. Se incubaron a una temperatura de 35°C v

un tiempo de incubacion de 24 horas para la primera bacteria y 72 horas para la segunda bacteria (Ver

tabla No.2).

Se realizo el antibiograma para las bacterias E. faecalis y F. nucleatum utilizando los medios de
cultivo agar Miieller Hinton y agar chocolate respectivamente, incubandose a una temperatura de 35°C

para ambas bacterias y un periodo de incubacion de 24 horas para la primera bacteria v 72 horas para la

segunda bacteria (Ver tabla No. 3) .

En el cuadro No.3 se presentan los resultados de la preparacion de la tincion Gram. para
identiticar F. nucleatum en los medios de cultivo (10). De ellos en cuatro medios de cultivos estuvo

presente la bacteria. en el medio No.5 v 10 no hubo crecimiento. en los cuatro restantes no se observo

presencia de F. nucleatum (Ver tabla No.4).

Se determung la concentracion de bacterias segun el método de Macfarland, del cual se obtuvo

sus respectivos porcentajes: 0.5, 1. 1.5, 2 v 3 (Ver tabla No.5)
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Tabla No.2

Condiciones y medios de cultivo a utilizar en la siembra bacteriana de E. faecalis v F. Nucleatum

Medio Temperatura Tiempo
Bacteria De De incubacion De Ambiente
Cultivo °C incubacion
. o 4 |
E. faecalis Agar sangre 35°C 24 horas Microaerotilico

de carnero al

5%

F. nucleatum Agar 33°C 72 horas Anaerobio

chocolate

Fuente: Trabajo de campeo.

INTERPRETACION

Medios De cultivo utilizados para las bacterias E. Faecalis y F. Nucleatum a temperatura
de incubacion de 35°C ., tiempo de incubacion de 24 y 72 horas respectivamente con un ambiente

microaerofilico para la primera y anaerobio para la segunda bactenia.




Tabla No.3

Medios de cultivos empleados para realizar el antibiograma (Método de Bauer Kirby)

Bacteria
Medio de cultivo T°C Tiempo de Ambiente
Incubacion | Incubacion
| | | ,
| E. faecalis |  Agar Mieller 35°C 24 horas | Microaerofilico
Hinton
F. ' Agar Chocolate 35°C 72 horas Anaerobio
nucleatum

Fuente: Trabajo de campo

INTERPRETACION:
Se realizo el antibiograma para las dos bacterias. ambas se incubaron a 35°C tiempo de incubacion de
24 horas para E. Faecalis y 72 horas para F. Nuclearum con ambiente microaerofilico para la primera

v anaerobio para la segunda bacteria.




Tabla No.4
Resultados de 1a técnica de preparacion del Gram para identificar F. nuclearum en los medios de

cultivo

No. De cultivo | F. nucleatum presente
|

1 i no
2 no
3 L no
4 no
5 _

6 , Sl
7 1 St
3 S
9 Sl
10 -

Fuente: trabajo de campo.

INTERPRETACION:
) De las diez cajas de petri donde se incubo F. Nucleatum cuatro fueron positivas a la tincion de gram

dos no presentaron crecimiento y en las cuatro restantes crecio otra bacteria.
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Tabla No.5

Concentracion de bacterias medido en el turbidimetro

. Turbidez (Dispersion de la luz) Concentracion de bacterias
0.12 0.5
0.24 l
|
0.56 1.5
0:48 p)
0.72 5
: |

Fuente: Trabajo de campo

INTERPRETACION:

Se obtuvo los porcentajes de bacterias segun las distintas - concentraciones de bacterias para ser

’ medidos en el turbidimetro.




RESULTADOS

Durante la evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha con clorhexidina sobre
el L. faecalis, se ajustaron las distintas concentraciones de bacterias segiin el método de Mac Farland,

: utilizandose puntas de gutapercha con clorhexidina de calibres de 15. 20, 25. 30, 35 v 40.

Para la concentracion bacteriana de 0.5 se observo un halo de inhibicion con una media aritmética de
60.16mm.

[La concentracion de 1, el halo de inhibicion presentd una media aritmética de 5.83mm.

En la concentracion de 1.5 el halo de inhibicion que se observo tuvo una media aritmética de 5.16mm.
[_a concentracion de 2 el halo de inhibicion tuvo una media aritmética de 4.66mm

[ a concentracion de 3 el halo de inhtbicion tuvo una media aritmetica de 4mm.

En general, el halo de inhibicion formado presento una media aritmética de 7.16 mm (Ver Cuadro

No.1).

La evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha con clorhexidina sobre el F

nucleatum se realizo a las distintas concentraciones de bacterias segun el método de Mac Farland. Se

utilizo puntas de gutapercha con clorhexidina de calibres de 15. 20, 25, 30, 35 y 40.

La concentracion de 1 presentd un halo de inhibicion con una media aritmeética de 6.66mm.
La concentracion de 1.5 se observo un halo de inhibicidon con una media aritmética de dmm.

Para la concentracion de 2, el halo de inhibicion formado presenté una media aritmética de 7mm.

Para la concentracion de 3. se observo un halo de inhibicion con una media aritmética de 7 mm.

| En general, el halo de inhibicidon que se observg tubo una media anitmética de 6.41mm (Ver Cuadro

No.2).
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Evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha con Clorhexidina de la casa Roeko sobre

Cuadro No. 1

cepas de E. faecalis en el medio de cultivo agar Miiller Hinton.

Calibre de las puntas

Halo de inhibicion

—

Concentracion X
de bacterias Del halo
de
15 20 25 50 35 40 | inhibicion |
| (mm)
0.5 S5mm 6mm 6mm 7mm 7mm omm | 6.16mm
1
| | j
|
Smm 4mm 7mm 6mm 7mm 6mm | 3.83mm
_; 1.5 l |
‘ Smm | 4mm 6mm Smm 6min Smm | 5.16mm
]
4mm 4mm Smm Smm Smm Smm | 4.06mm
2
" 1
3 4mm Jmm 4mm S5Smm 4mm 4mm 4. 0mm
X de halo de i 4.6mm | 4.4mm | S.6mm | 5.6mm | 5.8mm | 5.2mm
inhtbicion (mm)

Fuente: Trabajo de campo

INTERPRETACION:

El halo de inhibicion encontrado es el resultado de la concentracion de bacterias respecto al calibre de

las puntas de gutapercha del cual se obtuvo la media antmética.
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Cuadro No.2
Evaluacion del efecto bactericida de las puntas de gutapercha con Clorhexidina de la casa Roeko sobre

cepas de F. nucleatum en el medio de cultivo agar chocolate.

Calibre de las puntas
_ Halo de inhibicion
Concentracion B
de bacterias X
Del halo
15 20 23 30 35 40 de
inhibicion
. (mm)
|
!
| 7mm Smm | 6mm 7mm Smm 7mm 6.66mm
S5Smm Smm 4mm 6mm Smm Smm Smm
1.5
I
? Smm 7mm 7mm 7mm 6mm 7mm 7mm
" ' I
7mm 6mm 7Jmm 6mm Smm 7mm 7mm
3
i ]
X del halo de 6.75mm 15.75mm| 6mm | 6.5mm |6.75mm | 6.5mm
 inhibicion (mm) |
[ |

Fuente: Trabajo de campo

INTERPRETACION:

El halo de inhibicion encontrado es el resultado de la concentracion de bacterias respecto al calibre de

las puntas de gutapercha del cual se obtuvo la media aritmética.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El estudio se realizo con el proposito de comprobar el efecto bactericida de las puntas de

gutapercha con clorhexidina sobre cepas de E. fuecalis y F. Nucleatum, en un estudio * in vitro ™

Con pruebas realizadas con una modificacion de la técnica de difusion en agar (método de
Bauer Kirby). se observo que las puntas de gutapercha con clorhexidina inhibieron el crecimiento del
L. faecalis en las distintas concentraciones de bacterias, segun el método de Mac Farland (0.5, 1, 1.5. 2
v 3). formando un halo de inhibicidon con una media aritmética de 7.16 mm de diametro con respecto al
calibre de las puntas (15,20.25,30.35y40). se observo que a menor concentracion de bacterias mavor es
el halo de inhibicion formado. y a mayor concentracion de bacterias menor es el halo de inhibicion que
se formo con un didametro de 6.16mm para el primero y 4.0mm para el segundo.

Con respecto al calhibre de las puntas se evidencio que el halo de inhibicion no varg
stgntficativamente manteniéndose en un rango de 4.4 a 5.8mm de diametro. La lectura de estas

pruebas se realizo a las 24 horas (ver foto 1).

En las pruebas realizadas en agar chocolate por el método de Bauer Kirby se observd que las
puntas de gutapercha con clorhexidina inhibieron el crecimiento del F. nucleatum al i1gual que el E.
faecalis . Para esta bacteria se observo que el halo de inhibicidon, con respecto a la concentracion de
bactenas. varid significativamente manteniéndose en un rango de 5 a 7mm de diametro:; con referencia
a los -calibres de las puntas se observo que el halo de inhibicion oscila entre 5.75 a 6.75 mm de

diametro: estas lecturas se realizaron a las 72 horas después de su incubacion (ver foto 2).
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o
Foto No. 1
Zona de inhibiciéon formada por la punta de gutapercha con clorhexidina en las colonias de
Enterococcus faecalis, vista desde el estereoscopio
r

Foto No. 2

Zona de inhibicion formada por la punta de gutapercha con clorhexidina en las colonias de

Fusobacterium nucleatum,vista desde el estereoscopio.
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CONCLUSIONES

En este estudio se concluye que:

/. Las puntas de gutapercha con clorhexidina inhibieron totalmente el crecimiento de

. Enterococcus faecalis. El halo de inhibicion formado fue de 7.16mm.

2. Las puntas de gutapercha con clorhexidina inhibieron totalmente el crecimiento de colonias

de Fusobacterium nucleatum. formando a su alrededor un halo de inhibicion de 6.41 mm de

diametro.

3. El tiempo de efectividad de las puntas de gutapercha que contienen Clorhexidina no pudo
evaluarse debido a que el caldo de tioglicolato esta enriquecido con varios nutrientes que

permiten que Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum se desarrollen y no se

pudo observar el tiempo de etectividad.
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RECOMENDACIONES

Con base en los hallazgos encontrados se recomienda:

. Se debe considerar como una opcion en el tratamiento de medicacidn de los conductos
radiculares el uso de las puntas de gutapercha con clorhexidina, puesto que su efectividad fue
comprobada en los resultados que se obtuvieron “in vitro ™ utilizando las cepas bacterianas de

Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum.

4

2. Se recomienda que se realicen otras pruebas in vivo para dar respaldo a los estudios “in vifrro™

de las puntas de gutapercha con clorhexidina en tratamientos de conductos radiculares.

5. ks aconsejable realizar este estudio con otras cepas bacterianas que estén implicadas en los

procesos infecciosos de la pulpa dental. Para comprobar si las puntas de gutapercha conteniendo

clorhexidina al estar en contacto con estas bacterias son capaces de producir efecto bactericida.
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LIMITACIONES

e El tiempo de efectividad no se pudo estandarizar por el método en medio liquido debido a que
los caldos de tioglicolato estan enriquecidos con varios nutrientes que hacen muy favorable el
crecimiento de estas bacterias; su lectura fue posible inicamente a las 24 hrs. Por tal razon no

fue posible evaluar las siguientes lecturas de cinco dias, diez dias y quince dias.
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