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RESUMEN

Los cementos selladores endodonticos se utilizan para rellenar las
irregularidades del sistema de conductos asi como para mejorar la capacidad de
sellado de los materiales de obturacion radicular. Algunos cementos poseen efecto
antibacteriano y pueden eliminar los microorganismos persistentes en istmos e
irregularidades del sistema de conductos, después de una limpieza completa.
Enterococcus faecalis ha sido aislado con frecuencia en tratamiento de conductos
fallidos, debido a su capacidad para sobrevivir a los efectos de la terapia
endodontica. En los ultimos afios se ha producido una mejora en las propiedades
antibacterianas de los cementos selladores, por lo que se deben analizar de tal
manera que se contemplen sus beneficios para aumentar el éxito del tratamiento de
conductos. Objetivo: Conocer el grado del efecto bactericida de tres cementos
selladores sobre Enterococcus faecalis. Metodologia: Se realizO un estudio
observacional comparativo transversal, empleando el método de difusién en agar,
inoculando Enterococcus faecalis en 15 cajas Petri con agar Mueller - Hinton. Se
colocaron discos empapados con los cementos selladores a estudiar a base de
Hidroxido de Calcio (Sealapex), Oxido de Zinc Eugenol (Silco) y de MTA (MTA
Fillapex), midiendo los halos de inhibicién bacteriana resultantes a 72horas (3 dias),
120 horas (5 dias) y 168 horas (7 dias) de incubacion. Resultados: El cemento
sellador Sealapex a base de Hidroxido de Calcio fue el Unico que mostré zonas de
inhibicién. Conclusién: El cemento sellador Selapex a base de Hidréxido de Calcio
mostré inhibiciébn de Enterococcus faecalis en la prueba de difusién en agar a
comparacion de los otros dos cementos evaluados, esto debido a su alto pH y a la

incapacidad del E. faecalis de vivir en medios de pH mayores a 11.5.

Palabras clave: Cementos endodoénticos, Enterococcus faecalis.



SUMMARY

Endodontic sealer cements are used to fill the irregularities of the root canal,
and to improve the sealability of root canal obturation materials. Some cements have
an antibacterial effect and they can even eliminate the persistent microorganisms at
the root canal system’s isthmus and irregularities, after a complete cleanse.
Enterococcus feacalis has been frequently isolated in failed root canal treatments,
due to its ability to survive the effects of therapy. In the latest years, we have
observed an improvement in the sealer cements’ antibacterial properties, whereby
they should be analyzed such that their benefits to the success in root canal
treatments could be contemplated. Objective: To know the degree of bactericide
effect in three endodontic sealer over Enterococcus faecalis. Metodology: A
transversal comparative observational study was made using agar diffusion method,
Enterococcus feacalis was inoculated in 15 Petri boxes with agar Mueller — Hinton.
Discs drenched with endodontic sealer of the study, which include Calcium
Hydroxide (Sealapex), Zinc Oxide Eugenol (Silco), and MTA (MTA Fillapex), were
collocated in the boxes. The resulting halos of bacterial inhibition were measured at
72 hours (3 days), 120 hours (5 days) of incubation. Results: The endodontic sealer
Sealapex based on Calcium Hydroxide showed inhibition of Enterococcus feacalis
in the agar diffusion compared to the other two cements evaluated, due to its high

pH and the inability of E. feacalis to live in mediums with pH higher to 11.5.

Key words: Endodontic sealers, Enterococcus feacalis.
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l. INTRODUCCION

Los microrganismos son el principal factor etiologico en enfermedades
pulpares, su eliminacién durante el tratamiento de conductos radiculares por medio
de la instrumentacion, irrigacion y la medicacién intra-conducto es esencial. Sin
embargo, incluso después de estos procedimientos, las bacterias pueden sobrevivir

en el interior del sistema de conductos radiculares (Sipert, 2005).

Los microorganismos que infectan la dentina del conducto radicular podrian
presentar la capacidad de adherirse superficialmente a la pared dentinaria o
penetrar profundamente en los tubulos dentinarios. Las bacterias adheridas a la
superficie son mas faciles de eliminar que las que se encuentran en las
profundidades de los tubulos, pero estas también pueden ser eliminadas gracias a
los componentes antimicrobianos de los cementos selladores (Mohammadi, 2014).
La tendencia actual es utilizar selladores que posean una buena actividad
antimicrobiana para que erradiquen los microorganismos presentes y restantes, lo
cual tedricamente mejoraria el resultado del tratamiento (Farmakis, 2012; Al-
Shwaimi, 2011).

Hoy en dia los cementos selladores endodoénticos se encuentran
elaborados a base de distintas férmulas quimicas donde el componente principal
pueden ser a base de Hidroxido de Calcio, Oxido de Zinc Eugenol o Mineral Triéxido
Agregado (MTA) (Shatiaee, 2010). El Hidréxido de Calcio se introdujo en la
Endodoncia por Herman en 1920 utilizandolo con diferentes propésitos durante la
terapia endodontica, hasta llegar a estar disponible como cemento sellador debido
a sus propiedades, cumpliendo en uso un cuarto de siglo y aun hoy en dia continua
siendo de los mas populares (Desai, 2009). Los selladores a base de Oxido de Zinc
Eugenol han dominado en los afios 70°s y 80°s, con resultados muy satisfactorios
ya que poseen un fuerte efecto antibacteriano (Orstavik, 2005; Camps 2004). En lo
que corresponde a las cementos selladores a base de MTA, este componente se
considera un material que ha sido investigado y utilizado para diferentes

aplicaciones endodonticas desde 1990 (Roberts et al., 2008), siendo la necesidad
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de un mejor material sellador lo que condujo al desarrollo de cementos selladores

de conductos radiculares a base de MTA (Morgental, 2011).

La incorporacion de nuevos cementos selladores en Endodoncia debe ser
comparada con los de uso comun, principalmente en sus componentes
antimicrobianos ya que puede convertirse en un factor esencial en la prevencion del

crecimiento y control de bacterias residuales en el sistema de conductos radiculares.

El Enterococcus faecalis presenta una alta prevalencia en infecciones
endoddnticas, que oscilan entre el 24% al 77% (Stuart et al., 2006), presenta una
adaptacién favorable para adaptarse a condiciones adversas, tales como la
privacion de nutrientes (Kayaoglu y @rstavik, 2004). Este microorganismo es
resistente a varios irrigantes y medicamentos intraconducto utilizados en
endodoncia (Zehnder y Guggenheim, 2009), por lo que se considera que la
actividad antibacteriana de los cementos selladores endoddnticos contra E. faecalis

es importante en la practica clinica.

Para evaluar la actividad antimicrobiana se emplea el método de difusion
en agar, el cual es adecuado para la evaluacion de la mayoria de los patdégenos
bacterianos incluyendo los microorganismos que se encuentran mas involucrados
en enfermedades pulpares, permitiendo el estudio de una gran diversidad de
antimicrobianos. Al igual que otras técnicas de difusion con discos, el método esta
estandarizado y se basa en los fundamentos recogidos en el informe de 1972 del

International Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing.

Explicado todo esto, el objetivo general de este trabajo fue conocer el grado
del efecto bactericida de tres cementos selladores endodonticos sobre

Enterococcus faecalis.



I. REVISION DE LITERATURA

El objetivo principal del tratamiento del sistema de conductos radiculares
es prevenir y tratar la inflamacion perirradicular mediante la eliminacion de
microorganismos presentes asi como la prevencion de una reinfeccion posterior
(Kakehashi et al., 1965; Sundqvist, 1976). Sin embargo, se ha demostrado que
después de la preparacion biomecanica, las bacterias pueden permanecer en los
tubulos dentinarios, grietas, istmos y ramificaciones del conducto radicular
(Bystrom y Sundqvist, 1981; Fus, 1997). Por lo tanto la causa principal de fracasos
durante el tratamiento de conductos es la persistencia de microorganismos
después del tratamiento endodontico, ya que si las bacterias son resistentes a la
terapia, sobreviven dentro del conducto radicular, invadiendo continuamente el
periodonto por lo que la cicatrizacion de la lesion periapical se ve comprometida
(Hancock, 2001).

Los materiales de obturacién como gutapercha, por lo general ocupan el
espacio del conducto radicular, mientras que los selladores endoddnticos mejoran
el sellado al servir como relleno de las irregularidades y discrepancias menores
entre la pared del conducto y el material de relleno (Siqueira, 2000), por lo que
se consideran un componente importante durante el tratamiento ya que logran
una obturacion en tridimensional tres dimensiones, sellando el espacio del
conducto radicular asi como adherirse a los conos de gutapercha y a las paredes
del conducto para evitar filtraciones, por lo que la terapia de Endodoncia actual
utiliza una combinacién de conos de gutapercha y cementos selladores para sellar

alrededor de las puntas de gutapercha (Caicedo, 1988).

Cementos selladores endoddnticos

De acuerdo con Grossman, los cementos selladores de conductos
radiculares deben ser compatibles con los tejidos, tener un efecto antimicrobiano y
proporcionar un sellado hermético. Asi mismo, crear y mantener un sellado

tridimensional de la totalidad del sistemas de conductos radiculares, deben tener
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adhesividad, ser dimensionalmente estables, insolubles a los fluidos orales, asi
como una velocidad de fluido adecuada, donde esta ultima propiedad permite al
material penetrar en las irregularidades, istmos y ramificaciones, que aumentan la
probabilidad de obtener un sellado adecuado y podrian teéricamente eliminar
microorganismos localizados en dichas areas (Siqueira, 2000). Sundqvist y Figdor
asignan tres funciones principales a los materiales usados en la obturacion del
conducto radicular: sellado para evitar crecimiento bacteriano proveniente de la
cavidad oral; entierro de los microorganismos restantes y obturacion completa a
nivel microscopico para impedir que los fluidos sirvan como nutrientes para las
bacterias de cualquier fuente (Orstavik, 2005). Los cementos selladores
endodonticos, no debe fomentar el crecimiento microbiano, ademas de limitar la
entrada de microorganismos procedentes de la saliva, lo que impide o por lo
menos retarda la recontaminaciéon del conducto radicular (Siqueira, 2000;
Leonardo, 2001).

El uso de selladores con propiedades antibacterianas puede ser ventajoso,
especialmente en situaciones clinicas de infeccion persistente o recurrente
(Orstavik, 1988; Fus, 1997). La gran prevalencia de anaerobios facultativos y
anaerobios obligados en el fracaso de tratamientos endoddnticos requiere el uso
de selladores con propiedades bactericidas. Hoy en dia se encuentran elaborados
a base de distintas férmulas quimicas, donde el componente principal puede ser
resina epoxica, materiales a base de Hidrdxido de Calcio, Oxido de Zinc Eugenol
y a base de Mineral Trioxido Agregado (Shatiaee, 2010).

El Hidréxido de Calcio se introdujo en la Endodoncia por Herman en 1920,
mientras que el primer dato del uso clinico por su capacidad de reparacion pulpar
fue probablemente por Rhoner en 1940, ademas de que en Endodoncia, se utiliza
principalmente, como medicamento intraconducto en técnicas de apicoformacion,
y como componente principal de varios cementos selladores endoddnticos. El
Hidréxido de Calcio como agente de recubrimiento pulpar, Dycal (Dentsply-Caulk,

Milford, DE), se hizo popular como un sellador entre algunos clinicos a finales



de 1970. Poco después, los selladores de conductos radiculares con esta
composicién quimica llegaron a estar disponibles en el mercado cumpliendo en

uso casi un cuarto de siglo y hasta hoy en dia contintan siendo populares.

Las dos razones mas importantes para el uso de Hidroxido de Calcio como
material de relleno radicular son por su capacidad de estimular a los tejidos
periapicales con el fin de mantener la salud o promover la curacion y en segundo
lugar por sus efectos antimicrobianos. Los mecanismos de accion exactos son
desconocidos, pero se han propuesto los siguientes:

1. El hidréxido de calcio es antibacteriano dependiendo de la disponibilidad
de iones hidroxilo libres; tiene un pH muy alto (grupo hidroxilo) que estimula la
reparacion y calcificacién activa, asi como una respuesta degenerativa inicial
seguida rapidamente por una mineralizacion y osificacion.

2. Su pH alcalino neutraliza el acido lactico a partir de los osteoclastos e
impide la disolucién de los componentes mineralizados, a su vez este pH
también activa la fosfatasa alcalina que juega un papel importante en la formacion
de tejido duro.

3. Desnaturalizan las proteinas que se encuentran en el conducto
radicular y las convierte menos toxicas.

4. Activan el adenosil trifosfato dependiente de la reaccién de calcio
asociada con la formacién de tejido duro.

5. Se difunden a través de los tubulos dentinarios y pueden comunicarse
con el ligamento periodontal para detener la reabsorcion radicular externa y

acelerar la reparaciéon (Desai, 2009).

Otro tipo de cementos selladores mas comunmente usados, son los
elaborados a base de Oxido de Zinc-Eugenol, que dominaron los afios 70°s 'y 80’s.
Los prototipos son el cemento de Rickert (Pulp Canal Sealer), y sellador de
Grossman, que tiene varios nombres comerciales, entre ellos Roth sellador y
ProcoSol. Rickert afiadié polvo de plata para un buen contraste ante los rayos X,

mientras que Grossman utiliz6 sales de bismuto y bario (Orstavik, 2005).



Ademas de ser los cementos mas usados, poseen un fuerte efecto antibacteriano
(Camps, 2004), sin embargo también presentan cierta toxicidad cuando se colocan
directamente en los tejidos vitales (Orstavik, 2005).

El eugenol, que es el principal constituyente del aceite de clavo de olor, es
un potente agente antibacteriano y es concebible que desempefia un papel
importante, es débilmente ionizado y tiene una estructura dimérica con ambos
enlaces inter e intramoleculares de hidrogeno. El 6xido de zinc es una base que se
puede preparar en tres formas diferentes; de la oxidacion del metal; por la
oxidacion del metal; por la descomposicién directa de los minerales de zinc en el
aire; o por descomposicion térmica de compuestos de zinc. Mezclados entre si, la
reaccion de fraguado de 6xido de zinc eugenol es una reaccion acido-base clasica
dando como resultado una sal mas agua. El 6xido de zinc ademas de una pequefia
cantidad de agua proporciona hidréxido de zinc, que a su vez, con eugenol, da
como resultado eugenolato de zinc mas agua para catalizar la reaccion, finalmente
durante la reaccion, los iones de hidrogeno fendlico son reemplazados por iones

de zinc, formando eugenolato de zinc, que es un quelato débil (Camps, 2004).

El cemento original de 6xido de zinc y eugenol, perfeccionado por Rickert,
fue la norma para la profesiéon durante afios, ya que se ajustaba en forma admirable
a los requisitos fijados por Grossman, salvo que manchaba el tejido dentario.
Grossman (1958) recomendd un cemento que no manchaba con la misma base de
composicién como sustituto de la férmula de Rickert, por lo que desde entonces se
ha convertido en el estandar contra el que se miden otros cementos, ya que se
ajusta razonablemente a los requisitos propios de Grossman para pertenecer al
grupo de cementos endodonticos, presentando en su formula quimica lo siguiente;
Polvo: Oxido de zinc, resina staybelite, subcarbonato de bismuto, sulfato de bario,

borato de sodio, anhidro. Liquido: Eugenol.

Todos los cementos de 6xido de zinc y eugenol tienen un tiempo de

manipulacion prolongado, aunque fraguan con mayor rapidez en el érgano denrio



qgue en la loseta donde se mezcla debido a una mayor temperatura corporal y
humedad. La principal virtud de tal cemento es su plasticidad y fraguado lento en
ausencia de humedad, junto con un buen potencial sellador debido al pequefio
cambio volumétrico al fraguar. El eugenato de zinc presenta sin embargo una
perdida continua de eugenol, esto hace que sea un material débil e inestable y
contraindicando su uso en grandes volimenes, como en obturaciones retrogadas

colocadas en el 4pice mediante acceso quirurgico (Ingle, 1987).

El Mineral trioxido agregado (MTA) es un biomaterial que ha sido
investigado para aplicaciones endododnticas desde principios de 1990 (Roberts et
al., 2008). En un principio, se propuso para el tratamiento de perforaciones
radiculares y sellado en el extremo apical de la raiz. Actualmente, esta siendo
utilizado en tratamientos pulpares conservadores, principalmente en la reparacion
de reabsorcidnes radiculares y procedimientos de apexificacion. EI MTA es
ampliamente aceptado por su biocompatibilidad y excelente capacidad de
sellado. (Parirokh y Torabinejad 2010). Sin embargo, a pesar de las caracteristicas
favorables, tiene propiedades fisicas que dificultan su utilizacion en el uso de
la obturacién de conductos radiculares (Roberts et al., 2008). La necesidad de
un material biocompatible que induzca la formacién de tejido mineralizado, que
presente un flujo adecuado y una facil manipulacion, condujo al desarrollo de
cementos selladores de conductos radiculares a base de MTA (Morgental, 2011).
MTA Fillapex (Angelus, Londrina, PR,Brasil), los cuales se caracterizan por
presentar excelente radiopacidad, facil manejo y gran tiempo de trabajo, los cuales
contienen MTA, resina salicilato, resina natural, 6xido de bismuto, y silice (Vitti,
2013).

Flora microbiana en conductos radiculares
Méas de 300 grupos o especies de bacterias se han reconocido como

habitantes normales de la cavidad oral, en los Ultimos afios se han descrito nuevas

especies, pero muchas aun no se han clasificado; al respecto, las bacterias



presentes en los conductos radiculares infectados incluyen un grupo restringido de
especies en comparacion con la flora de la cavidad oral. Los estudios de la flora
microbiana en conductos con persistencia de lesiones apicales han revelado una
flora notablemente diferente a la de los conductos necroéticos sin tratamiento.
Mientras que la flora de los conductos radiculares necroticos es tipicamente
polimicrobiana, se han encontrado proporciones aproximadamente iguales de
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, dominando los anaerobios
(Hancock, 2001).

Las cepas de Streptococcus son de los primeros colonizadores de las
superficies de los Organos dentarios y parecen proporcionar caracteristicas
importantes para la posterior unién de microorganismos Gram positivos y Gram
negativos, finalmente la tercera etapa implica la multiplicaciéon que se traducira en

una comunidad microbiana mixta organizada.

La vitalidad de los microorganismos varia a lo largo de la biopelicula con
las bacterias mas viables revistiendo los conductos; una estructura expuesta al
medio bucal tiene implicaciones para la penetracion y distribucion de nutrientes asi
como productos finales metabdlicos dentro del biofilm. Los beneficios para una
bacteria al desarrollarse en una comunidad o biofilm, es que las bacterias que
conviven juntas y son capaces de degradar grandes complejos moleculares de
nutrientes que no podrian ser degradados por una bacteria individual. Las
glicoproteinas y proteinas suministradas por la saliva o del surco gingival son la
principal fuente de nutrientes para las comunidades de microorganismos del
biofilm dental, el desglose de estos nutrientes requiere accion secuencial de
una gama de proteasas, peptidasas y glicosidasas. Algunas especies bacterianas
orales poseen cienta restriccion a estas enzimas extracelulares y en consecuencia
crecen en forma desorganizada con la presencia de nutrientes complejos; en
contraste, las biomasas mayores se pueden formar cuando grupos de bacterias
orales con perfiles de cooperacion degradan macromoléculas, estas condiciones

de nutrientes es probable que prevalezcan en los conductos radiculares infectados



en pulpas no vitales y ser atemperada por las variaciones en las corrientes
nutricionales, sin embargo esto sigue siendo investigado. Esto explicaria por qué
la poblacion del biofilm en tratamientos de endodoncia sobrevive por periodos
prolongados de hambre y se recuperan rapidamente después de un acceso a un
mayor suministro nutricional, asi mismo, se ha demostrado que ciertas especies
bacterianas son mas virulentas cuando crecen en biofilms y lo mas importante, las

bacterias dentro de los biofilms tienen una mayor resistencia a los antimicrobianos.

En lo que se refiere a las infecciones endodonticas después de la
instrumentacion en una infeccidn primaria se puede causar una lesién del tejido
periapical por un exceso de instrumentacion liberando la entrada de exudados
inflamatorios en el conducto y causar el crecimiento de bacterias que han
sobrevivido al procedimiento de Endodoncia. Del mismo modo, un exceso de
instrumentacién en un re-tratamiento puede romper las condiciones de hambre que
a menudo existen para las bacterias que quedaron atrapadas por el material de

obturacion.

La primera identificacién de las estructuras de biopelicula en conductos
radiculares infectados se llevo a cabo por Nair (1987); el cual junto Molven et al.,
(1991) observaron mediante microscopio electronico de barrido (SEM) muestras de
fragmentos apicales de 2 mm de conductos radiculares infectados con cocos y
bacilos y / o filamentos que forman a menudo micro-colonias en esta zona en que

las espiroquetas se entremezclan.

Enterococcus faecalis es capaz de formar un biofilm en las paredes del
conducto, al respecto, se sugiere que la formacion de biofilm puede ser un
mecanismo que permite a este organismo resistir la desinfeccion biomecanica
durante el tratamiento de conductos (Svensater, 2004). Hay muchos factores que
pueden influir en el crecimiento y colonizaciéon de bacterias en los conductos
radiculares, como la disponibilidad de los nutrientes, la baja disponibilidad de

oxigeno en los conductos radiculares con pulpas necroticas, y las interacciones



bacterianas por lo que se consideran importantes determinantes ecoldgicos.
Existen condiciones en el conducto de la raiz que permiten el crecimiento de
bacterias anaerdbias capaces de la fermentacion de aminoacidos y péptidos,
mientras que las bacterias que obtienen energia principalmente por la fermentacion
de hidratos de carbono puede ser minimas por la falta de nutrientes disponibles
por lo que el tejido pulpar desintegrado y los liquidos tisulares constituyen fuentes

esenciales de nutrientes.

El tratamiento de endodoncia interfiere dramaticamente con este sistema.
La anaerobiosis se rompe cuando el conducto radicular es abierto y preparado
biomecanicamente para eliminar las bacterias interfiriendo con las interacciones
bacterianas, posteriormente el conducto es sellado y la anaerobiosis se restaura
causando un nuevo crecimiento de bacterias. Se ha demostrado que las bacterias
anaerobias que han sobrevivido al tratamiento endodontico pueden multiplicarse
en grandes cantidades en el interior del conducto, por lo que se considera que lo
ideal es que sea completamente limpiado durante el tratamiento debido a que las
bacterias son particularmente vulnerables por una alteracion en su ecologia. De
lo contrario, algunas bacterias tales como Enterococcus faecalis, son mas
resistentes al tratamiento, constituyendo un pequefio porcentaje de la flora de
la infeccion original, viéndose favorecidas por el cambio de la ecologia en el
conducto radicular estimulando infecciones que son dificiles de tratar (Sundqvist,
1992).

En los seres humanos el Enterococcus faecalis habita en el tracto
gastrointestinal y genitourinario, se considera una de las bacterias mas aisladas
del tracto gastrointestinal en aproximadamente 80% a 90%, siendo resistentes a la
mayoria de los antibioticos. En la profesibn médica se estan convirtiendo cada vez
en una de las bacterias patbgenas mas importante nosocomial debido a que la
adquisiciéon de resistencia hace casi imposible su control con antibiéticos, siendo
cada vez mas evidente en la literatura dental ya que a menudo es dificil su control

en los tratamientos dentales que se utilizan actualmente (Hancock, 2001).
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El Enterococcus faecalis se ha aislado con mucha frecuencia en infeccion
de conductos radiculares, donde se ha identificado que posee varios factores de
virulencia que contribuyen a su capacidad para sobrevivir a los efectos de la
terapia de conductos radiculares (Sundqvist, 1992). Es probable que el aumento
significativo de contaminacién por esta bacteria en casos de retratamiento se deba
a que se contamina el conducto durante el tratamiento debido a una inadecuada
técnica de asepsia entre citas o un sellado temporal deficiente entre citas (Hancock,
2001).

Ademas, este microorganismo Gram positivo anaerobio facultativo es
capaz de invadir los tubulos de dentina y unirse al colageno, por lo que se ha
utilizado en numerosos estudios de propiedades antibacterianas, debido a su
relativa resistencia (Fus, 1997), en general es uno de los microorganismos mas
resistentes a la actividad antimicrobiana de cementos selladores endoddnticos, por
lo que se ha encontrado asociado con graves enfermedades infecciosas humanas

con un aumento de morbilidad y mortalidad (Siqueira, 2000).
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Il METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio comparativo transversal mediante el método de
difusidén en agar, el cual se considera uno de los mas antiguos y aun asi continua
siendo uno de los mas utilizados en el ambito microbioldgico, es un método versatil
con el que se pueden probar la mayoria de los patégenos bacterianos, asi como
todos los agentes antimicrobianos, ya que es un meétodo reproducible y exacto
(Matuschek, 2014).

Para realizar la investigacion se utilizaron cultivos de Enterococcus faecalis,
(ATCC 51299) para determinar la efectividad bactericida de tres cementos

selladores endoddnticos.

Enterococcus faecalis

El microorganismo estudiado fue el Enterococcus faecalis, bacteria Gram
positiva, la cual fue aislada en infusién estéril de Cerebro-Corazén, medio de cultivo
adecuado para bacterias anaerobias facultativas ya que se considera un medio rico
en nutrientes, donde el cerebro de ternera y corazon vacuno son la fuente principal
de macromoléculas, carbono, nitrégeno y vitaminas. La glucosa es el carbohidrato
fermentable, el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico y el fosfato disddico,
contenido en la forma, otorga capacidad buffer.

Preparaciéon del medio de cultivo

Se utilizé agar Mueller — Hinton (Becton Dickinson de México) ya que es un
medio estandarizado para examinar la actividad antimicrobiana. El agar Mueller —
Hinton se prepar6 a partir del reactivo comercial deshidratado y de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, que consiste en pesar 38 gr de polvo de agar por
1000ml de agua tridestilada; para el estudio se preparé 500 ml, por lo que se
pesaron 19gr del medio de cultivo. (Imagen 3. 1a-b).
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Imagen 3. 1 Preparacion de la base de agar Mueller — Hinton. a) Pesado del polvo
de agar Mueller — Hinton. b) Calentamiento del agua tridestilada. c) Disolucion

completa del polvo en una mezcla homogénea.

Se mezcl6 homogéneamente en un matraz mediante agitacion constante
sobre un agitador magnético con calentamiento (Cimarec, Thermo Scientific) hasta
alcanzar la temperatura de 235° C, durante un minuto, es decir, hasta que la
disolucién completa del polvo (Figura 3. 1c); se sell6 el matraz con torundas de
algodon, papel de estraza y cinta testigo. Inmediatamente se llevo al autoclave
(Felisa FE-398, México, D.F.) por 15 minutos a 121° C (Imagen 3. 2), posterior a ello
se dejo enfriar a 45 — 50 ° C en la cAmara de dispersion, desinfectada previamente

con alcohol etilico al 96% (Golden Bell Reactivos, México).

Imagen 3. 2 Esterilizacion en autoclave de los medios de cultivo. Etapa final.
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Se verti6 el preparado tibio a placas Petri de plastico estériles desechables
(SyM Laboratorios, México) de 100 x 15 mm, con fondo plano en una superficie
horizontal para dar un fondo uniforme de aproximadamente 4 mm, con una
varianza de 0.5 mm (Imagen 3. 3a), colocando un aproximado de 20 ml en cada

una de las cajas Petri.

El medio de agar se dejo enfriar a temperatura ambiente para su gelificacion
(Imagen 3. 3b) evitando el exceso de humedad justo antes de su uso, colocando
las placas Petri entreabiertas en la camara de flujo laminar hasta que el exceso de
humedad se perdio por evaporacion (usualmente 10 a 30 min). Observando una
superficie humeda, pero sin gotas de humedad en la superficie del medio o0 en la

tapa de la placa antes de ser inoculada.

Imagen 3. 3 Preparacion de las cajas Petri con agar Mueller — Hinton. a) Llenado

uniforme de 4 mm. b) Enfriamiento y gelificacion.

Inoculacion de las placas de agar

Se tomd una muestra de Enterococcus faecalis contenido en un tubo de
ensayo con la ayuda de un isopo estéril, el cual se sumergié en la suspension del
inocuo, siendo rotada varias veces y presionada firmemente contra la pared del tubo

sobre el nivel del liquido para evitar exceso de indculo (Imagen 3. 4a).

Se inocul6 la superficie de las placas de agar Mueller -Hinton por rayado
con el isopo sobre toda la superficie. Este procedimiento se repitié dos o0 mas veces,
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rotando la placa aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucién

constante del in6culo (Imagen 3. 4b).

Imagen 3. 4 Sembrado de a placas de agar con E. faecalis. a) Toma de muestra.
b) Inoculacién de placas.

Aplicacion de los agentes antimicrobianos a las placas inoculadas e

incubacion

Se mezclaron los agentes antimicrobianos a estudiar, MTA Fillapex
(Angelus, Londrina, PR, Brasil), cemento sellador endoddntico a base de Mineral
Tribxido Agregado; Sealapex (SybronEndo, Orange, CA) con base de Hidroxido de
Calcio y Silco (Productos Endodoénticos Especializados, SLP, México) a base de
Oxido de Zinc Eugenol (Imagen 3. 5a) segun las indicaciones del fabricante, sobre

losetas de vidrio y con la ayuda de espatulas ambos esterilizados previamente.

Se realizaron discos de 6 mm de diametro de papel filtro con ayuda de una
perforadora, para ser envueltos en los agentes antimicrobianos y colocarse con
pinza sobre las placas de agar ya inoculadas, teniendo cuidado de no colocarlos a
menos de 24 mm de distancia uno del otro (Imagen 3. 5b) en un periodo de 15 min,
ya que de lo contrario el microorganismo puede iniciar a crecer antes de la
aplicaciéon de los discos, resultando una reduccién errénea en el tamafio de las
zonas de inhibicion o predifusion del agente antimicrobiano provocando grandes

zonas de inhibicion.
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Imagen 3. 5 Aplicacion de los agentes antimicrobianos a las placas inoculadas.
a) Cementos selladores endodonticos de derecha a izquierda Sealapex, Silco

y MTA Fillapex. b) Colocacién de discos en las cajas Petri ya inoculadas.

Las placas se inviertieron y colocaron en una incubadora (Riossa E-33
Analoga, Meriequipos, México) a una temperatura que oscila entre los 34-37°C,
teniendo en cuenta que pilas muy grandes y juntas proporcionan un calentamiento
indeseado (Imagen 3. 6).

Imagen 3. 6 Colocacion de cajas Petri en incubadora.

Medicion de diametros de las zonas de inhibicién e interpretacién de
los resultados

Después de los periodos de incubacion los cuales fueron de 72 horas (3

dias), 120 horas (5 dias) y 168 horas (7 dias), cada placa fue examinada y se

leyeron las zonas de inhibicién, lo que corresponde al punto donde no hay
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crecimiento obvio de la bacteria, detectandolo a simple vista, mediante la colocacion

de la placa a una distancia de 30 cm del ojo (Imagen 3. 7).

Las zonas de inhibicion resultantes fueron medidas en milimetros
empleando una regla calibrada en milimetros, las placas de agar se leyeron por la
parte posterior, pasando por el centro del disco (Imagen 3. 8). Las placas Petri se
colocaron sobre un fondo negro, iluminando con luz, finalmente las mediciones de
las zonas de inhibicion se interpretaron por medio de tablas y gréaficos en el

programa Excel 2013.

Imagen 3. 7 Examinacion de placas después del periodo de incubacion.
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V. RESULTADOS

Imagen 4. 1 Medicion de halos de inhibicién bacteriana con regla milimétrica.

Para conocer el efecto bactericida de los cementos selladores endodonticos
se realizaron tres mediciones a las 72 horas, 120 horas y 168 horas donde se
observo:

La primera medicion de los halos de inhibicion realizada a las 72 horas
(tercer dia) de haber colocado los discos de papel con los diferentes cementos
endodonticos sobre las placas de agar previamente sembradas con Enterococcus
faecalis, mostraron halos de accidén bactericida Unicamente en los discos que
contenian cemento endodontico a base de Hidréxido de Calcio, en las 15 réplicas
llevadas a cabo; los halos fueron medidos mediante una regla milimétrica y

cotejados los resultados mediante tablas en el programa Excel.

La efectividad bactericida mostrada por el cemento endoddntico a base de
Hidroxido de Calcio revelo diversos tamafios de halos los cuales oscilaban entre los
12 mmy 25 mm, con una media de 19.26 + 3.39.

En la segunda medicién a las 120 horas (quinto dia) se pudo observar la

consistencia y pocas variantes de los halos de inhibicion en los discos que contenian

el cemento a base de Hidréxido de Calcio, con una media de 20.06 + 3.57.
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En la tercera medicion a las 168 horas (séptimo dia) no se observaron
variantes de las pruebas anteriormente realizadas, con una media de 19.53 £ 3.70.
(Grafica 4. 1y Tabla 4. 1).

Grafica 4. 1 Media de inhibicion de cemento Sealapex por caja Petri y dia de
estudio.
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Tabla 4. 1Media de los halos de inhibicion por tiempo

o

(€]

o

(2]

72 horas 120 horas 168 horas
CEMENTO | % pE. X+ D.E. X+D.E. i
SILCO 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 > 0.05
SEALAPEX | 19.26 £3.39 20.06 + 3.57 19.53 + 3.70 > 0.05
MTA FIALAPEX 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 > 0.05

Media reportada en milimetros; D.E.: desviacién estandar
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Grafica 4. 2 Media de inhibicion de cemento Sealapex por caja Petri.
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Tabla 4. 2 Media de los halos de inhibicion de
los cementos.

CEMENTO X (mm) D.E.

SILCO 0 +0
SEALAPEX 19.62 +0.54

MTA FIALAPEX 0 +0

P < 0.05; mm: milimetros; D.E.: desviacion estandar

Se observo que el cemento a base de Hidréxido de Calcio fue el Unico que
presento halos de inhibicién, el promedio final de inhibicion fue de 19.62 + 0.54 mm
(Tabla 4. 2).
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Grafica 4. 3 Media de inhibicion de cemento Sealapex por caja Petri.
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En las gréficas 4. 2 y 4. 3 se muestra la media de inhibicion del cemento
sellador endodontico Sealapex por caja Petri, mostrando ligeras varianzas en el
tamafio del halo de inhibicion.

Cabe mencionar que los discos que contenian cementos a base de Oxido
de Zinc y Mineral Trioxido Agregado no tuvieron ninguna accion bactericida al no
presentar halos en ninguna de las cajas sembradas.

Los datos obtenidos se expresaron en valores cuantitativos y la informacion

se proces6 en el programa Excel 2013. Los resultados se expresaron como el
promedio y la desviacién estandar de los datos obtenidos.
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V. DISCUSION

Se ha comprobado que la causa principal del fracaso endodontico es la
supervivencia de algunos microorganismos en el interior del sistema de conductos
radiculares, a diferencia de las infecciones endodonticas primarias que son
polimicrobianas en las que dominan los bacilos anaerobios Gram negativos, los
microorganismos implicados en las infecciones secundarias se componen de una o
pocas especies bacterianas (Stuart, 2006), una de ellas es Enterococcus spp. la
cual constituye una pequefia porcion de la flora inicial en el conducto radicular,
siendo la mas encontrada en érganos dentarios con fracaso de tratamiento de
conductos, ademas de ser la que mas se asocia a infecciones persistentes
(Bodrumlu, 2006).

Enterococcus faecalis posee varios factores de virulencia que contribuyen
a su capacidad para sobrevivir a la terapia de conductos radiculares, es Gram-
positivo anaerobio facultativo lo que le permite crecer en presencia o ausencia de
oxigeno, siendo capaz de invadir los tubulos de la dentina y unirse al colageno
(Morgental, 2011). Tiene la capacidad de soportar periodos prolongados de hambre
hasta que esté disponible un aporte nutricional, las células son capaces de
recuperarse mediante la utilizacion de suero del hueso alveolar o del ligamento
periodontal. Sobreviven en ambientes muy rigurosos, como en pH alcalino extremo,
resiste las sales biliares, detergentes, metales pesados, etanol y la desecacion.
Puede crecer en intervalos de 10 a 45 °C y sobrevivir a una temperatura de 60°C
durante 30 minutos. Esta especie se reconocid como un importante patdégeno
nosocomial causando bacteriemia, endocarditis, meningitis bacteriana y variabilidad
de otras infecciones. Las fuentes de estas infecciones han sido reportadas como
originarios de las manos de la atencion sanitaria de trabajadores, de instrumentos
clinicos o de paciente a paciente. Estudios demuestran que E. faecalis es capaz de
trasladarse desde el conducto radicular a los ganglios linfaticos submandibulares,
sugiriendo que esta via de infeccibn desempefia un papel importante en otras
infecciones (Stuart, 2006).
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La obturacion del sistema de conductos radiculares utilizando un cemento
sellador con propiedades antibacterianas puede ser ventajoso especialmente en
situaciones clinicas de infecciones persistentes o recurrentes. Los requisitos para
un cemento sellador deben ser biocompatibilidad, excelente sellado, adecuada
adherencia y propiedades antimicrobianas. Rappaport (1964) hizo hincapié en el
hecho de que “el cemento sellador endodontico ideal debe ser bactericida”
(Anumula, 2012). Los cementos selladores mas utilizados en endodoncia son
principalmente los fabricados a base de Oxido de Zinc Eugenol e Hidréxido de

Calcio, asi como los de reciente aparicion a base de Mineral Trioxido Agregado.

El método mas comunmente utilizado in vitro para la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de selladores de conductos radiculares recién manipulados
es la prueba de difusidon en agar a pesar de sus limitantes. Sus resultados son
influenciados por la solubilidad y difusibilidad del material en el medio de cultivo
(Morgental, 2011), esto depende de muchas variables entre ellas la carga y la
concentracion del antimicrobiano, la viscosidad del gel de agar, la temperatura y la
concentracion ionica del material probado. Otro factor importante es el tiempo, ya
que tiene que ser suficiente para que el agente antimicrobiano pueda difundirse en
el agar antes de que el microorganismo alcance una densidad especifica
(Matuschek, 2014).

Se debe tener cuidado en el volumen del agar ya que debe ser similar entre
las diferentes placas pero debe ser suficiente para permitir la difusién del
antimicrobiano ya que si es demasiado grande o pequefio dara lugar a falsas
lecturas. Muchos investigadores han descuidado este importante punto en su
metodologia, para evitar esto se ha informado que el espesor 6ptimo del medio de
agar es de 4 mm, como se realizo en este estudio para evitar lecturas falsas. Otro
punto importante es el control de la temperatura, al respecto, Cooper (1952) informé
gue cualquier retraso en la elevacién de la temperatura de las placas retardara el
crecimiento de los microorganismos y producira zonas de inhibicibn mas grandes

que en estado Optimo, sin embargo, a pesar de todos los factores y limitantes
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mencionadas esta prueba se sigue utilizando. Por otro lado, los cientificos han
llegado con tecnologia alternativa para superar estas limitantes tales como la prueba
de contacto directo y penetracion en los tubulos de dentina las cuales no tiene estas
desventajas (Al-Shwaimi, 2011; Matuschek, 2014).

Los resultados aqui obtenidos concuerdan con los descritos por Morgental
(2011) y Siper (2005) quienes realizaron pruebas antibacterianas tanto en pruebas
de difusiébn en agar como en contacto directo, llegando a la conclusién de que el
cemento sellador a base de MTA no tiene efecto antimicrobiano contra E. faecalis,
a pesar de su alto pH. E. faecalis es incapaz de vivir en un pH de 11.5 o mayor, por
lo tanto se asume que la alcalinidad no fue suficiente para hacer el entorno
inadecuado para la supervivencia de este microorganismo (Morgental, 2011).
Segun Kuga en 2013, Sealapex mostré tener un pH mas alto que MTA Fillapex.
Esto de igual forma concuerda con lo reportado por Tanomaru en 2007. Otra
explicacion a la resistencia es la bomba de protones de E. faecalis este sea
probablemente el factor clave en su resistencia a los agentes alcalinos (Stuart,
2006).

En contraste con lo reportado por Faria-Janior (2013), en donde los
cementos a base de MTA e Hidroxido de Calcio si presentaron propiedades
antimicrobianas. El cemento a base de MTA produjo zonas de inhibicién de 7.32
mm en la prueba de difusibn en agar, mientras que por contacto directo no
mostraron alguna accion. De igual forma en el estudio de Kuga (2013), Sealapex
mostro una mejor eficacia antibacteriana contra E. faecalis que MTA Fillapex. A
pesar de que se conoce que el MTA contiene 6xido de calcio y que presenta un
mecanismo similar de accion que el hidroxido de calcio (Kuga, 2013). Se ha
demostrado que la quimica de los selladores a base de Mineral Trioxido Agregado
es similar a la del MTA pero con la adicién de carbonato de calcio que reduce el pH

de 12.5 hasta 10.0 después del tiempo de fraguado (Scarparo, 2010).
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En lo que corresponde a los cementos a base de Hidréxido de Calcio son
cementos con actividad antibacteriana reconocida, tanto inmediatamente después
de su manipulacion y tras varios dias. Esto se atribuye a la capacidad de mantener
un pH alto por periodos de tiempo prolongados (Faria-Junior, 2013). En algunos
estudios se ha demostrado tener pH de hasta 12.5, llegando a 11.5 después de 30
dias lo cual aumenta el éxito en la eliminacién de bacterias (Desai, 2009; Da Silva,
1997).

En nuestros resultados el sellador a base de Hidroxido de Calcio presenté
zonas de inhibicion en un promedio de 19.62 mm, la cual permanecié durante
el tiempo del estudio, probablemente debido al incremento del pH, lo cual se refleja
en su accion bactericida permitiendo la eliminando de bacterias restantes en el
sistema de conductos. En algunos estudios concluyen que la actividad
antibacteriana de estos cementos es menor especialmente al compararlos con los
basados en Oxido de Zinc Eugenol, sin embargo estan dentro de un rango aceptable

comparandolos con otros selladores de conductos radiculares (Mohammadi, 2014).

Con respecto al cemento basado en Oxido de Zinc Eugenol muchos autores
han reportado mayores zonas de inhibicion con varias especies de microorganismos
y utilizando distintas marcas comerciales (Saha, 2010; Stevens, 1981; Orstavik,
1981; Kaplan, 1999), esto se debe a que cuando se expone libera medios acuosos
por hidrolisis del eugenolato de zinc inhibiendo la respiracion celular y la division
microbiana, esto incluso a bajas concentraciones. Kaplan et al., (1999) declararon
qgue los selladores con efecto antimicrobiano mas efectivo son los basados en
eugenol y formaldehido. Sin embargo en este estudio no mostrd zonas de inhibicion

en ninguna de las placas.

No esta claramente entendido el verdadero mecanismo para inhibir
microorganismos ya que las propiedades quimicas y fisicas del Oxido de Zinc
pueden ser afectadas por cambios en su estructura y morfologia, dadas durante el

proceso de precipitacion y cambios en el pH de su fabricacion dando diversos
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formas y tamafos en sus particulas (Amornpitoksuk, 2011). De igual forma Rad
(2013) reporto que la actividad bacteriana del Oxido de Zinc disminuye con el
aumento de la temperatura durante el proceso de oxidacion en su fabricacion, ya
que la eficacia disminuye con el crecimiento del tamafio de las particulas que lo
forman. Sin embargo es necesario evaluar las otras propiedades de estos

materiales.

Varios estudios han investigado los efectos antimicrobianos de distintos
selladores endodonticos, asi como su durabilidad, con el uso de diferentes especies
bacterianas y métodos, dentro de los mas usados tenemos la prueba de difusién en
agar, penetracion en tibulos de dentina y por contacto directo (Desai, 2009). Para
obtener resultados mas precisos se ha sugerido utilizar mas de una técnica (Al-
Shwaimi, 2011), sin embargo para mejorar la evaluacion de la actividad
antibacteriana de selladores, nuevos métodos deben ser desarrollados donde no
exista interferencia de la difusividad y solubilidad del material en los medios de
cultivo (Morgental, 2011).
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VI. CONCLUSION

El Unico cemento que mostrd propiedades antimicrobianas fue a base de
Hidroxido de Calcio (Sealapex). El promedio de inhibicion fue de 19.62 + 0.54 mm.

La actividad bactericida de los selladores Silco y MTA Fillapex contra
Enteroccus faecalis fue nula.

La especie mas observada en fracaso endodontico es Enterococcus
faecalis debido su capacidad de sobrevivir a la terapia endodontica.

La utilizacion de un cemento sellador con propiedades antimicrobianas
podria reducir la tasa de fracaso endodontico debido a que se garantiza la
eliminacién de la mayor cantidad de microorganismos patdgenos presentes en el
interior del sistema de conductos.

La incorporacion de componentes antimicrobianos en los cementos
selladores puede convertirse en un factor esencial para evitar el crecimiento de
bacterias residuales en los espacios del conducto.

Nuestro reto como especialistas en endodoncia es poner en practica los
métodos para eliminar eficazmente este microorganismo durante y después del
tratamiento de conductos.

Se necesitan mas estudios utilizando mas de una técnica antimicrobiana.

Nuevos métodos deben ser desarrollados donde no exista interferencia de

difusividad y solubilidad del material en los medios de cultivo.
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