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RESUMEN 
  

Se ha propuesto la incorporación de quitosano a los selladores endodónticos, ya 

que se ha establecido que aumenta su actividad antibacteriana. Objetivo: 

Determinar cuál sellador endodóntico, AH Plus® y MTA Fillapex®, posee una mayor 

actividad antibacteriana contra Enterococcus faecalis adicionarle quitosano 

mediante 2 pruebas: Prueba de difusión en agar (ADT) y prueba de contacto directo 

(DCT). Métodos: Para la prueba de ADT, se utilizaron 7 cajas Petri con agar donde 

se inoculó el E. faecalis y se colocaron los selladores endodónticos sin quitosano y 

adicionados con diversas concentraciones de quitosano. Los halos de inhibición 

obtenidos se midieron con ayuda del programa ‘ImageJ’. Para la prueba de DCT, se 

utilizó 1 placa de cultivo celular de 24 pocillos donde se colocaron los selladores 

endodónticos sin quitosano y adicionados con varias concentraciones de quitosano 

y posteriormente se agregó medio de cultivo contaminado con E. faecalis. Se midió 

el crecimiento microbiano por densidad óptica utilizando un espectrofotómetro. 

Resultados: En ADT, la incorporación de quitosano redujo la capacidad 

antibacteriana de ambos selladores y esta disminuyó conforme se aumentaba la 

concentración de quitosano. En DCT, la adición de 1 μl quitosano en el MTA 

Fillapex® y de 1 μl y 10 μl de quitosano en el AH Plus® mejoró la capacidad 

antibacteriana de ambos selladores. Conclusión: El MTA Fillapex® con 1 μl de 

quitosano y el AH Plus® con 1 μl y 10 μl de quitosano fueron los grupos que 

mostraron un aumento en su capacidad antibacteriana al agregarle el biopolímero. 

El AH Plus con 10 μl de quitosano fue el grupo que presentó la mayor actividad 

antibacteriana contra E. faecalis. 

  

(Palabras clave: endodoncia, quitosano, AH Plus®, MTA Fillapex®, actividad 

antibacteriana)  
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ABSTRACT 

  

The incorporation of chitosan into endodontic sealants has been proposed, since it 

has been established that it increases its antibacterial activity. Objective: Determine 

which endodontic sealant, AH Plus® and MTA Fillapex®, has a greater antibacterial 

activity against Enterococcus faecalis adding chitosan through 2 tests: agar diffusion 

test (ADT) and direct contact test (DCT).  Methods: For the ADT test, 7 Petri dishes 

with agar were used where the E. faecalis was inoculated and the endodontic 

sealants were placed without chitosan and added with different concentrations of 

chitosan.  The inhibition haloes obtained were measured with the help of the 'ImageJ' 

program. For the DCT test, a 24-well cell culture plate was used, where the 

endodontic sealants were placed without chitosan and added with various 

concentrations of chitosan, and subsequently culture medium contaminated with E. 

faecalis was added. Microbial growth was measured by optical density using a 

spectrophotometer. Results: In ADT, the incorporation of chitosan reduced the 

antibacterial capacity of both sealants and decreased as the concentration of 

chitosan increased. In DCT, the addition of 1 μl chitosan in the MTA Fillapex® and 1 

μl and 10 μl of chitosan in the AH Plus® improved the antibacterial capacity of both 

sealants. Conclusion: The MTA Fillapex® with 1 μl of chitosan and the AH Plus® 

with 1 μl and 10 μl of chitosan were the groups that showed an increase in their 

antibacterial capacity when adding the biopolymer. The AH Plus with 10 μl of 

chitosan was the group that showed the highest antibacterial activity against E. 

faecalis.  

 

(Keywords: endodontics, chitosan, AH Plus®, MTA Fillapex®, antibacterial activity) 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1 Revisión de la literatura  

El principal objetivo del tratamiento endodóntico consiste en la eliminación de los 

microorganismos del espacio del conducto radicular y de los túbulos dentinarios 

adyacentes para prevenir el rebrote de microorganismos residuales (Kakehashi et al., 

1965; Sundqvist, 1976). La instrumentación biomecánica, la irrigación y la medicación 

intraconducto son los medios que nos pueden ayudar a lograr este objetivo (Weine, 

1996).  

 

Los cementos selladores del conducto radicular son necesarios para sellar el 

espacio entre la pared dentinaria y el material obturador. Estos selladores también llenan 

los huecos y las irregularidades del conducto radicular, los conductos laterales y 

accesorios, y los espacios que quedan entre las puntas de gutapercha usadas en la 

compactación lateral (Hargreaves et al., 2011). La obturación del conducto radicular 

intenta prevenir el rebrote de microorganismos residuales y la filtración bacteriana y de 

componentes tóxicos de la cavidad oral en los tejidos periapicales (Seltzer y Krasner, 

1988). Esta obturación se consigue utilizando la combinación de un sellador endodóntico 

y gutapercha (Almeida et al., 2007).  

  

Grossman et al. (1988) describieron las propiedades ideales del cemento 

sellador:  

 Pegajoso durante la mezcla, para proporcionar buena adherencia con la pared del 

conducto una vez fraguado.  

 Proporcionar un sellado hermético.  

 Ser radiopaco, para poder verlo en las radiografías.  

 Ser polvo muy fino, para poder mezclarlo fácilmente con el líquido. 

 No contraerse al fraguar.  

 No teñir la estructura dental.  

 Ser bacteriostático, o por lo menos no favorecer la proliferación bacteriana.  

 Fraguarse lentamente.  

 Ser insoluble en los fluidos tisulares.  



   11 

 Ser tolerado por los tejidos; es decir, no producir irritación del tejido perirradicular.  

 Ser soluble en un solvente común, si se precisa eliminar el relleno del conducto 

radicular.  

  

En la actualidad, ningún cemento sellador satisface todos los criterios 

(Hargreaves et al., 2011). Langeland (1974) concluyó que todos los cementos selladores 

presentan toxicidad cuando están recién mezclados; sin embargo, esta toxicidad 

disminuye considerablemente al fraguar. Los selladores endodónticos son reabsorbibles 

cuando entran en contacto con los tejidos y los fluidos tisulares (Barkhordar, 1989). Al 

parecer, la cicatrización y la reparación de los tejidos perirradiculares no se ven afectadas 

por la mayoría de los cementos selladores, siempre y cuando no se produzcan derivados 

catabólicos perjudiciales con el paso del tiempo (Boiesen y Brodin, 1991; Briseño y 

Willershausen, 1992).  

  

Los productos de la descomposición de los cementos selladores pueden tener 

un efecto adverso sobre la capacidad de proliferación de las poblaciones celulares 

perirradiculares (Granchi et al., 1995). En consecuencia, Langeland (1974) mencionó 

que no deben colocarse habitualmente en los tejidos perirradiculares, como parte de la 

técnica de obturación. Los selladores endodónticos más populares son los hechos a base 

de óxido de zinc y eugenol, hidróxido de calcio, ionómero de vidrio y resina (Hargreaves 

et al., 2011). En la actualidad, además de los mencionados anteriormente, podemos 

encontrar los selladores endodónticos a base de siliconas y los biocerámicos (Zhou et 

al., 2013).  

  

Los selladores endodónticos a base de resina se utilizan desde hace mucho 

tiempo, proporcionan adhesión y no contienen eugenol. El AH-26® es una resina epoxi 

de fraguado lento que libera formaldehído al fraguar (Spångberg et al., 1993; Koch, 

1999). El AH Plus® es una fórmula modificada del AH-26® que no libera formaldehído 

(Leonardo et al., 1999) y que ha sido ampliamente evaluado por sus propiedades físico-

químicas y su respuesta biológica (Duarte et al., 2010). El AH Plus® es una resina epoxi-

bis-fenol en dos tubos. Tiene un tiempo de trabajo de aproximadamente 4 horas 

(Hargreaves et al., 2011).  
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Los selladores biocerámicos se introdujeron en endodoncia en la década de los 

90’s, primero como materiales de obturación retrógrada y después como cementos para 

reparación, selladores de conductos radiculares y como complemento para la obturación 

con conos de gutapercha. Las ventajas potenciales de los materiales biocerámicos en 

endodoncia están relacionadas con sus propiedades biológicas y físico-químicas (Ma et 

al., 2011).  

  

El agregado de trióxido mineral (MTA®) es un biomaterial que ha sido 

investigado para aplicaciones endodónticas desde principios de los 90’s (Roberts et al., 

2008). Primero, se sugirió su uso para tratar las perforaciones radiculares y como 

material de obturación retrógrada (Lee et al., 1993; Torabinejad et al., 1993). 

Actualmente, el MTA® se usa también en tratamientos conservadores de la pulpa, 

reparación de reabsorciones radiculares y procedimientos de apexificación (Jacobovitz y 

De Lima 2008, 2009). El MTA® es ampliamente aceptado por su biocompatibilidad y su 

excelente capacidad de sellado (Scarparo et al., 2010).  

  

A pesar de sus características favorables, Roberts et al. (2008) informó que el 

MTA® tiene propiedades físicas que dificultan su uso para la obturación del conducto 

radicular. La necesidad de un material biocompatible que induzca la formación de tejido 

mineralizado, y que también posea una fluidez y manipulación adecuadas, condujo al 

desarrollo de selladores endodónticos a base de MTA® como el Endo CPM Sealer® 

(EGEO, Buenos Aires, Argentina). El polvo consiste en partículas finas hidrofílicas que 

forman un gel coloidal en presencia de humedad, similar al MTA® (Gomes-Filho et al., 

2009). Otro sellador endodóntico a base de MTA® pero con mayor consistencia, es el 

MTA Fillapex® (Angelus, Londrina, PR, Brasil), el cual tiene componentes resinosos y su 

fabricante afirma que tiene excelente radiopacidad, es fácil de manejar y posee un gran 

tiempo de trabajo (Morgental et al., 2011). 

  

Sin embargo, a pesar de una meticulosa preparación biomecánica, irrigación 

profusa y una adecuada obturación, Waltimo et al. (2005) reportaron que los 

microorganismos pueden persistir en el 20-33% de los conductos radiculares, después 

del tratamiento de conductos e incluso cuando se ha usado hidróxido de calcio. Se ha 
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reportado que estos microorganismos persisten en los túbulos dentinarios, conductos 

laterales y ramificaciones apicales (Nair et al., 2005). Ricucci y Siqueira (2010), 

establecen que la persistencia bacteriana puede deberse a 3 factores:  

 Una ineficaz irrigación intraconducto.  

 Una pobre preparación mecánica que deja intactas gran parte de las superficies 

del conducto.  

 Una ineficaz preparación químico-mecánica debido a limitaciones anatómicas.  

  

El fracaso del tratamiento también puede ocurrir como resultado de la filtración 

coronal de saliva, nutrientes y la re-entrada de bacterias (Moradi et al., 2009). Estudios 

han demostrado que la microbiota del conducto radicular de los dientes con tratamiento 

endodóntico fallido difiere de la que normalmente se encuentra en los dientes no tratados 

(Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al. 2001).  

  

El E. faecalis es la especie más comúnmente aislada en los dientes tratados 

endodónticamente asociados con lesiones periapicales persistentes (Sundqvist et al., 

1998; Rôças et al., 2004). El E. faecalis posee varios factores de virulencia que 

contribuyen con su capacidad para sobrevivir a los efectos del tratamiento endodóntico 

(Kayaoglu y Ørstavik, 2004). Además, este anaerobio facultativo gram-positivo es capaz 

de invadir los túbulos dentinarios y unirse al colágeno (Love, 2001).  

  

Por esta razón, particularmente cuando la necrosis pulpar y la periodontitis apical 

están presentes, la elección de un sellador endodóntico con una excelente capacidad de 

sellado y propiedades antibacterianas ayuda a disminuir o evitar el crecimiento de estos 

microorganismos persistentes (Sen et al., 1995; Shalhav et al., 1997). Los componentes 

antimicrobianos contenidos por la mayoría de los selladores deben ser liberados de la 

matriz selladora (Kishen et al., 2008) para poder difundirse dentro de los túbulos 

dentinarios (Kokkas et al., 2004). Una vez fijado, la liberación de estos componentes está 

asociada con la desintegración del sellador (Kayaoglu et al., 2005), lo que de acuerdo 

con DaSilva et al. (2013), puede comprometer las interfaces sellador-núcleo y sellador-

dentina, haciéndolas vulnerables a la recolonización bacteriana.  
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La actividad antimicrobiana de los selladores endodónticos se ha investigado en 

varios estudios in vitro utilizando diversos métodos. Los métodos más utilizados incluyen 

la prueba de difusión en agar (ADT) y la prueba de contacto directo (DCT) (Orstavik, 

1988). Aunque ADT y DCT miden la actividad antimicrobiana del sellador endodóntico 

probado, ADT ya no se recomienda para este propósito debido a que es una técnica 

relativamente insensible y los resultados dependen de la difusión y las propiedades 

físicas de los materiales probados (Tobias, 1988; Zhang et al., 2009). DCT fue diseñada 

para superar las limitaciones de ADT, ya que se ha demostrado que es una prueba 

cuantitativa más confiable y reproducible que muestra la actividad de los componentes 

antibacterianos insolubles y se puede utilizar en estudios estandarizados de 

envejecimiento (Nawal et al., 2011). 

  

El quitosano es un biopolímero catiónico no tóxico que generalmente se obtiene 

por la desacetilación alcalina de la quitina, que es el componente principal del 

exoesqueleto de los crustáceos (Sinha et al., 2004). También es un bioadhesivo que se 

une fácilmente a las superficies con carga negativa y posee actividad antibacteriana 

contra una amplia variedad de hongos y bacterias (No et al., 2002; Calamari et al., 2011). 

La utilización de quitosano fosforilado en el colágeno dentinario induce la 

remineralización de la dentina debido a que sus grupos fosfato pueden unirse a los iones 

de calcio formando una superficie apta para la nucleación de cristales. Estos sitios de 

nucleación inducirían la formación de una capa de fosfato de calcio en la dentina (Xu et 

al., 2011) inhibiendo así la adherencia bacteriana (Sano et al., 2001). El quitosano 

también puede inducir la deposición de hidroxiapatita después de su funcionalización 

específica (Budiraharjo et al., 2010). 

 

Silva et al. (2013) realizaron un estudio en 25 conductos radiculares de caninos 

con el propósito de evaluar la eficacia del quitosano para la remoción del lodillo dentinario 

comparándolo con el ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), el ácido cítrico y el ácido 

acético como irrigantes finales y encontraron que el ácido etilenodiaminotetracético, el 

quitosano y el ácido cítrico son efectivos en la remoción del lodillo dentinario del tercio 

medio y apical del conducto radicular. Akincibay et al. (2007) demostraron que la 

aplicación tópica de quitosano en gel, ya sea solo o en combinación con metronidazol, 
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como coadyuvante a la terapia periodontal no quirúrgica en el tratamiento de la 

periodontitis crónica es efectiva, esto de acuerdo a un estudio que realizaron en 15 

pacientes donde evaluaron parámetros como el índice de placa, profundidad de bolsa, 

pérdida de inserción clínica y recesión gingival. Más adelante, Uraz et al. (2012) 

realizaron un estudio donde utilizaron el quitosano como enjuague bucal, ya sea como 

enjuague único o en combinación con la clorhexidina, para evaluar y comparar los 

efectos antiplaca y el rango de los efectos inhibitorios sobre el test bacteriano y 

encontraron que el quitosano potencializó los efectos antiplaca de la clorhexidina, así 

como también la combinación de ambos obtuvo la menor cantidad de muestras con S. 

mutans.    

 

Elsaka (2012) incorporó quitosano en diversas concentraciones (0.12%, 0.25%, 

0.5% y 1%) a un agente adhesivo de grabado total con la finalidad de evaluar la actividad 

antibacteriana ante S. mutans, así como también evaluar las propiedades del adhesivo 

y encontró que el crecimiento bacteriano de los grupos experimentales con quitosano se 

redujo significativamente en comparación con el grupo control, conservando sus 

propiedades antibacterianas durante 7 días. Sin embargo, el adhesivo que incorporó 

0.12% de quitosano, fue el único que no afectó negativamente sus propiedades 

adhesivas. Un año más tarde, Kim y Shin (2013) evaluaron el efecto antibacteriano contra 

S. mutans y las propiedades mecánicas de 3 resinas compuestas modificadas con 

quitosano en 3 pesos moleculares diferentes (bajo, medio y alto). Los resultados 

indicaron que todas las concentraciones de quitosano mostraron un efecto inhibitorio 

ante S. mutans pero la resina compuesta con un peso molecular medio de quitosano 

mostró valores significativamente más bajos en cuanto a la resistencia a la flexión y carga 

máxima cuando se comparó con el grupo control y las resinas compuestas que 

incorporaron quitosano con bajo y alto peso molecular.    
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1.2 Planteamiento del problema  

 

En algunas ocasiones, después de haber concluido el tratamiento endodóntico, las 

bacterias pueden persistir dentro de los conductos radiculares (túbulos dentinarios, 

conductos laterales y ramificaciones apicales) llevando a un fracaso del tratamiento. 

Debido a esto, se ha intentado mejorar las propiedades de los cementos selladores 

mediante la adición de otros componentes, como el quitosano, el cual se ha reportado 

que potencializó la actividad antibacteriana de un cemento sellador a base de óxido de 

zinc y eugenol. Sin embargo, se desconoce si al agregar quitosano al AH Plus® y MTA 

Fillapex® también se puede mejorar su capacidad antibacteriana. 
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2. OBJETIVOS  

  

2.1 Objetivo general  

Determinar cuál sellador endodóntico (AH Plus® o MTA Fillapex®) posee una mayor 

capacidad antibacteriana contra E. faecalis cuando se le adiciona quitosano.  

 

2.2 Objetivos específicos  

Evaluar la capacidad antibacteriana contra E. faecalis del sellador endodóntico AH Plus® 

adicionado con quitosano.  

Evaluar la capacidad antibacteriana contra E. faecalis del sellador endodóntico MTA 

Fillapex® adicionado con quitosano.  

Comparar la capacidad antibacteriana contra E. faecalis de los selladores endodónticos 

AH Plus® y MTA Fillapex® adicionados con quitosano.  
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3. METODOLOGÍA  

  

3.1 Sujeto experimental 

Se realizó un estudio transversal, experimental y comparativo in vitro en el Laboratorio 

de Investigación Odontológica Multidisciplinaria de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Autónoma de Querétaro donde todo el proceso se llevó a cabo dentro de 

una campana de bioseguridad para trabajar en las mejores condiciones. 

Los selladores endodónticos utilizados MTA Fillapex® y AH Plus® se mezclaron acorde 

a las indicaciones del fabricante y la preparación de la solución de quitosano se realizó 

en el laboratorio. 

  

3.2 Métodos  

  

Preparación del quitosano  

Se pesaron 30 mg de polvo de quitosano de bajo peso molecular de la marca Sigma-

Aldrich en una báscula analítica (Figura 1) y se colocó en un tubo falcom con 30 ml de 

ácido acético glacial (Figura 2). Se mezcló y se dejó reposar por 24 hr. Se agregó una 

solución de NaOH para elevar el pH hasta que fuera mayor a 8 verificándolo en un 

potenciómetro (Figura 3). 

 

 

 

Figura 1. Figura 2. Figura 3. 
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El tubo se colocó en un agitador vibratorio Vortex durante 5 min para su mezcla 

(Figura 4) y posteriormente se centrifugó a una velocidad de 5000 rpm durante 5 min, se 

tiró el sobrante y el pellet se lavó con alcohol etílico 70/30 hasta completar 10 ml para de 

nueva cuenta centrifugarlo a 5000 rpm durante 5 min. Se eliminó el exceso de líquido y 

se dejó secar durante 2 días. Se pesó el polvo liofilizado y se comenzó a agregar ácido 

acético gradualmente (Figura 5) hasta disolver el polvo de quitosano, con lo que se 

consiguió una solución de quitosano que sería utilizada en los experimentos. Se 

realizaron 2 tipos de pruebas para evaluar la capacidad antibacteriana de los selladores 

endodónticos, ADT y DCT.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ADT 

 

Preparación de las placas de agar  

Se utilizó el BD Difco™ Brain Heart Infusion Agar. Se preparó a partir del reactivo 

comercial deshidratado y de acuerdo a las instrucciones del fabricante, que consiste en 

pesar 52 gr de polvo agar por 1000 ml de tridestilada; para el estudio se preparó 500 ml, 

por lo que se pesaron 26 gr del medio de cultivo en la báscula analítica (Figura 6) y 

posteriormente se llevó a un matraz con ayuda de un embudo para comenzar su mezcla 

(Figura 7). Se mezcló homogéneamente mediante agitación constante sobre un agitador 

magnético con calentamiento hasta la disolución completa del polvo (Figura 8).   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 4. Figura 5. 
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Se selló el matraz con papel aluminio, papel de estraza y cinta testigo y se llevó 

al autoclave por 30 min a una temperatura de 125°C (Figura 9) y posteriormente se dejó 

enfriar. El preparado se vertió en 7 cajas Petri de plástico estériles desechables con 

fondo plano de manera horizontal colocando un aproximado de 20 ml en cada caja Petri 

(Figura 10). El medio de agar se dejó enfriar a temperatura ambiente para su gelificación 

colocando las cajas Petri entreabiertas cerca de 2 mecheros (Figura 11) hasta que el 

exceso de humedad se evaporó para cerrar las cajas Petri y almacenarlas en la 

incubadora por 24 h.  

 

  

Figura 6. Figura 7. Figura 8. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 9. Figura 10. Figura11. 
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Preparación del cultivo inicial estándar  

Se tomó el tubo de cultivo PYREX® que contenía el E. faecalis (ATCC 51299) de la 

gradilla para tubos para realizar los pases (Figura 12). Para evitar la contaminación se 

colocó la micropipeta, las puntas de micropipeta y el tubo de cultivo con el E. faecalis 

cerca de los 2 mecheros. Se procedió a abrir la tapa del tubo de cultivo pasando la tapa 

y la boca del tubo cerca del mechero, se tomó 1 ml de E. faecalis y se llevó a un tubo de 

cultivo que contenía 9 ml de cultivo estéril (Figura 13). Las tapas y las bocas de los 2 

tubos se pasaron sobre el mechero antes de cerrarlos, se colocaron en la gradilla (Figura 

14) y se almacenaron en la incubadora durante 24 h para asegurar el crecimiento del E. 

faecalis. 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Figura 13. 

Figura 14. 
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Inoculación de las placas de agar 

Transcurridas las 24 hr, se retiraron las cajas Petri y la gradilla para tubos de la 

incubadora y se colocaron lo más cerca de los mecheros para evitar su contaminación. 

Se abrió la caja Petri procurando que la tapa no tocara ninguna superficie y se abrió el 

tubo de cultivo con E. faecalis pasando la tapa y la boca del tubo sobre el mechero. Se 

tomó una muestra del tubo de cultivo con ayuda de un hisopo estéril, el cual se sumergió 

en la suspensión y se presionó firmemente contra la superficie del tubo para eliminar el 

excedente. Antes de cerrar el tubo, se pasó la tapa y la boca del tubo sobre el mechero. 

Se inoculó sobre toda la superficie de las placas de agar por rayado de 2 a 3 veces 

girando al mismo tiempo la placa para asegurar una distribución uniforme (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparación y colocación de los selladores endodónticos en las placas 

inoculadas  

Se mezclaron los selladores endodónticos a estudiar, AH Plus® y MTA Fillapex® (Figura 

16) siguiendo las indicaciones del fabricante para estandarizar las proporciones de cada 

uno.  

  

 

  

  

  

Figura 15. 
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Para el AH Plus® se colocó:  

1. .330 gr de pasta A y .330 gr de pasta B sin quitosano en una loseta estéril para el 

grupo control, se mezclaron con una espátula de cementos estéril (Figura 17) y con 

ayuda de un microbrush y la espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya 

inoculada (Figura 18) realizando un disco de aproximadamente 5 mm.  

  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 16. 

Figura 17. Figura 18. 
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2. .330 gr de pasta A y .330 de pasta B más 1 ul de quitosano en una loseta estéril, se 

mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush y la 

espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco de 

aproximadamente 5 mm.  

3. .330 gr de pasta A y .330 de pasta B más 5 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco 

de aproximadamente 5 mm.  

4. .330 gr de pasta A y .330 de pasta B más 10 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco 

de aproximadamente 5 mm. Los 4 grupos se colocaron de tal manera que solo 

ocuparan la mitad de la caja Petri para utilizar la otra mitad con el sellador MTA 

Fillapex®. 

  

Para el MTA Fillapex® se colocó:  

1. .305 gr de base y .305 gr de catalizador sin quitosano en una loseta estéril para el 

grupo control, se mezclaron con una espátula de cementos y con ayuda de un 

microbrush y la espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada 

realizando un disco de aproximadamente 5 mm.  

2. .305 gr de base y .305 gr de catalizador más 1 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos y con ayuda de un microbrush y la 

espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco de 

aproximadamente 5 mm.  

3. .305 gr de base y .305 gr de catalizador más 5 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos y con ayuda de un microbrush y la 

espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco de 

aproximadamente 5 mm.  

4. .305 gr de base y .305 gr de catalizador más 10 ul de quitosano en una loseta 

estéril, se mezclaron con una espátula de cementos y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a una caja de agar ya inoculada realizando un disco 

de aproximadamente 5 mm.  
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Una vez colocados todos los selladores endodónticos en las cajas Petri, se dejó 

que se fijaran cerca de los mecheros, se taparon y luego se colocaron boca abajo en una 

incubadora a una temperatura de 37°C (Figura 19) durante 24 hr.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

Medición del área de los halos de inhibición  

Transcurridas las 24 hr, cada caja Petri se colocó junto a una regla milimetrada sobre un 

fondo negro (Figura 20) para poder realizar su calibración. Se tomaron fotografías de las 

cajas Petri y se examinaron en el programa ‘ImageJ’ (Figura 21) para determinar el halo 

de inhibición en cm2 mediante una fórmula matemática: área total – área del sellador. 

Finalmente, las mediciones de los halos de inhibición se interpretaron por medio de 

tablas y gráficas en el programa Excel.  

 

 

Figura 19. 

Figura 20. Figura 21. 
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DCT  

 

Preparación del medio de cultivo  

Se utilizó el BD Difco™ Brain Heart Infusion. Se preparó a partir del reactivo comercial 

deshidratado y de acuerdo a las instrucciones del fabricante, que consiste en pesar 37 

gr de polvo por 1000 ml de tridestilada; para el estudio se preparó 100 ml, por lo que se 

pesaron 3.7 gr del medio de cultivo en la báscula analítica y posteriormente se llevó a un 

matraz con ayuda de un embudo para comenzar su mezcla. Se mezcló 

homogéneamente mediante agitación constante sobre un agitador magnético con 

calentamiento hasta la disolución completa del polvo.   

  

Se selló el matraz con papel aluminio, papel de estraza y cinta testigo y se 

llevó al autoclave por 30 min a una temperatura de 125°C y posteriormente se dejó 

enfriar.  

  

Preparación y colocación de los selladores endodónticos en la placa de cultivo 

celular  

Se mezclaron los selladores endodónticos a estudiar, AH Plus® y MTA Fillapex® 

siguiendo las indicaciones del fabricante para estandarizar las proporciones de cada 

uno colocando una mezcla en cada pozo de una placa de cultivo celular de fondo plano 

de 24 pocillos.  

  

Para el AH Plus® se colocó:  

1. .225 gr de pasta A y .225 gr de pasta B sin quitosano en una loseta estéril para el 

grupo control negativo, se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con 

ayuda de un microbrush y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de 

cultivo cubriendo la superficie inferior en su totalidad.   

2. .225 gr de pasta A y .225 gr de pasta B más 1 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.   
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3. 225 gr de pasta A y .225 gr de pasta B más 5 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.  

4. 225 gr de pasta A y .225 gr de pasta B más 10 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.  

5. Para el grupo control positivo, en uno de los pozos solo se dejó el cultivo 

contaminado con E. faecalis sin sellador.  

  

Para el MTA Fillapex® se colocó:  

1. .210 gr de base y .210 gr catalizador sin quitosano en una loseta estéril para el 

grupo control negativo, se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con 

ayuda de un microbrush y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de 

cultivo cubriendo la superficie inferior en su totalidad.   

2. .210 gr de base y .210 gr catalizador más 1 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.   

3. .210 gr de base y .210 gr catalizador más 5 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.  

4. .210 gr de base y .210 gr catalizador más 10 ul de quitosano en una loseta estéril, 

se mezclaron con una espátula de cementos estéril y con ayuda de un microbrush 

y la espátula se llevó la mezcla a un pozo de la placa de cultivo cubriendo la 

superficie inferior en su totalidad.  

5. Para el grupo control positivo, en uno de los pozos solo se dejó el cultivo 

contaminado con E. faecalis sin sellador.  
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Esterilización de la placa de cultivo con los selladores 

Una vez colocados los selladores endodónticos en la placa de cultivo celular (Figura 

22), se selló la placa de cultivo con su respectiva tapa y se llevó al E3000 UV 

Transilluminator Accuris™ (Figura 23) para su esterilización donde se expuso a 2 ciclos 

de 5 min a luz ultravioleta (Figura 24). Después de terminar los ciclos, se agregó 3 ml 

de BHI estéril y 10 ul de cultivo contaminado con E. faecalis a cada pozo (Figura 25) y 

la placa se colocó en la incubadora durante 24 hr. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Figura 23. 

Figura 24. Figura 25. 
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Determinación del crecimiento microbiano por densidad óptica  

Transcurridas las 24 hr, la placa de cultivo se retiró de la incubadora para observar el 

crecimiento bacteriano mediante densidad óptica (prueba de absorbancia) con el 

NanoDrop Plus (Thermo Scientific) empleando una longitud de onda de λ 500nm con un 

factor de conversión de n° de células 1,00 x 108. Se tomó 1 ml de cultivo y se llevó a la 

celda de medición, siendo 2 celdas por cada grupo. Cada celda se midió 2 veces 

obteniendo 4 mediciones en total por cada pozo de las cuales se obtuvo la media. Como 

calibrador se usó el medio sin inoculación microbiana. 

  

3.3 Análisis estadístico  

 

Los resultados obtenidos se expresaron en media, desviación estándar y rango y se 

recopilaron en el programa Excel. Los análisis realizados para ADT y DCT fueron la 

prueba t de student para determinar si existieron diferencias entre 2 grupos y la prueba 

ANOVA para identificar posibles variaciones entre las medias de más de 2 grupos 

complementándolo con la prueba pos hoc de Tukey. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN          

 

4.1 Resultados  

 

Se realizó la comparación de la capacidad antibacteriana de los 2 selladores 

endodónticos, AH Plus® y MTA Fillapex® adicionados con 1 μl, 5 μl y 10 μl de quitosano 

mediante las pruebas de ADT y DCT.  

 

ADT 

En la Tabla 1 se muestra la comparación de las áreas de inhibición en cm2 de los 

selladores endodónticos AH Plus® y MTA Fillapex® incluidos en el estudio divididos en 

cuatro grupos (sin quitosano y adicionados con 1 μl, 5 μl y 10 μl de quitosano) realizados 

en cajas Petri donde previamente se inoculó E. faecalis.  

 

Tabla 1. Comparación de las áreas de inhibición en cm2 de los selladores AH Plus® y 

MTA Fillapex® en cajas Petri con E. faecalis.  

X: Media; D.E: Desviación estándar. * ANOVA pos hoc de Tukey. ** t de student. 

 

Se encontró que los 4 grupos experimentales de ambos selladores mostraron 

halos de inhibición, lo que sugiere que los 2 cementos son efectivos contra el E. faecalis 

aún en sus fórmulas originales. Sin embargo, las áreas de inhibición de los 2 selladores 

se vieron afectadas al incorporar quitosano y fueron disminuyendo cuando se aumentó 

la concentración de este biopolímero a cada una de las mezclas (Figura 1). 

 
Grupo sin 
quitosano 

(n=7) 

1  μl quitosano 
(n=7) 

5  μl  quitosano 
(n=7) 

10  μl  quitosano 
(n=7) 

Valor 
de P* 

  
X±D.E 
(rango) 

   

AH 
Plus® 

0.368±0.383 
(.049-1.104) 

0.348±0.364 
(0-0.999) 

0.293±0.250 
(0.067-0.746) 

0.242±0.308 
(0.114-0.946) 

0.9930 

MTA 
Fillapex® 

1.128±1.681 
(0-4.491) 

0.926±1.24 
(0-3.304) 

0.224±0.203 
(0-0.499) 

0.171±0.374 
(0-0.985) 

0.4907 

Valor de 
P** 

0.4570 0.4140 0.1338 0.6671  
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Figura 1. Gráfica comparativa de las áreas de inhibición en cm2 de los selladores AH 

Plus® y MTA Fillapex® en cajas Petri con E. faecalis. 

 

DCT 

En la Tabla 2 se muestra la absorbancia de los selladores endodónticos AH Plus® y MTA 

Fillapex® incluidos en el estudio divididos en cinco grupos (sin cemento, sin quitosano y 

adicionados con 1 μl, 5 μl y 10 μl de quitosano) realizado en una placa de cultivo celular 

donde se colocó medio de cultivo contaminado con E. faecalis.  

 

 Tabla 2. Comparación de la absorbancia de los selladores AH Plus® y MTA Fillapex®. 

X: Media; D.E. Desviación estándar. Prueba ANOVA Y pos hoc de Tukey y Prueba t de 

student. 

 
Grupo sin 

cemento (n=4)  

Grupo sin 
quitosano  

(n=4)  

1  μl  quitosano 

(n=4)  

5  μl  quitosano 

(n=4)  

10  μl  quitosano 

(n=4)  
Valor de P  

      
X±D.E. 

(rango)  
      

AH Plus®  
1.942±0.015 

(1.93-1.96)  

0.14±0  

(0.14-0.14)  

0.067±0.015 

(0.06-0.09)  

0.205±0.005 

(0.2-0.21)  

0.045±0.005 

(0.04-0.05)  
<0.0001  

MTA  

Fillapex® 

2.096±0.014 

(2.08-2.115)  

0.417±0.041 

(0.38-0.47)  

0.412±0.009 

(0.4-0.42)  

1.045±0.012 

(1.03-1.06)  

1.255±0.012 

(1.24-1.27)  
<0.0001  

Valor de P  <0.0001  <0.0001  <0.0001  <0.0001  <0.0001    
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En DCT, se encontró que el quitosano si aumentó la capacidad antibacteriana 

de ambos selladores, sin embargo, no todas las concentraciones produjeron este efecto. 

En el MTA Fillapex® el grupo de 1 μl mostró el valor más bajo de absorbancia mientras 

que en el AH Plus®, los grupos de 1 μl y 10 μl mostraron los valores más bajos de 

absorbancia siendo el grupo de AH Plus con 10 μl el más efectivo contra el E. faecalis 

(Figura 2).  

Figura 2. Gráfica comparativa de la absorbancia de los selladores AH Plus® y MTA 

Fillapex®. 

 

Cabe resaltar que, en ambas pruebas, ADT y DCT, al agregar quitosano y 

aumentar la concentración en cada mezcla el MTA Fillapex® mostró una disminución 

en su capacidad antibacteriana en relación a su fórmula original excepto en el grupo 

de 1 μl de la prueba de contacto directo. 

 

4.2 Discusión  

 

En el presente estudio se escogió el E. faecalis, una bacteria anaerobia facultativa y gram 

positiva, ya que es la especie más comúnmente asociada con los tratamientos de 

conductos radiculares fallidos. El E. faecalis tiene la capacidad de sobrevivir por si solo 

en el conducto radicular (Stuart et al., 2006), además posee factores de virulencia que lo 
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hacen sobrevivir en el sistema de conductos incluso después de haber realizado el 

tratamiento endodóntico (Kayaoglu y Ørstavik, 2004). También tiene la capacidad de 

penetrar túbulos dentinarios y adherirse al colágeno en presencia de suero humano 

(Love, 2001). Por estas razones, se asocia con la periodontitis apical postratamiento, ya 

que es un microorganismo muy difícil de erradicar del conducto radicular. Evans et al. 

(2002) mencionaron que esto podría deberse a la capacidad que tiene el E. faecalis de 

regular el pH interno y la bomba de protones, así como de soportar la inanición 

prolongada (Figdor et al., 2003).  

  

La finalidad del material de obturación del conducto radicular es que ocupe y 

selle el espacio del conducto preparado evitando así la filtración bacteriana. Una de las 

propiedades ideales del sellador endodóntico es la capacidad antibacteriana, que puede 

eliminar las bacterias que permanecen en los conductos radiculares previniendo la 

periodontitis apical. Es bien sabido que los selladores endodónticos poseen esta 

propiedad antibacteriana durante un tiempo máximo de 1 semana, y la mayoría de estos, 

muestran una disminución significativa en este efecto antimicrobiano una vez fijados 

(Siqueira Jr et al., 2000; Kayaoglu et al., 2005).  

 

El AH Plus® fue uno de los selladores utilizados en esta investigación, el cual es 

un sellador a base de resina epóxica y a diferencia de su antecesor, el AH26®, no libera 

formaldehído o libera muy poco al fraguar (Cohen et al., 1998). El efecto antimicrobiano 

del AH Plus® se puede atribuir a la presencia de componentes antibacterianos en la 

resina epoxi y las aminas y a la fácil difusión de estos componentes en el ambiente 

circundante antes de que el material se fije (Fuss et al., 2000).  

 

El otro sellador empleado fue el MTA Fillapex®, introducido al mercado en el 

2010, que es un sellador a base de silicato de calcio compuesto básicamente por MTA®, 

resina de salicilato, resina natural, óxido de bismuto y sílice, el cual tiene propiedades 

fisicoquímicas adecuadas, como una buena radiopacidad y fluidez, además de un pH 

alcalino de 12.5 al fijarse, comparable con el del hidróxido de calcio (Silva et al., 2013). 

La gran capacidad antibacteriana del MTA Fillapex® se debe a su alto pH provocado por 

la presencia de óxido de calcio en el MTA®, que al entrar en contacto con el agua forma 
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hidróxido de calcio (Torabinejad et al., 1995; Yasuda et al, 2008), y de silicato de calcio, 

propiamente en el MTA Fillapex®, el cual se hidrata y se vuelve un hidrogel al interactuar 

con la humedad de la dentina (Zhang et al., 2009).   

 

El objetivo de esta investigación fue comparar la capacidad antibacteriana de 2 

selladores endodónticos adicionados con diferentes concentraciones de quitosano 

contra el E. faecalis, mediante las pruebas de ADT y DCT. 

 

ADT se ha utilizado ampliamente para investigar la actividad antibacteriana de 

los selladores y es uno de los métodos más comunes y simples, sin embargo, tiene 

algunas limitaciones como la falta de estandarización de la densidad del inóculo, un 

medio de cultivo adecuado, la viscosidad del agar, las condiciones de almacenamiento y 

la dependencia de la solubilidad y las características de difusión del material probado y 

del medio (Çobankara et al., 2004). Por lo tanto, esta prueba es más adecuada con los 

materiales solubles en agua (Mickel et al., 2003). Debido a esto, ADT ya no es la única 

prueba recomendada para evaluar la actividad antimicrobiana de los cementos utilizados 

en endodoncia.  

 

 En los resultados de la prueba de ADT del presente estudio se encontró que los 

4 grupos experimentales de ambos selladores mostraron halos de inhibición. Sin 

embargo, las áreas de inhibición de los 2 selladores se redujeron al agregar el quitosano 

y fueron disminuyendo cuando se aumentó la concentración de este biopolímero a cada 

una de las mezclas.  

 

En cambio, en DCT, la actividad antibacteriana no depende de la solubilidad y la 

difusibilidad de los materiales probados (Slutzky-Goldberg et al., 2008). Esta prueba imita 

el contacto directo entre los microorganismos y los selladores endodónticos dentro de un 

conducto radicular y tiene varias ventajas, como la reproducibilidad y el ensayo 

cuantitativo (Heyder et al., 2013). 

 

Los resultados de DCT difieren de los encontrados en la prueba de ADT donde 

se observó que el quitosano si aumentó la capacidad antibacteriana de ambos 
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selladores, sin embargo, no todas las concentraciones lograron este efecto. En el MTA 

Fillapex®, el grupo de 1 μl mostró el valor más bajo de absorbancia mientras que en el 

AH Plus® los grupos de 1 μl y 10 μl tuvieron los valores más bajos de absorbancia siendo 

el grupo de AH Plus con 10 μl de quitosano el más efectivo contra el E. faecalis. 

 

Kishen et al. (2008) fueron los primeros en utilizar el quitosano en el área de 

endodoncia y lo utilizaron para mejorar la desinfección del conducto radicular. Sus 

resultados concluyeron que la dentina tratada con esta microestructura mostró una 

adhesión significativamente reducida de E. faecalis. Estos mismos autores incorporaron 

nanopartículas de quitosano a un sellador endodóntico a base de óxido de zinc y eugenol 

y encontraron que hubo una disminución en el número de E. faecalis en comparación 

con el sellador en su fórmula original, sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente 

significativas.  

 

DaSilva et al. (2013) y del Carpio-Perochena et al. (2015) también evaluaron los 

efectos del quitosano sobre la propiedad antibacteriana de varios selladores 

endodónticos. En el primer estudio evaluaron la formación de biopelículas de E. faecalis 

dentro de las interfaces sellador-dentina de segmentos de raíces obturados con 

gutapercha y un sellador a base de óxido de zinc y eugenol (Pulp Canal Sealer®) 

adicionado con nanopartículas de quitosano observando que las áreas de biopelículas 

fueron significativamente más pequeñas en el grupo tratado con quitosano que en el 

control. En el segundo estudio, muy similar al descrito por DaSilva, agregaron 

nanopartículas de quitosano a dos selladores endodónticos: uno a base de resina 

epóxica (ThermaSeal Plus®) y otro de silicato de calcio (MTA Fillapex®) encontrando 

una mejoría en la propiedad antibacteriana de ambos selladores e incluso 

incrementándola aún después de 4 semanas. Estos hallazgos encontrados en la 

literatura son comparables con algunos de los obtenidos en DCT de nuestra investigación 

demostrando que la incorporación de quitosano a un sellador endodóntico aumentará su 

capacidad antibacteriana, sin embargo, en el presente estudio esto dependió de la 

concentración de quitosano y de la composición química de cada cemento. Es importante 

mencionar que en los otros estudios se utilizaron nanopartículas de quitosano, las cuales 

presentan una estructura diferente al quitosano utilizado en este trabajo. 
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El quitosano ha recibido un gran interés en la biomedicina debido a su 

versatilidad para emplearse en diversas formas como polvos (micro y nanopartículas), 

cápsulas, películas, andamios e hidrogeles. Se ha utilizado principalmente para 

aplicaciones antibacterianas y en la administración de fármacos/genes. Además, posee 

excelentes propiedades antibacterianas, antivirales y antifúngicas (Rabea et al., 2003). 

Shrestha et al. (2009) demostraron en su estudio que las nanopartículas de quitosano 

tienen la capacidad de alcanzar las complejidades anatómicas y los túbulos dentinarios 

de un conducto radicular infectado para mejorar su desinfección.   

 

No se conoce con exactitud el mecanismo de acción del quitosano pero se 

atribuye a su naturaleza policatiónica e implica la interacción del quitosano cargado 

positivamente con membranas celulares bacterianas cargadas negativamente. Esto 

podría conducir a una alteración de la permeabilidad de la pared celular, provocando la 

ruptura de las células y la filtración de los componentes proteicos y otros componentes 

celulares (Rabea et al., 2003; Qi et al., 2004). Bajo microscopía  electrónica de 

transmisión, se observó que las bacterias estaban completamente envueltas en el 

quitosano, formando una barrera impermeable (Muzzarelli et al., 1990). Esto podría evitar 

el transporte de solutos esenciales provocando la muerte celular.  

 

Ambos selladores tuvieron la capacidad de inhibir el crecimiento de E. faecalis al 

incorporarles quitosano, sin embargo, no todas las concentraciones tuvieron el mismo 

efecto ya que en el MTA Fillapex® el grupo de 1 μl mostró la mayor actividad 

antibacteriana mientras que en el AH Plus® los grupos de 1 μl y 10 μl mostraron la mayor 

actividad siendo el grupo de AH Plus® con 10 μl de quitosano el más efectivo contra el 

E. faecalis. 

 

Al incorporar otros elementos a los selladores endodónticos es importante 

conocer los efectos que podrían ocurrir sobre el comportamiento de los cementos. En 

este estudió se pudo comprobar que al agregar quitosano ambos selladores presentaron 

una disminución en el tiempo de trabajo y empeoraba cuando se aumentaba la 

concentración de quitosano. El cambio en esta propiedad podría explicar porque al 
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agregar quitosano al MTA Fillapex®, tanto en la prueba de ADT y DCT, mostró una 

disminución significativa en su capacidad antibacteriana en relación a su fórmula original 

excepto en el grupo de 1 μl de la prueba de contacto directo. 

 

4.3 Conclusión 

 

En ADT, la incorporación de quitosano redujo la capacidad antibacteriana de ambos 

selladores ya que influyó en las áreas de inhibición, las cuales disminuían conforme 

se aumentaba la concentración del biopolímero a cada una de las mezclas. Por otro 

lado, en DCT, la adición de quitosano si mejoró la capacidad antibacteriana de ambos 

selladores, pero esto solo se logró con determinadas concentraciones. En el caso del 

MTA Fillapex® solo ocurrió al agregar 1 μl de quitosano mientras en el AH Plus® se 

logró al agregar 1 μl y 10 μl de quitosano siendo el grupo de AH Plus® con 10 μl de 

quitosano el que presentó la mayor actividad antibacteriana contra E. faecalis. 

Finalmente podemos concluir en el presente estudio que la incorporación de 

quitosano a un sellador endodóntico aumentará su capacidad antibacteriana pero 

esto dependerá de la concentración de quitosano y de la composición química de 

cada cemento, por lo que es necesario realizar más estudios sobre la capacidad 

antimicrobiana de los selladores endodónticos adicionados con quitosano. 
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