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RESUMEN

Introduccion: Enterococcus faecalis es considerado uno de los
microorganismos mayormente asociado al fracaso del tratamiento endoddntico
debido a su gran capacidad de supervivencia y adaptacion a los cambios del
medio, esto lo logra gracias a sus mdultiples factores de virulencia. Se han
propuesto diferentes técnicas con la finalidad de aumentar la reduccion de la
carga bacteriana en los conductos y asi minimizar el riesgo de fracaso. La técnica
del laser de diodo ha demostrado tener una gran capacidad bactericida y una
mayor penetracion en los tibulos dentinales.

Objetivo: Determinar la eficacia del laser de diodo de 940nm en la eliminacién
del Enterococcus faecalis en la desinfeccion de los conductos radiculares.
Método: 63 premolares humanos recién extraidos. fueron asignados al azar a
tres subgrupos (n = 21) para evaluar la eficacia antimicrobiana de tres métodos
de desinfeccidn contra Enterococcus faecalis (ATCC 29212): 1. Irradiacién con
laser de diodo de 940nm, 2. Hipoclorito de sodio y 3. Solucion salina. El
recuento de colonias se informé como unidades formadoras de colonias (UFC)
para evaluar la viabilidad bacteriana después de cada protocolo de
desinfeccion. EI método modificado de micro dilucién en agar fue usado para
evaluar el crecimiento bacteriano.

Resultados:

La eficacia antibacteriana fue significativamente menor contra la biopelicula

madura (4 semanas) en comparacion con la biopelicula inmadura (4 dias) en



todos los grupos (P < 0,05).

Conclusiones: Los tres métodos de desinfeccion tuvieron una eliminacion
parcial del E. faecalis. Pero el método de irrigacion con laser de diodo de 940nm
significativamente mas eficaz, la irrigaciébn con hipoclorito de sodio al 5%
aungue redujo significativamente la carga bacteriana no hubo una completa

eliminacién de las UFC en todos los canales dentales.

Palabras claves: Enterococcus faecalis, Laser, desinfeccion. DecS



INTRODUCCION

La endodoncia es la rama de la odontologia que se encarga del estudio y
tratamiento de la pulpa dental, tiene como finalidad la conservacion de los
dientes naturales tanto en su funcion como en estética, en aquellos dientes que
presentan patologia esto se logra por medio de la realizacion del tratamiento
endodontico el cual tiene como principal objetivo el manejo clinico de los
microorganismos y su eliminacion del espacio del canal radicular.! Aunque el
tratamiento de endodoncia tiene un alto porcentaje de éxito algunas veces no es
posible devolver la salud al érgano dental, dandose un fracaso endoddntico.
Esta situacion se puede dar por diversos factores tales como una pobre irrigacion
durante la realizacion del tratamiento endodontico, una inadecuada preparacion
biomecanica, lo cual no proporciona una desinfeccidon eficiente del conducto
radicular permitiendo que las bacterias sean persistentes ocasionando el fracaso
del tratamiento. Una de las bacterias que se encuentran asociada al no éxito de

la endodoncia es el Enterococcus faecalis.

1 Muhammad OH, Chevalier M, Rocca J-P, Brulat-Bouchard N, Medioni E. Photodynamic therapy
versus ultrasonic irrigation; interaction with endodontic microbial biofilm, an ex vivo study.
Photodiagnosis  Photodyn  Ther  [Internet].  2014;11(2):171-81. Disponible  en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.pdpdt.2014.02.005



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversas bacterias son consideradas como las principales responsables de las
distintas patologias endodédnticas y fracasos del tratamiento en los conductos
radiculares, inicialmente estos microorganismos seran aerobios, pero con el
proceso degenerativo del tejido pulpar y los cambios en el medio, se dara una
sucesion bacteriana, favoreciendo la proliferacion de bacterias anaerobias
facultativas y por dltimo anaerobias estrictas. Entre las bacterias que se
encuentran mayormente asociada con los fracasos endodénticos se encuentra
el Enterococcus faecalis, el cual en la literatura se ha reportado en diferentes
partes del mundo como uno de los microorganismos mas prevalentes con un
rango de 24% al 77% en la infeccion del canal radicular y en retratamientos.?
Este microorganismo es un anaerobio facultativo Grampositivo, inmovil, no
esporulado con metabolismo fermentativo. La erradicacion de esta bacteria de
los conductos radiculares es un desafio en la practica clinica, esto se debe a sus
multiples factores de virulencia, uno de los més importantes es la formacién de
biopeliculas en los tubulos dentinales y en los canales laterales de los dientes

tratados y no tratados durante largos periodos de tiempo.® Las biopeliculas se

2 AlShwaimi E, Bogari D, Ajaj R, Al-Shahrani S, Almas K, Majeed A. In vitro antimicrobial
effectiveness of root canal sealers against Enterococcus faecalis: A systematic review. J Endod
[Internet]. 2016;42(11):1588-97. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2016.08.001

3 Pourhajibagher M, Chiniforush N, Shahabi S, Ghorbanzadeh R, Bahador A. Sub-lethal doses
of photodynamic therapy affect biofilm formation ability and metabolic activity of Enterococcus
faecalis. Photodiagnosis Photodyn Ther [Internet]. 2016;15:159-66. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.pdpdt.2016.06.003
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han definido como estructuras altamente organizadas que consisten en células
bacterianas encerradas en una matriz de polisacarido extracelular autoproducida
unida a una superficie. Esta matriz dificulta la penetracién de agentes en el
biofilm, limitando su efectividad hasta 1000 veces mas que en su forma
plancténica, 4 requiriendo altos volimenes de antimicrobianos o las bacterias se
vuelven resistentes a los protocolos de tratamiento convencionales.® Otro factor
de virulencia importante en el E. faecalis es su gran capacidad de adaptacion a
los cambios del medio donde se encuentra, este microorganismo es capaz de
vivir en medios que pueden ser letales para otras bacterias como en altas
temperaturas o en medios alcalinos y como consecuencia es resistente al efecto
antimicrobiano del hidroxido del calcio, un medicamento que se utiliza con alta
frecuencia en el tratamiento endodontico.® También puede producir acido

lipoteicoico (LTA), las enzimas liticas, la citolisina, lipasa, hemolisina, gelatinasa,

4 Arias-Moliz MT, Ferrer-Luque CM, Espigares-Garcia M, Baca P. Enterococcus faecalis biofilms
eradication by root canal irrigants. J Endod [Internet]. 2009;35(5):711-4. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2009.01.018

5 Spares JA, Soares SMCS, de Jesus Tavarez RR, Rizzi C de C, Rodrigues SCGV, Filho EMM,
etal. Exploring different photodynamic therapy parameters to optimize elimination of
Enterococcus faecalis planktonic forms. Photodiagnosis Photodyn Ther [Internet]. 2018;22:127—
31. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.pdpdt.2018.03.009.

6 Ran S, He Z, Liang J. Survival of Enterococcus faecalis during alkaline stress: changes in
morphology, ultrastructure, physiochemical properties of the cell wall and specific gene
transcripts. Arch  Oral Biol [Internet].  2013;58(11):1667—76.  Disponible  en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2013.08.013
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las adhesinas, la sustancia de agregacion y las feromonas de E. faecalis se sabe

que estan involucradas en la patogenicidad.’

La desinfeccién eficaz es un componente fundamental del éxito del tratamiento
del conducto radicular.2 Pero se ve afectada por factores como la anatomia del
sistema de conductos particularmente los canales accesorios y laterales, lo cual
impide que la sustancia irrigadora llegue hasta ciertos lugares permitiendo la
presencia de algunos microorganismos, incluso una preparacién minuciosa del
canal radicular deja parte de las paredes intactas, independientemente de la
técnica de instrumentacion utilizada.® Actualmente se utilizan diversos métodos
los cuales reducen en un gran porcentaje la carga bacteriana presente en el
sistema de conductos radiculares, como es la irrigacién con hipoclorito de sodio,
esta sustancia es la mas utilizada en la practica endododntica a diferentes
concentraciones para la desinfecciéon del canal radicular, esto se debe gracias a
muchas propiedades que presenta como su capacidad bactericida, dilucion de

tejido orgéanico, baja tension superficial, entre otras caracteristicas, sin embargo

" Hong SW, Baik JE, Kang S-S, Kum K-Y, Yun C-H, Han SH. Sodium hypochlorite inactivates
lipoteichoic acid of Enterococcus faecalis by deacylation. J Endod [Internet]. 2016;42(10):1503—
8. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2016.06.018

8 Chrepa V, Kotsakis GA, Pagonis TC, Hargreaves KM. The effect of photodynamic therapy in
root canal disinfection: a systematic review. J Endod [Internet]. 2014;40(7):891-8. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2014.03.005.

9 Rios A, He J, Glickman GN, Spears R, Schneiderman ED, Honeyman AL. Evaluation of
photodynamic therapy using a light-emitting diode lamp against Enterococcus faecalis in
extracted human teeth. J Endod [Internet]. 2011;37(6):856—9. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2011.03.014
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la irrigacibn manual de esta sustancia no es eficaz en la eliminacion del E.
faecalis ya que el hipoclorito de sodio penetra aproximadamente 300 micras de
los tubulos dentinales, y este microorganismo es capaz de alojarse a una
profundidad de 500 micras, por esta razon se utilizan técnicas para la activacion
de la solucién por medio de ultrasonidos lo cual aumenta la velocidad, el flujo y
el intercambio de irrigantes; permitiendo una penetracion mas profunda en los
tubulos dentinales. Pero aun asi ninguna de las técnicas anteriormente
expuestas es totalmente efectiva, poniendo en riesgo el éxito del tratamiento
endoddntico. La tasa de éxito es mayor cuando el canal esta libre de bacterias
(94%), a diferencia de cuando existe la presencia de microorganismos, esta tasa
disminuye en aproximadamente un 68% 2

Recientemente, las radiaciones con laser se han introducido en el tratamiento
endodontico como un método adecuado para mejorar la desinfeccion, ya que su
efecto bactericida ha sido bien establecido, gracias a que por medio del uso de
componentes no toxicos sensibles a la luz que se exponen selectivamente a una
longitud de onda definida, se vuelven téxicos para atacar células microbianas,

incluyendo bacterias, hongos y virus.19

10 Beer F, Buchmair A, Wernisch J, Georgopoulos A, Moritz A. Comparison of two diode lasers
on bactericidity in root canals--an in vitro study. Lasers Med Sci [Internet]. 2012;27(2):361-4.
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1007/s10103-011-0884-3
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Por lo anteriormente expuesto se necesita encontrar un método que sea lo mas
eficaz posible en la eliminacion del Enterococcus faecalis y asi minimizar el
riesgo de tratamientos endodonticos sin éxito. ¢, Cual es la eficacia del laser de
diodo en la eliminacion del Enterococcus faecalis en la desinfeccion del canal

radicular?

14



JUSTIFICACION

El éxito del tratamiento endoddntico depende de una adecuada desinfeccién del
sistema de conductos radiculares, por lo tanto el fracaso esta directamente
relacionado con la presencia de bacterias persistentes que no se pudieron
eliminar durante el proceso de instrumentacion o desinfeccion del conducto
radicular. Diversos estudios han demostrado que la principal bacteria etiolégica
asociada en el porcentaje de endodoncias fallidas es el Enterococcus faecalis,
gracias a los diversos factores de virulencia que presenta este microorganismo
tiene la capacidad de sobrevivir en diferentes condiciones y reinfectar los
conductos aun después de finalizar los tratamientos endodoénticos.

Como consecuencia se han desarrollado diversos sistemas o técnicas que tienen
como finalidad proveer una desinfeccion mucho méas profunda de los tubulos
dentinales, disminuyendo o eliminando la carga bacteriana en los conductos y
por lo tanto disminuir el riesgo de fracaso en el tratamiento.

El uso del laser de diodo permite una mayor desinfeccion del conducto ya que
tiene la capacidad de llegar a areas que no son accesibles para las soluciones
irrigadoras convencionales, ademas de tener un efecto bactericida que afecta de
manera inmediata y con mas facilidad a las bacterias Gram-positivo como los es

el Enterococcus faecalis.

15



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
Determinar la eficacia del laser de diodo de 940nm en la eliminacion del

Enterococcus faecalis

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Identificar la presencia del Enterococcus faecalis antes y después de la
accioén del hipoclorito de sodio
e Identificar la presencia del Enterococcus faecalis antes y después de la
accion del laser de diodo.
e Estimar la diferencia entre los protocolos de irrigacion y el laser en cuanto

a la eliminacion del Enterococcus faecalis.

16



MARCO TEORICO

MICROBIOTA EN LA CAVIDAD ORAL

La cavidad bucal alberga un complejo ecosistema con diferentes
microambientes como mejillas, paladar, lengua, superficie de los dientes,
encias y saliva, cada uno de esto estd compuesto por cientos de especies de
microorganismos diferentes, la mayoria de los cuales son bacterias.

Las especies del género Streptococcus se encuentran en una alta proporcion
en tejidos blandos, saliva y en la lengua. Las especies del
género Actinomyces encuentran a nivel supragingival e infragingival y en
fisuras de la lengua. Otras bacterias como Veillonella
parvula y Neisseria pueden ser aisladas en todos los habitats orales.
También puede existir colonizacion intracelular en células epiteliales de la
cavidad bucal por complejos bacterianos constituidos por Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans, Porphyromonasgingivalis y Tannerella forsythia'!

GENERO ENTEROCOCO

Los patogenos del género Enterococcus estuvieron clasificados durante
mucho tiempo dentro del grupo D del género Streptococcus. Sin embargo, en
los ultimos 30 afos, han sido reclasificados sobre la base de nuevos analisis

genéticos y moleculares'?. Forman parte de la flora gastrointestinal, pueden

11 sampaio-Maia B, Monteiro-Silva F. Acquisition and maturation of oral microbiome throughout
childhood: An update. Dent Res J (Isfahan). 2014;11(3):291-301.

12 Goldman L, Ausiello DA, Schafer Al, editores. Goldman-Cecil. Tratado de Medicina Interna.
26a ed. Elsevier; 2021.
17



encontrarse en el tracto genitourinario, la cavidad oral y la piel*3. Son
bacterias anaerobias facultativas grampositivas, catalasas negativas, no
formadora de espora que pueden aparecer como cocos simples y en
cadenas.'4

Estos microorganismos tienen la capacidad de desarrollar nuevos
mecanismos de resistencia por mutacion o adquisicion de nuevos genes, lo
gue favorece su capacidad de supervivencia y multiplicaciénl, son capaces
de sobrevivir a una variedad de tensiones y entornos hostiles, incluidos los
de temperatura extrema (5-65 ° C), pH (4.5-10.0) y alta concentracion de
NacCl, lo que les permite colonizar una amplia gama de nichos. La especie
mas representativa del género es el Enterococcus faecalis, siendo el
principalmente responsable del 80% de las infecciones enterococicas,
seguido del Enterococcus Faecium?®. Diversos estudios han demostrado que
el E. Faecalis es uno de los microorganismos que se encuentra asociado al

fracaso endodontico.

Enterococcus faecalis

Es una bacteria grampositiva anaerobia facultativa, inmovil, no esporulado con

metabolismo fermentativo que pertenece al orden Firmicutes Phylum vy

13 Correa Martinez L, Gaona Alvarez CE, Pierna Alvarez M, de la Fuente del Rio R, Gonzalez
Velasco C, Sacristan Enciso B. Meningitis neonatal por Enterococcus faecalis. Rev lab clin
[Internet]. 2018;11(2):101-3. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.labcli.2017.11.007

14 Fisher K, Phillips C. The ecology, epidemiology and virulence of Enterococcus. Microbiology
[Internet]. 2009;155(Pt 6):1749-57. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1099/mic.0.026385-0

15 Androulla Efstratiou, Theresa Lamagni, Claire E. Turner. Infectious Diseases, fourth edition
177, 1523-1536. Elseiver

18
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Lactobacillales. El tamafio de cada célula oscila entre 0,5y 0,8 micrometros y es
habitante normal del tracto gastrointestinal humano. 6

La capacidad de E. faecalis a causar infecciones graves tiene relacion con
rasgos variables que aumentan la virulencia del organismo, esos factores de
virulencia incluyen: agregacion de sustancias, proteinas de membrana,
adhesinas o proteinas de superficie, feromonas sexuales, acido lipoteicoico,
superéxido extracelular, gelatinasa, hialuronidasa y hemolisina. Todos estos
factores de virulencia permite que el E. faecalis pueda sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser toxicos para muchas bacterias, en particular
zonas con altas concentraciones de sales (6.5% de Cloruro de Sodio),
temperaturas extremas (15-60°C), entornos hipotdnicos e hiperténicos, en
medios &cidos o alcalinos y puede resistir ademas a la accion de colorantes
como Azul de Metileno al 0.1%. de esta manera puede invadir lugares en el
conducto radicular los cuales son imposible de eliminar por medio de la irrigacion.
17

E. faecalis inicialmente se adhiere a las superficies de tejido por una asociacion

fisica; en una segunda etapa hay union permanente por adhesinas especificas

16 Kaufman B, Spangberg L, Barry J, Fouad AF. Enterococcus spp. in endodontically treated
teeth with and without periradicular lesions. J Endod [Internet]. 2005;31(12):851-6. Disponible
en: http://dx.doi.org/10.1097/01.don.0000164133.04548.26

17 Pinheiro ET, Penas PP, Endo M, Gomes BPFA, Mayer MPA. Capsule locus polymorphism
among distinct lineages of Enterococcus faecalis isolated from canals of root-filled teeth with
periapical lesions. J Endod [Internet]. 2012;38(1):58—61. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2011.08.002

19



de las bacterias a los receptores complementarios en las superficies de acogida.
Una vez que la célula bacteriana esta unida, es capaz de utilizar los nutrientes
disponibles y establecerse en biopeliculas para lidiar con los mecanismos de
defensa del huésped y para la resistencia a los tratamientos antibacterianos. Las
biopeliculas ofrecen a sus componentes celulares varias ventajas, la mas

importante de las cuales es la tolerancia a los antimicrobianos.®

IRRIGACION EN ENDODONCIA

Una adecuada irrigacion en endodoncia es crucial para el éxito del tratamiento,
ya que se eliminan diferentes microorganismos en zonas insuficientemente
limpiadas durante la instrumentacion, estos microorganismos son capaces de
sobrevivir aun después de realizar el tratamiento, aumentando asi el riesgo de
fracaso. Este proceso tiene diversos objetivos que pueden ser mecanicos,
guimicos y biolégicos; en los que se encuentran la limpieza de los residuos, alto
efecto antimicrobiano, lubricacién del conducto, disolver el tejido organico e
inorganico, y evitar la formacion del smear layer durante la instrumentaciéon. Para
realizar una adecuada desinfeccion de los canales radiculares se han utilizado
diversas sustancias y técnicas que buscan una mayor eficacia en la disminucion
de la carga bacteriana, entre estas sustancias se encuentra principalmente el

hipoclorito de sodio el cual es considerado como el gold standard.

18 Denotti G, Piga R, Montaldo C, Erriu M, Pilia F, Piras A, et al. In Vitro evaluation of
Enterococcus faecalis adhesion on various endodontic medicaments. Open Dent J [Internet].
2009;3:120—4. Disponible en: http://dx.doi.org/10.2174/1874210600903010120

20



La irrigacion convencional se realiza con una jeringa y una aguja, pero este
método no es suficiente en la desinfeccion del conducto por lo tanto se han
desarrollado otro tipo de técnicas o dispositivos que potencialicen las
propiedades del agente irrigante, algunos son EndoActivator, la irrigacion
ultrasénica pasiva, EndoVac, Safety-Irrigator entre otros?®. En los Ultimos afios
se ha ido implementado el uso del laser en endodoncia, segun la literatura este
método permite una mayor desinfeccion, ya que tiene una mayor penetracion en

los tubulos dentinarios.

HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito se cred por primera vez en el afio de 1789 en Europa,
especificamente en Francia. Al inicio se conocia como solucién de Dankin, y se
utilizaba para la irrigacién de heridas durante la Primera Guerra Mundial. Afios
mas tarde Coolidge lo introduce como solucién irrigadora en los canales
radicularesl.

Es el irrigante mas utilizado en el tratamiento endodontico debido a su eficaz
actividad antimicrobiana frente a multiples microorganismos y su capacidad para
disolver tejidos organicos. Esta solucion quimica se utiliza en diferentes
concentraciones que van desde el 0,5% hasta mas del 6%, varios autores han

investigado sobre las consecuencias del uso del hipoclorito de sodio a diferentes

19 Caputa PE, Retsas A, Kuijk L, Chavez de Paz LE, Boutsioukis C. Ultrasonic irrigant activation
during root canal treatment: A systematic review. J Endod [Internet]. 2019;45(1):31-44.e13.
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2018.09.010

21



concentraciones, mostrando resultados divididos, ya que algunos abogan por el
uso a mayor concentracion, hay otros que opinan que entre mayor sea la
concentracion del hipoclorito aumenta su toxicidad, teniendo un mayor potencial
para irritar el tejido periapical durante tales extrusiones inevitables, aunque sean
minimas. La concentracion mas utilizada es al 5.25%%°.
Las principales propiedades del hipoclorito de sodio son:

e Disolvente de tejido organico

e Amplio espectro bacteriano

e Baja tension superficial

e Phalcalinode 11.5

e Lubricacién

e Blanqueador

El hipoclorito de sodio tiene mdultiples propiedades como las anteriormente
nombradas, pero aun asi no se considera el irrigante ideal ya que es incapaz de
disolver el smear layer que se produce durante la instrumentacion. Ademas de
su actividad citotoxica es un defecto bien conocido de NaOCI que puede causar
efectos agudos si llega al area periapical. En contacto con tejidos vitales, el

NaOCI oxida rapidamente los tejidos circundantes, lo que lleva a hemdlisis y a

20 verma N, Sangwan P, Tewari S, Duhan J. Effect of different concentrations of sodium
hypochlorite on outcome of primary root canal treatment: A randomized controlled trial. J Endod
[Internet]. 2019;45(4):357—63. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2019.01.003
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ulceracién rapidas, inhibicién de la migracién de neutrofilos y destruccion de

células endoteliales y fibroblastos?

LASER EN ODONTOLOGIA — ENDODONCIA

La odontologia como toda ciencia va avanzando de acuerdo al desarrollo de la
tecnologia, esto sucede gracias a la necesidad de mejorar las técnicas utilizadas
previamente para lograr una mayor eficacia en los tratamientos. En la actualidad
este dispositivo que emite un haz de luz, permite a los odontdlogos realizar un
gran numero de procedimientos en las multiples areas de la odontologia tales
como cirugia oral, estética dental, terapéutica dental, entre otras.

Se clasifican principalmente segun su potencia:

e Laser de baja potencia

e Laser de alta potencia

Los primeros emiten en la regién del espectro infrarrojo cercano o del rojo
(632,670 y 830nm), con una potencia media de 1- 100mWson, estos van a ser
utilizados, principalmente, por su accién bioestimulante, analgésica y

antiinflamatoria, mientras que los segundos son laseres con potencias de 1W

21 Guivarc’h M, Ordioni U, Ahmed HMA, Cohen S, Catherine J-H, Bukiet F. Sodium hypochlorite
accident: A systematic review. J Endod [Internet]. 2017;43(1):16—24. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2016.09.023
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hasta 15W o mas y con una longitud de onda comprendida entre 810nm y 980nm

estos producen efectos fisicos visibles.??

Los laseres se utilizan actualmente en endodoncia para el desbridamiento de
tejido infectado y la eliminacion de las bacterias asociadas. Se ha demostrado
qgue el laser es capaz de limpiar el sistema de conductos radiculares gracias a
su excelente capacidad de reduccion bacteriana a profundidades superiores a
1000 um en los tubulos dentinarios, siendo superior al compararlo con otras

técnicas o sustancias.

Goya et col. considera que la desinfeccion exitosa de los conductos radiculares
mediante laseres depende de muchos factores, como la potencia de salida, el
tiempo de irradiacion, la tasa de repeticion y la duracién del pulso. 23

El laser tiene varios beneficios conocidos sobre los instrumentos rotatorios
tradicionales, incluida la facilidad de uso, disminucion de la separacion de los

instrumentos y disminucién del nimero de fallos endodénticos.?*

LASER DE DIODO

22 Espafa-Tost Antonio Jesus, Arnabat-Dominguez José€, Berini-Aytés Leonardo, Gay-Escoda
Cosme. Aplicaciones del laser en Odontologia. RCOE [Internet]. 2004 Oct

[citado 2021 Dic 16]; 9(5): 497-511. Disponible en:
http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1138-123X2004000500002&Ing=es.

23 Alshamiri A, Franzen R, Gutknecht N. Temperature elevation during root canal treatment with
a 445-nm diode laser—an in vitro study. Lasers Dent Sci [Internet]. 2018;2(2):89-94. Disponible
en: http://dx.doi.org/10.1007/s41547-018-0023-6

24 Green J, Weiss A, Stern A. Lasers and radiofrequency devices in dentistry. Dent Clin North
Am [Internet]. 2011;55(3):585-97, ix—x. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.cden.2011.02.017
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La radiacion laser es generada por un resonador o un diodo, esta radiacion
puede tener diferentes propiedades segun a las diferentes longitudes de onda
utilizadas.?®

El laser de diodo esta constituido por un medio activo sélido, formado por un
semiconductor que frecuentemente usa una combinacion de galio, arsenio y
otros elementos como el aluminio o el indio para transformar la energia eléctrica
en energia luminosa. La longitud de onda de estos laseres para su utilizacion en
Odontologia comprende un rango desde 800nm hasta 980nm. Pueden emitir en
modo continuo o en pulsos y, debido a su longitud de onda, la energia es
facilmente transportable a través de fibra 6ptica. Las fibras Opticas pueden variar
entre 200, 300 y 600um segun el fabricante.?®

Varios autores han demostrado por medio de diferentes estudios la eficacia del
laser de diodo en la desinfeccion de los canales radiculares, Gutknecht et al.
Mostré que el laser diodo de 980 nm puede eliminar las bacterias que han
migrado profundamente en la dentina, lo que permite aumentar la tasa de éxito
en la terapia endodontica. En 2016, Schulte-Lunzum et al. Demostraron que el
laser diodo de 940 nm tiene un efecto bactericida extremadamente alto (de 83 a
99,99%) en el patdgeno endoddntico mas resistente Enterococcus faecalis

incluso a la profundidad de la dentina de 60 um, sin efectos térmicos adversos

%5 Gutknecht N, Al Hassan N, Martins MR, Conrads G, Franzen R. Bactericidal effect of 445-nm
blue diode laser in the root canal dentin on Enterococcus faecalis of human teeth. Lasers Dent
Sci [Internet]. 2018;2(4):247-54. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1007/s41547-018-0044-1

26 | arrea-Oyarbide N, Espafia-Tost AJ, Berini-Aytés L, Gay-Escoda C. Aplicaciones del laser de
diodo en Odontologia. RCOE [Internet]. 2004;9(5). Disponible en:
http://dx.doi.org/10.4321/s1138-123x2004000500004
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cuando se usa con ajustes de potencia recomendado para el tratamiento de

endodoncia?’

27 Masilionyte M, Gutknecht N. Outcome of 940-nm diode laser-assisted endodontic treatment
of teeth with apical periodontitis: a retrospective study of clinical cases. Lasers Dent Sci
[Internet]. 2018;2(3):169—-79. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1007/s41547-018-0035-2
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METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO:

Es un estudio de tipo experimental In vitro en el cual se evalud la eficacia de
laser de diodo de 940nm en la eliminacién del Enterococcus faecalis en
conductos instrumentados con el sistema Reciproc Blue

POBLACION Y MUESTRA:

Universo: Dientes naturales humanos de pacientes que se encontraran bajo
tratamiento ortodéntico en diferentes clinicas odontolégicas y requerian
extraccion de premolares segun su tratamiento. Previo consentimiento para la
participacion en el estudio.

Muestra: La muestra estuvo conformada por 63 premolares humanos teniendo
en cuenta los criterios de inclusion.

Caracteristicas de la muestra:

Criterios de inclusion: Criterios de exclusion:
° Dientes calcificados
° Libres de caries
° Dientes multirradiculares
° Formacion corono-radicular
° Dientes con apices abiertos
completa
° Presencia de caries
e Apices cerrados
° Reabsorcion radicular

° Premolares unirradiculares
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PROCEDIMIENTO

Obtencién y preparacion de los dientes

63 premolares con una sola raiz, sin caries, fracturas apicales o reabsorciones
fueron extraidos por indicaciones ortodoncicas en diferentes clinicas
odontoldgicas, previa firma del consentimiento informado por parte del paciente.
Estos premolares fueron lavados inmediatamente con agua para una posterior
remocion del tejido periodontal de la superficie radicular por medio del curetaje
usando una cureta periodontal, seguidamente fueron almacenados en un

recipiente con solucion salina al 0.9%.

Los premolares fueron decoronados con disco de diamante refrigerado por
agua, luego del corte las raices se estandarizaron a una longitud de 15 mm 28
Una vez estandarizada la longitud de las raices los conductos fueron
instrumentados hasta una lima K flexofile # 20 (Dentsply® Mailllefer) llegando
al foramen apical. Durante la instrumentacion, los canales radiculares fueron

irrigados con 5 mL de NaCIO (hipoclorito de sodio) al 5%.2° Posteriormente, se

28 George S, Kishen A, Song KP. The role of environmental changes on
monospecies biofilm formation on root canal wall by Enterococcus faecalis. J
Endod [Internet]. 2005;31(12):867—72. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1097/01.don.0000164855.98346.fc

29 Stuart CH, Schwartz SA, Beeson TJ, Owatz CB. Enterococcus faecalis: its
role in root canal treatment failure and current concepts in retreatment. J Endod
[Internet]. 2006;32(2):93-8. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.joen.2005.10.049
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hizo un nuevo lavado con solucion salina, secado en puntas de papel, luego los
foramenes apicales fueron sellados con resina fluida (3M ESPE®, USA) y se
decidio aplicar adhesivo (Single bond, 3M ESPE®, USA) en las raices de los
dientes, para evitar alguna filtracion. Posteriormente los dientes fueron
colocados en tubos Eppendorf de 1,5 mL rodeados de silicona pesada (Elite HD
Zhermack®, Espafa) y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15
minutos®. Finalmente se transfirieron a caldo de infusién de cerebro y corazén
(BHI) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Ningun crecimiento bacteriano indicé

una calidad 6ptima de esterilizacién.

Inoculacién en los dientes

La cepa bacteriana E. faecalis (ATCC 29212) fue previamente reactivada del
cepario, del Laboratorio de Microbiologia Clinica y Ambiental, campus San
Pablo, de la Universidad de Cartagena. E. faecalis (ATCC 29212) fue cultivado
aerébicamente en caldo en infusion de cerebro y corazon (BHI) a 37°C durante

24 horas.

%0 Silva Garcez A, Nuiez SC, Lage-Marques JL, Jorge AOC, Ribeiro MS.
Efficiency of NaOCI and laser-assisted photosensitization on the reduction of
Enterococcus faecalis in vitro. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol
Endod [Internet]. 2006;102(4):e93-8. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/].triple0.2006.02.015
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Los dientes fueron inoculados con 10 pL de una suspension bacteriana de E.
faecalis (ATCC 29212) ajustada a la concentracion celular de 1.5 x 108 UFCs/mL
(densidad optica [OD] 600 nm), en cada uno de los conductos estériles, en
condiciones asépticas. Posteriormente fueron incubados a 37°C durante 4
semanas para permitir el desarrollo de la biopelicula microbiana 3. Luego, las
muestras se dividieron en tres grupos, siguiendo el nimero de unidades

experimentales de acuerdo con®?

1. Grupo 1: Protocolo experimental Laser de Diodo (LD). n =21.
2. Grupo 2: Control positivo: Hipoclorito de Sodio (HS). n = 21.

3. Grupo 3: Control negativo: Solucion salina (SS). n = 21.

Finalizado el tiempo del desarrollo de la biopelicula bacteriana los grupos fueron

expuestos a los protocolos de desinfeccion.

Aplicacién de los protocolos de desinfeccién
El grupo experimental laser de diodo fue preparado a una longitud de trabajo

de 15mm con una lima R25 del sistema Reciproc blue y se irrigo con 5mL de

3L Afkhami, F., Karimi, M., Bahador, A., Ahmadi, P., Pourhajibagher, M., & Chiniforush, N.
(2020). Evaluation of antimicrobial photodynamic therapy with toluidine blue against
Enterococcus faecalis: Laser vs LED. Photodiagnosis and photodynamic therapy, 32, 102036.
https://doi.org/10.1016/].pdpdt.2020.102036

32 Ghorbanzadeh, A., Bahador, A., Sarraf, P., Ayar, R., Fekrazad, R., & Asefi, S. (2020). Ex vivo
comparison of antibacterial efficacy of conventional chemomechanical debridement alone and
in combination with light-activated disinfection and laser irradiation against Enterococcus
faecalis biofilm. Photodiagnosis and photodynamic therapy, 29, 101648.
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hipoclorito de sodio al 5%, complementando con 1mL de EDTA al 17%.
Finalmente se realizé una desinfeccion final en seco del conducto utilizando laser
de diodo 940nm epic X Biolase ajustado a una potencia de 2,5 W, la técnica de
irradiacion es de tipo oscilatoria, introduciendo la fibra de diodo (punta de fibra
Optica de 200 um) 1 mm antes del apice con movimientos oscilatorio ascendente
a una velocidad de alrededor de 2 mm/seg durante 5 segundos, utilizando una

punta de dispersion radial.

El grupo con hipoclorito de sodio fue preparado a una longitud de trabajo de
15mm con una lima R25 del sistema Reciproc blue, durante la preparacion se
irrigd con 5 mL de hipoclorito de sodio al 5% complementado con una irrigacion
final con 1 mL de EDTA al 17%.

El grupo con solucién salina fue preparado con la lima R25 del sistema
Reciproc blue irrigado solamente con solucién salina.

Después de completar los protocolos experimentales, los conductos radiculares
se enjuagaron con 1 mL de Na2S203 durante 30 s para neutralizar el hipoclorito
de sodio y con 1 mL de solucion salina estéril durante 30 s, para estandarizar
todos los tratamientos experimentales. Las células adherentes supervivientes
fueron obtenidas efectuando un limado circunferencial de los conductos
radiculares con lima Hedstrém estéril en condiciones asépticas. A continuacion,
se afiadi6 1 mL de caldo de infusién de cerebro y corazén a cada microtubo
Eppendorf que contenia las astillas de dentina, y se sometié tres veces a

homogeneizacion con vortex por 30 s. Posteriormente la mezcla fue incubada a
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37 °C durante 8 h para permitir la supervivencia de las bacterias. A partir de esta

suspension fueron preparadas diluciones seriadas hasta 10433

Finalmente, 200 microlitros de cada dilucion fueron inoculados en placas de agar
BHI para medir el recuento de colonias después de 24 h de incubacién a 37 °C.%°
El crecimiento bacteriano se evalué en cada grupo de acuerdo con los
lineamientos del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus
siglas en inglés) 202034, mediante el método de microdilucién en caldo.

El recuento de colonias se informé como unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) antes y después de cada protocolo de desinfeccién e indico la eficacia
de estos protocolos en la eliminacion de la biopelicula microbial.

El recuento de colonias fue calculado como:

UFC _ Nimero de colonias * Factor de dilucion
mL mlL sembrados en el pozo

Numero de

Después de contar las UFC/mL, los valores medios y la variacion porcentual
fueron calculadas, entre el nimero de bacterias viables antes y después del

tratamiento.

Los valores intragrupo se calcularon como variacién porcentual de los valores

medios inicial y final. El analisis estadistico de los datos experimentales se

% Carvalho, M. C., Zuolo, M. L., Arruda-Vasconcelos, R., Marinho, A., Louzada, L. M.,
Francisco, P. A., Pecorari, V., & Gomes, B. (2019). Effectiveness of XP-Endo Finisher in the
reduction of bacterial load in oval-shaped root canals. Brazilian oral research, 33, e021.
https://doi.org/10.1590/1807-3107bor-2019.vol33.0021
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realizd utilizando el andlisis de varianza de una via, seguido del método de

Tukey. Se aceptd la significaciéon en p < 0.05.34

CONSIDERACIONES ETICAS

Teniendo en cuenta lo establecido en el articulo 67, de la resolucion 008430 de
1993 del ministerio de salud de Colombia, donde se disponen los reglamentos y
estatutos a seguir en investigacion con microorganismos patégenos o material
biolégico que pueda contenerlos, se tuvo en cuenta y se incluyé el proyecto como
grupo de riesgo numero uno: en el cual los microorganismos representaran un
escaso riesgo para el individuo y para la comunidad, por tal motivo pueden ser

manipulados en laboratorios tipo basico de microbiologia.

# CSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-
Second Informational Supplement. CLSI document M100-S22. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2012.
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RESULTADOS

El control negativo solucion salina (SS) no mostré reduccién como era de
esperarse, debido al ambiente de isotonia al que fue sometida la bacteria E.
faecalis.

Los tratamientos presentaron reducciones significativas en cuanto a la viabilidad
celular, ya que el hipoclorito de sodio presentd una variacion porcentual del 95
%, mientras que el laser de diodo de 940nm en un 98,04 %. Ademas, se realizo
una prueba estadistica ANOVA one-way donde se presentaron diferencias
significativas entre los resultados de los tratamientos. También, se compararon
cada uno de los tratamientos con el control negativo lo cual indicé que hubo

diferencia significativa entre la media de los tratamientos LD y HS.

Los efectos del tratamiento con Laser de Diodo (LD), NaOCI al 5,0 % y NacCl

0,9% en la reduccion de E. faecalis se presentan en la Tabla 1.
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DISCUSION

El éxito del tratamiento endodontico depende de diversos factores entre los que
se encuentra una realizacién adecuada de cada uno sus pasos; y aunque todos
y cada uno de estos son igual de importantes el fracaso del tratamiento
endoddntico se relaciona principalmente por la desinfeccion inadecuada de este,

en otras palabras la presencia de microorganismos dentro del conducto.

El Enterococcus Faecalis es uno de los microorganismos altamente relacionado
con el fracaso endododntico en estudios previos de Neelakantan P et al, esta
bacteria fue aislada en un 18% en infecciones endoddnticas primarias y un 67%
en infecciones secundarias, es muy dificil de erradicar gracias a sus factores de
virulencia®® por esta razén fue el microorganismo seleccionado para esta

investigacion.

En la actualidad hay muchos articulos e investigaciones sobre el uso de
diferentes tipos de laser en endodoncia los cuales demuestran que el uso de
estos dispositivos aumentan la penetracion de los irrigantes dentro de los tibulos
dentinales. Xiaoli Wang et al, realizaron un estudio que comparo el efecto
bactericida de distintas clases de laser sobre biopeliculas de Enterococcus

Faecalis en los tubulos dentinarios, contrario a lo hallado en nuestra

% Afkhami, F., Akbari, S., & Chiniforush, N. (2017). Entrococcus faecalis elimination in root
canals using silver nanoparticles, photodynamic therapy, diode laser, or laser-activated
nanoparticles: an in vitro study. Journal of endodontics, 43(2), 279-282.
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investigacion los resultados de este estudio demostraron que la desinfeccion con
el laser de diodo fue eficaz en un 57% a 76%, lo cual fue mucho mas efectivo
comparado con la desinfeccion Unica con hipoclorito de sodio al 5.25%,
probablemente esto se deba a que las bacterias que se encuentran a
determinada profundidad en el interior de los tibulos dentinarios no se ven
afectadas por el NaOCI porque no puede llegar. Aun cuando hubo reduccién en
la carga bacteriana con la utilizacion del laser de diodo este no fue el mas eficaz
de todos los evaluados; el laser Er: YAG y el laser Er, Cr:YSGG fueron los que
tuvieron mejor resultado, esto puede ser gracias a que el laser de diodo
presentaba una punta plana y recta, impidiendo asi llegar a algunas areas,
permitiendo la presencia de bacterias, diferente a los laser anteriormente
nombrados que estaban equipados con puntas conicas que disparaban
radialmente y podian irradiar el conducto tridimensionalmente.3¢ Galler KM et al
confirma que la utilizacion de dispositivos ultrasénicos y laser aumentan la
penetracion de las soluciones irrigantes en los tubulos dentinales, en este caso
las muestras se analizaron por tercios y la activacion dindmica manual obtuvo
los resultados mas bajos en el tercio apical, mientas que el sistema PIPS obtuvo
la mayor penetracion en comparacion con los otros métodos de irrigacion. La

instrumentacién de las muestras se hizo hasta una lima 40.06 ayudando a que

% Wang, X., Cheng, X., Liu, X., Wang, Z., Wang, J., Guo, C., ... & He, W. (2018).
Bactericidal effect of various laser irradiation systems on Enterococcus faecalis biofilms
in dentinal tubules: a confocal laser scanning microscopy study. Photomedicine and
laser surgery, 36(9), 472-479.
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el irrigante pueda penetrar facilmente, diferente en nuestro estudio que la
preparacion de los conductos radiculares se realizé hasta la lima R25 del sistema

Reciproc blue que corresponde a una lima 25.08.37

Eliana Barbosa de Souza et al realizo una investigacion en la cual se compara
la eficacia del laser de diodo y el hipoclorito de sodio al 0.5%, el resultado fue
una alta reduccion de la carga bacteriana por parte del hipoclorito de sodio con
un 98.4%, estos datos se reflejan en nuestra investigacién en la cual se obtuvo
una reduccion del 95%, demostrando la eficacia de los preceptos endodonticos
gue si se realiza una adecuada irrigacion con el hipoclorito de sodio se puede
lograr una gran eliminacion de Enterococcus Faecalis. %8 De acuerdo a nuestros
resultados en este caso la desinfeccion con hipoclorito de sodio + laser de diodo
fue el protocolo mas efectivo con una eliminacion total de las UFC, es decir un
100%, la desinfeccion se realizé con un laser de diodo de 830nm de longitud de
onda y 3W distinto a nuestro estudio que se realizé con una longitud de onda
940nm y 2,5 W. De acuerdo con los resultados de N. GUTKNECHT et al la
profundidad del efecto antimicrobiano y su profundidad en los tabulos dentinales

dependera de la potencia utilizada en la desinfeccion con el laser, segin sus

37 Galler, K. M., Grubmdiller, V., Schlichting, R., Widbiller, M., Eidt, A., Schuller, C., ... &
Buchalla, W. (2019). Penetration depth of irrigants into root dentine after sonic, ultrasonic
and photoacoustic activation. International endodontic journal, 52(8), 1210-1217.

3 de Souza, E. B., Cai, S., Simionato, M. R. L., & Lage-Marques, J. L. (2008). High-
power diode laser in the disinfection in depth of the root canal dentin. Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 106(1), e68-e72.
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resultados en un estudio con dientes bovinos el laser de diodo de 980 nm logro
con un espesor de corte de 100 ym una reduccion bacteriana maxima del 95 %
al75W,96%a23Wy97 % a2,8W. Con un espesor de corte de 300 um, un
Se destruy6é un maximo del 77 % de las bacterias a 1,75 W, 87 % a 2,3 W y 89
% a 2,8 W. La reduccién bacteriana maxima con un grosor de corte de 500 ym

fue del 57 % a 1,75 W, 66 % a 2,3 W, y 86% a 2,8 W.*°

Pineda, E et al comparo la desinfeccién con laser de diodo y el hipoclorito de
sodio al 5.25%, sus resultados difieren con la presente investigacion en la cual
el protocolo de irrigacion con hipoclorito de sodio fue mas eficaz en la eliminacién
del Enterococcus Faecalis con un 81% frente al 75% logrado con el laser de
diodo. Refieren que estos resultados podrian estar directamente relacionados

con el tipo de laser, el tiempo de irradiacion y el nivel de energia utilizado*.

39 Gutknecht, N., Franzen, R., Schippers, M., & Lampert, F. (2004). Bactericidal effect of a 980-
nm diode laser in the root canal wall dentin of bovine teeth. Journal of clinical laser medicine &
surgery, 22(1), 9-13.

40 pineda, E., Gonzalez, A., & Villa, P. (2008). Comparacion in vitro de la desinfeccién del
sistema de conductos radiculares con NaOCIl al 5.25% y Laser Diodo. CES Odontologia, 21(1),
33-38.
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos
concluir que tanto la desinfeccion con hipoclorito de sodio al 5% solo y/o
combinado con el laser de diodo fueron efectivos, ambos tuvieron un gran
porcentaje de eliminacion de las UFC del microorganismo Enterococcus Faecalis
dentro del canal radicular. Mas sin embargo no se pueden considerar como un

protocolo totalmente eficaz ya que no se logro eliminar todas UFC.
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RECOMENDACIONES

Para proyectos futuros se aconseja aumentar el tamafio de la muestra, utilizar
diferentes tipos de laser para poder comparar su eficacia en la eliminacion del
Enterococcus faecalis. También se podria comparar la eficacia de la irrigacion
no solo con los diferentes tipos de laser sino que también se puede comparar

con dispositivos sonicos y ultrasénicos.

Se recomienda no solo evaluar la eliminacion de la bacteria Enterococcus
faecalis, si no también incluir otro tipo de microorganismos que pueden
comprometer el éxito del tratamiento endodéntico y asi tener un mayor

acercamiento a la realidad clinica.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: EFICACIA DEL LASER DIODO EN LA
ELIMINACION DEL Enterococcus faecalis EN CONDUCTOS RADICULARES

Investigador Principal: Carlos Corrales Pallares

Yo: identificado

con cédula de ciudadania N° de participo de manera

voluntaria por medio de la donacion de (los) 6rgano(s) dentario(s) que sera(n)
extraido(s) por motivos ortoddnticos y autorizo a las estudiantes de posgrado de
endodoncia Michelle Calderén Lobo y Daniela Vergara Angarita a realizar los
procedimientos necesarios en su proyecto de investigacion. He comprendido la
informacion dada por las estudiantes y mis preguntas han sido contestadas de
manera satisfactoria. He sido informado que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos pero siempre

reservando la identidad de todos los participantes del presente estudio.

Seccioén a llenar por el Investigador o su representante:

He explicado al Sr(a) la

naturaleza de la investigacion y se ha contestado a todas las preguntas o dudas.

Firma del Investigador
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TABLAS

Tabla 1. Medias de las bacterias viables para cada tratamiento antes y después
del crecimiento de E. faecalis para las astillas dentales.

Astillas dentales
Grupo experimental Antes de Irrigacién Desviacién estindar  Después de irrigacion

(UFC/mL x 106) (UFC/mL x 106) (UFC/mL x 10)
LD 3.58 0.42 0.18
HS 3.85 0.21 0.34
SS 7.93 0.05 7.41

Nota. Tabla ajustada a datos para el analisis de normalidad. Notese que LD, Laser Diodo;
HS, Hipoclorito de Sodio (Control Positivo) 2 %; SS, Solucion Salina (Control Negativo).

8
Area del gréfico I I

m Antes de irrigacion = Después de irrigacion

UFC/mL * 108
N W R o o
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IMAGENES

llustracién 1. muestra diente unirradicular
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llustracién 2conductimetria e instrumentacion hasta lima K flexofile #20
(Dentsply®, Malillefer, Tulsa).

Y g . ‘\“' T
llustracion 3. Enterococcus faecalis (ATCC29212)
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llustracién 5. Caldo Cerebro Corazon
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llustracién 7. Espectrofotémetro
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llustracion 8. Silicona Pesada (elite HD Zhermack, Espafia)

-

llustracion 9. Dientes montados en tubos eppendorf con silicona pesada
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llustraciéon 10. Laser de diodo
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llustracion 12. Ifrigacién con laser de diodo
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llustracion 13. Microplacas de 96 pozos
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llustracién 14. . Fotografia del microscopio muestra irrigada con hipoclorito de
sodio y laser de diodo

llustracion 15. UFC muestra irrigada con solucion salina
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