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RESUMEN

Antecedentes: Los microorganismos constituyen un factor etiolégico fundamental
en el desarrollo y progresion de enfermedades pulpares y periapicales.
Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo, facultativo anaerobio y no
esporulado, cuyo habitat es el tracto gastrointestinal. Este puede penetrar los
tubulos dentinales sobreviviendo a la instrumentacién quimico-mecanica. E.
faecalis es el miembro clinicamente mas relevante del género Enterococcus.
Tradicionalmente, se les considera patdogeno de bajo grado, pero han surgido
como causas importantes de infecciones nosocomiales. El éxito de la terapia de
conducto radicular depende de la preparacion mecanica, irrigacién, control
microbiano y obturacion tridimensional, por tal razén es necesario el empleo de
soluciones irrigantes que le permitan llegar a estas zonas con el fin de obtener una
mejor desinfeccion de los conductos radiculares. La solucién de irrigacion mas
utilizada es el hipoclorito de sodio, por su potente actividad antimicrobiana y la
capacidad de disolver los tejidos organicos. Sin embargo, tiene alta toxicidad y
puede causar reacciones alérgicas. EI Smear Clear® ha mostrado una alta
eficiencia en la eliminacion de la capa de frotis en comparacibn con CHX
gluconato, NaOCI y soluciones salinas Objetivo: evaluar la eficacia antimicrobiana
del Smear Clear® en la eliminacién de Enterococcus faecalis. Metodologia: se
realiz6 un estudio de tipo experimental in vitro en el cual se evalué el Smear
Clear®, se utilizé la cepa de E. faecalis (ATCC 29212), proporcionada por el grupo
de genética y biologia molecular de la facultad de medicina de la Universidad de
Cartagena, asi mismo se establecid la concentracibon minima inhibitoria y la
concentracion minima bactericida. Resultados: Smear Clear al 100% posee
propiedad bactericida frente al E. faecalis (ATCC 29212). Smear Clear al 50% es
la minima concentracion que se necesita para inhibir el crecimiento del E. faecalis
(ATCC 29212). Conclusiones: Smear Clear tiene propiedad antimicrobiana frente
al E. faecalis (ATCC 29212).

Palabras clave: Enterococcus faecalis, conducto radicular, microorganismos, in

vitro, irrigacion.
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INTRODUCCION

Constantemente se ha tenido la exigencia de eliminar los microorganismos que
sobreviven en el sistema de conductos radiculares para evitar fracasos en el
tratamiento endododntico, los cuales producen dolor, inflamacién y demés
sintomatologia que restringen la calidad de vida del paciente y el éxito de los
tratamientos restaurativos. Las lesiones periapicales contienen una diversidad de
bacterias, incluyendo bacilos anaerobios Gram negativos, cocos anaerobios Gram
positivos y Streptococcus anaerobios facultativos. Las bacterias no soélo estan
presentes en lesiones periapicales agudizadas, sino que también se encontraron
en lesiones periapicales prudentes y bien equilibradas.’

Enterococcus Faecalis (E. Faecalis), es un coco Gram positivo, anaerobio
facultativo, inmévil y no esporulado, es habitante normal del tracto gastrointestinal
humano. Esta bacteria cautiva recientemente el interés de muchos investigadores
porque se reconoci6 como el agente causal de infecciones periapicales
persistentes.?

Multiples estudios explican que la microbiota de los 6rganos dentarios con fallas
en el tratamiento endodontico, difieren de la encontrada normalmente en los
conductos de dientes no tratados, el ecosistema de microorganismos que se
encuentran en los dientes con fracaso en el tratamiento endoddntico es
predominantemente anaerobia facultativa y Gram positiva, siendo E. faecalis la

especie gque se aisla con mas reiteracion, una particularidad destacable la

! GARCIA AVILA, Gisela; GARCIA ARANDA, Radl Luis, PEREA MEJIA, Luis Manuel. Comparacion
in vitro de la actividad antimicrobiana de AhPlus, RSA y Ledermix contra Enterococcus faecalis. En:
Revista odontolégica mexicana. 2013. vol. 17, p. 156
> PARDI, German; GUILARTE, Carolina, CARDOZO, Elba Inés, BRICENO, Elsi Natali. Deteccién
de Enterococcus faecalis en dientes con fracaso en el tratamiento endodéntico. En: Acta
odontoldgica venezolana. 2009. vol. 47, no. 1, p. 110.
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establece su capacidad para sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran
ser toxicos y vulnerables para muchas bacterias, en especificas areas con
concentraciones elevadas de sales, temperaturas extremas (15- 60°C). Esta
capacidad de resistencia por parte de E. faecalis en microambientes téxicos, esta
relacionada con su capacidad de supervivencia en los conductos radiculares de
dientes sometidos a tratamiento endoddntico y en los cuales los nutrientes son

limitados.®

Hay que resaltar la alta virulencia que presenta E. faecalis la cual permite que este
microorganismo genere fracasos en la terapia endoddéntica porque una vez logra
penetrar en el conducto radicular, puede adherirse al colageno de la dentina, al
coldgeno de hueso y de otros tejidos, introducirse en los tdbulos dentinarios,
soportar a medicamentos como hidroxido de calcio, subsistir a la irrigacion con
hipoclorito de sodio y formar biopelicula, a nivel intrarradicular como

extrarradicular, favoreciendo la aparicion de lesiones periapicales persistentes.*

Para eliminar la infecciobn del sistema de conductos radiculares es necesario
limpiarlos y conformarlos, asi como sellar tridimensionalmente, eliminando
espacios vacios que pueden tener un potencial para ser infectados o reinfectados.
Sin embargo, no existe una sustancia que posea todas las caracteristicas de un

irrigante de sistemas de conducto radiculares ideal. Recientemente, se sugiere la

¥ ZHANG, H; SHEN Y, RUSE ND, HAAPASALO M. Antibacterial activity of endodontic sealers by
modified direct contact test against Enterococcus faecalis. En: J Endod 2009;35:1051-5.
4 BHUVA, B; PATEL S, WILSON R, NIAZI S, BEIGHTON D, MANNOCCI F. The effectiveness of

passive ultrasonic irrigation on intraradicular Enterococcus faecalis biofilms in extracted single-
rooted human teeth. En: Int Endod J 2010;43: 241-250.
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utilizacién de un nuevo irrigante; llamado Smear Clear® (SybronEndo, Orange,
CA, USA). La formula contiene 17% de EDTA, cetrimida y un surfactante especial.
Se afirma que el tenso activo reduce el angulo de contacto de la solucién cuando
se coloca sobre la superficie de la dentina y mejora la eficacia de limpieza.® Se ha
demostrado que la adicidén de cetrimida en las soluciones irrigantes aumento sus
efectos antibacterianos sobre el Enterococcus faecalis en los tibulos dentinarios.®
Razon por la cual el objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia antimicrobiana

de Smear Clear® en la eliminacion del Enterococcus faecalis.

> KURUVILLA, Aby; JAGANATH Bharath, KRISHNEGOWDA Sahadev, MAKONAHALLI
RAMACHANDRA Praveen, JOHNS Dexton, ABRAHAM Aby. A comparative evaluation of smear
layer removal by using edta, etidronic acid, and maleic acid as root canal irrigants: Anin
vitro scanning electron microscopic study. En: J Conserv Dent. 2015;18:247.

® ARIAS-MOLIZ Maria; FERRER-LUQUE Carmen, GONZALEZ-RODRIGUEZ Maria,
VALDERRAMA, Mariano, BACCA Pilar. Eradication of Enterococcus faecalis biofilms by cetrimide
and chlorhexidine. En: J Endod 2010; 36(1): 87-90.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La endodoncia es la parte de la odontologia que estudia las enfermedades de la
pulpa dentaria con o sin complicaciones a nivel periapical, su etiologia principal es
la presencia de microorganismos que causan enfermedades pulpares y
periradiculares.” Por lo tanto, el tratamiento de conducto radicular tiene como
objetivo eliminar los microorganismos del sistema de canales.® La infecci6n
cronica de origen endodontico permite a las bacterias y sus irritantes propagarse
por todo el sistema de conductos hacia los tejidos periapicales, por ello uno de los
pasos de vital importancia dentro del tratamiento de conductos es la correcta
instrumentaciéon e irrigacion, lo que impide la acumulacion de los mismos en el
tercio apical, garantizando la permeabilidad del conducto desde el orificio
coronario hasta el agujero apical antes de la obturacion final.’

Se sabe que la instrumentacién por si sola no llega a ciertas zonas inaccesibles
del sistema de conductos, donde se dejan residuos pulpares necroticos,
microorganismos y dentina infectada, que podrian producir reagudizaciones del
proceso infeccioso,’® asi mismo el desbridamiento mecanico del sistema del
conducto radicular no logra eliminar por completo el smear layer de las paredes

del conducto radicular. Por lo tanto, uno o mas irrigantes se deben utilizar para la

"WANG, QQ; ZHANG CF, CHU CH, ZHU XF. Prevalence of Enterococcus faecalis in saliva and

filled root canals of teeth associated with apical periodontitis. En: Int J Oral Sci 2012; 4(1): 19-23.

8 D’ERCOLE, S; FILIPPAKOS A, DE TOLEDO L, PAMEIJER CH, TRIPODI D. Enterococcus

faecalis leakage of root canal sealers: an ex vivo study. En: J Biol Regul Homeost Agents 2012;

26(3): 545-552.

® ROCAS, IN; SIQUEIRA JF. Characterization of microbiota of root canal-treated teeth with
osttreatment disease. En: J Clin Microbiol 2012; 50(5): 1721-1724.

® GUERREIRO-TANOMARU, JM; DE FARIA-JUNIOR NB, DUARTE MA,; ORDINOLA-ZAPATA R,

GRAEFF MS, TANOMARU-FILHO M. Comparative analysis of Enterococcus faecalis biofilm

formation on different substrates. En: J Endod 2013; 39(3): 346-350.
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limpieza completa del sistema de conductos radiculares.*! Es fundamental que los
irrigantes deban estar en contacto con las paredes y residuos de la dentina. La
intimidad de este contacto depende de la permeabilidad del irrigante en la dentina
sélida, y esta propiedad del liquido es estrictamente relacionada con su tension
superficial.*?

Talanquer et al (2011) definen tension superficial como "la fuerza entre moléculas
que produce una tendencia a que la superficie de un liquido disminuya”. Esta
fuerza tiende a limitar la capacidad del liquido para penetrar en los tubulos
dentinarios.™® Los irrigantes de uso endodéntico deben tener muy baja tension
superficial. La humectabilidad de la solucibn gobierna la capacidad de su
penetracion, tanto en los conductos principales y laterales, como también en los
tibulos dentinarios.** Al mejorar la humectabilidad, una solucién de irrigacién
podria aumentar su capacidad de disolver proteinas y permitir una mejor actividad

antimicrobiana en las zonas no instrumentada del sistema de conducto radicular,*®

por tal razén es necesario el empleo de soluciones irrigantes que le permitan llegar

' DAHLEN, G; BLOMQVIST S, ALMSTAHL A, CARLEN A. Virulence factors and antibiotic
susceptibility in enterococci isolated from oral mucosal and deep infections. En: J Oral Microbiol
2012; 4: 10.3402/jom.v4i0.10855.

2 KWANG, S; ABBOTT PV. Bacterial contamination of the fitting surfaces of restorations in teeth
with pulp and periapical disease: a scanning electron microscopy study. En: Aust Dent J. 2012; 57:
421-428.

¥ TALANQUER, V. Macro, submicro and symbolic: The many faces of the chemistry “triplet”. En:
International Journal of Science Education, 33 (2), 179-195. (2011).

4 SPANO, JC; SILVA RG, GUEDES DF, SOUSA-NETO M, ESTRELA C, PECORA JD. Atomic
absorption spectrometry and scanning electron microscopy evaluation of concentration of calcium
ions and smear layer removal with root canal chelators. En: J Endod 2009;35:727-30.

' SUZUKI, S. The study of chitosan-citrate solution as a root canal irrigant: A preliminary
report. En: Oral Hyg Health. 2014;2:142.
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a estas zonas con el fin de obtener una mejor desinfeccion de los conductos
radiculares.*®

La irrigacion por si misma, puede expulsar tejido necrético. Ademas, si el conducto
radicular estéa infectado es necesario la eliminacion de los microorganismos, no es
suficiente el retiro de los desechos de tejidos pulpar sin vitalidad que puedan
fomentar el crecimiento bacteriano.!’ El uso de una solucién irrigante con
propiedades antibacterianas favorecera los procedimientos de desinfeccion. La
solucién de irrigacion mas utilizada es el hipoclorito de sodio, por su potente
actividad antimicrobiana y la capacidad de disolver los tejidos orgénicos.*® Sin
embargo, por su alta toxicidad puede causar reacciones alérgicas. Recientemente,
se sugiere la utilizacibn de un nuevo irrigante; llamado Smear Clear®
(SybronEndo, Orange, CA, USA). La férmula contiene 17% de EDTA, cetrimida y
un surfactante especial. Se afirma que el tenso activo reduce el angulo de
contacto de la solucién cuando se coloca sobre la superficie de la dentina y mejora
la eficacia de limpieza.’® A partir de lo anterior surge el siguiente interrogante:
¢,Cual es la actividad antimicrobiana del Smear Clear® en la eliminacion del

Enterococcus faecalis?

'® SILVA, PV; GUEDES DF, NAKADI FV, PECORA JD, CRUZ-FILHO AM. Chitosan: A new solution
for removal of smear layer after root canal instrumentation. En: Int Endod J. 2013;46:332-8.

" KARA-TUNCER, A; TUNCER S. Effect of different final irrigation solutions on dentinal tubule
Psenetration depth and percentage of root canal sealer. En: J Endod. 2012;38:860-3.

DARRAG, A. Effectiveness of different final irrigation solutions on smear layer removal in
intraradicular dentin. En: Tanta Dent J. 2014;11:93-9.
¥ BAGO, I; PLECKO V, GABRIC-PANDURIC D, SCHAUPERL Z, BARABA A, ANIC 1. Antimicrobial
efficacy of a high-power diode laser, photo-activated disinfection, conventional and sonic activated
irrigation during root canal treatment. En: Int Endod J 2013;46: 339-347.
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2. JUSTIFICACION

Debido a que los tratamientos de dientes con necrosis pulpar y con presencia de
lesion periapical, indican una proliferacion tanto de microorganismos como de sus
irritantes; estos requieren de un protocolo de desinfeccion implacable desde el
aislamiento hasta la obturacion del mismo, que permita la mayor eliminacion del
contenido microbiano,?® la irrigaciéon es una parte esencial del tratamiento de
conductos radiculares porque permite la limpieza méas alld de lo que podria
lograrse con la instrumentacion sola, sin embargo, no hay un irrigante Unico que
pueda cumplir con todos estos requisitos.?! En la actualidad se han implementado
estrategias que van desde el uso de métodos tales como bajar el pH, aumentar la
temperatura y la adicion de surfactantes para aumentar la humectacién y eficacia

del irrigante.?

Dentro de las numerosas especies bacterianas existentes, una de las mas
frecuentemente encontradas en dientes con necrosis pulpar (sin historia previa de
endodoncia) y la mas aislada en aquellos con recidiva de infeccion (dientes con
indicacién de retratamiento) es el Enterococcus faecalis.?® Estudiar y conocer la

microbiologia endodontica es requisito fundamental para lograr un tratamiento de

%0 PRABHAKAR, AR; BASAVRAJ P, BASAPPA N. Comparative evaluation of Morinda citrifolia with
chlorhexidine as antimicrobial endodontic irrigants and their effect on micro-hardness of root canal
dentin: An in vitro study. En: International Journal of Oral Health Sciences. 2013;3(1):5.

2L SINGH, N; CHANDRA A, TIKKU AP, VERMA P. A comparative evaluation of different irrigation
activation systems on smear layer removal from root canal: An in vitro scanning electron
microscope study. En: J Conserv Dent 2014;17:159-63.

2 KANDIL, HE; LABIB AH, ALHADAINY HA. Effect of different irrigant solutions on microhardness
and smear layer removal of root canal dentin. En: Tanta Dental Journal. 2014;11(1):1-11.

* RODRIGUEZ-NIKLITSCHEK, C; OPORTO G. Implicancias clinicas de la contaminacion
microbiana por Enterococcus faecalis en canales radiculares de dientes desvitalizados: Revision de
la literatura. En: Rev. Odont. Mex. 2015;19 (3): 181-186
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endodoncia exitoso en dientes desvitalizados.”* A la fecha no existen
investigaciones que hayan estudiado el compuesto del Smear Clear® y su
actividad antimicrobiana en la eliminacidon de Enterococcus faecalis un paso
importante dentro de ellos es la irrigacion con soluciones bioquimicas que tengan

una potente actividad antibacteriana entre otras propiedades.”

Con este estudio se busca determinar la actividad antimicrobiana de una nueva
solucion y ofrecer una alternativa de solucion que sea igual o mejor que el gold
estandar (hipoclorito de sodio) en cuanto la eliminacion de bacterias y sus
subproductos, especificamente en casos de patologias periapicales y necrosis
pulpar, que evite el fracaso del tratamiento de conducto y la sobreinfeccion.
Incluso generar difusion del conocimiento a través de participacion en eventos

académicos y publicacion de articulos.

% ZHANG, C; HOU BX, ZHAO HY, SUN Z. Microbial diversity in failed endodontic root-fi lled teeth.
En: Chin Med J. 2012; 125 (6): 1163- 1168.

» WECKWERTH, PH; ZAPATA RO, VIVAN RR, TANOMARU, FM; MALIZA, AG; DUARTE MA. In
vitro alkaline pH resistance of Enterococcus faecalis. En: Braz Dent J. 2013; 24 (5): 474-476.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia antimicrobiana del Smear Clear® en la eliminacion de

Enterococcus faecalis.

3. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto antibacteriano del Smear Clear® en la eliminacién de
Enterococcus faecalis.

e Establecer la concentracion minima inhibitoria del Smear Clear® en la
eliminacién de Enterococcus faecalis.

e Determinar la concentracibn minima bactericida del Smear Clear® en la

eliminacion de Enterococcus faecalis.
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4. MARCO TEORICO

4.1 MARCO CONCEPTUAL

Existe una variedad de mecanismo que permiten desencadenar un proceso
inflamatorio pulpar. Uno de los factores causales mas relevantes, es la
contaminacion del sistema de conductos radicular por las bacterias y sus
productos, como por ejemplo la caries dental, que es una invasion bacteriana que
va avanzando a lo largo del conducto causando degeneracion, en ocasiones
parcial o total, del tejido pulpar.?® Por este motivo, es muy importante el hecho de
realizar un tratamiento endoddntico adecuado, que consiste en el desbridamiento
de tejido tanto necrético como vital del conducto radicular, por medio de

instrumentaciéon mecanica e irrigaciéon con agentes quimicos.?’

El factor mas importante en el manejo y prevencion de las enfermedades pulpares
es el conjunto entre irrigacion e instrumentacién, debido a que el éxito de un
tratamiento endoddntico depende de la erradicacion de los microorganismos, si los
presenta, y de la prevencién de una recidiva.?® La instrumentacién del sistema de
conductos radicular se puede realizar por medio de instrumentacion manual o

rotatoria, sin embargo estas técnicas no son suficientes si no se complementan

% HAAPASALO, M; ENDAL U, ZANDI H, COIL J. Eradication of endodontic infection by
instrumentation and irrigation solutions. En: Endodontic Topics. 2005; 10: 77-102.

? HAAPASALO, M; SHEN Y, QIAN W, GAO Y. Irrigation in Endodontics. En: Dent Clin N Am.
2012; 54: 291-312.

8 NOSRAT, A; LI KL, VIR K, HICKS ML, FOUAD AF. Is pulp regeneration necessary for root
maturation?. En: J Endod. 2013 Oct;39(10):1291-5.
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con soluciones irrigadoras, por lo tanto la terapia endoddntica debe ser un

conjunto de maniobras quimiomecénicas.”

La literatura endodontica ha determinado claramente la participacion de los
microorganismos y sus productos en el desarrollo de la periodontitis apical. La
periodontitis apical persistente se origina cuando la terapia endodontica no elimina
adecuadamente la infeccion intrarradicular con una adecuada preparacion

biomecanica e irrigacién del sistema de conductos.*°

Cabe resaltar un caso muy relevante y particular como es el Enterococcus
Faecalis, principal microorganismo en las infecciones endodonticas persistentes,
gracias a sus caracteristicas fenotipicas y microbioldgicas particulares es capaz de
sobrevivir en medios ambientes aridos con poca cantidad de oxigeno y nutrientes,
ademas tiene la capacidad de formar biopelicula entre microorganismos de su
misma especie 0 con otros microorganismos y de subsistir a diferentes protocolos
de irrigacién.®* Razén por la cual hay que tener presentes el Enterococcus faecalis

y por la necesidad de cumplir con el objetivo biolégico principal de la terapia

# RICUCCI, D; SIQUEIRA J. Endodontology. An integrity biological and clinical view. United
Kingdom: En: Quintessence Publishing; 2013. pp. 147-160.

% CHU, FC; LEUNG WK, TSANG PC, CHOW TW, SAMARANAYAKE LP. Identification of
cultivable microorganisms from root canals with apical periodontitis following two-visit endodontic
treatment with antibiotics/steroid or calcium hydroxide dressings. En: J Endod. Enero 2006.vol 32,
N°1, p 17-23.

¥ KAYAOGLU, G; ORSTAVIK D. Virulence factors of Enterococcus faecalis: relationship to
endodontic disease. En: Crit Rev Oral Biol Med. Septiembre 2004. Vol 15, N°5 , p 308-20
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endodéntica, es decir, erradicar la infeccion o la prevencién de la misma, es

importante conocer la accién de cada irrigante sobre este microorganismo.*?

4.1.1 Caracteristicas generales de los Enterococcus.

Son microorganismos que han sido reconocidos como condicional agentes
patdgenos humanos causando el 12% de las infecciones nosocomiales, entre
éstas se incluyen las infecciones del tracto urinario, infecciones intra-abdominales
y endocarditis bacteriana. Su condicion le permite crecer y sobrevivir en medios
ambientes aridos; de esta manera lo podemos encontrar en el suelo, la comida, el

agua, las plantas y los animales como péajaros e insectos.*

Este tipo de bacterias para que puedan intervenir con su patogenicidad deben
adherirse a los tejidos del hospedero; a través de ligandos adhesivos especificos a
la matriz extracelular de los mismos. Ademas durante el proceso de invasién a los
tejidos, los Enterococcus deben localizarse en un ambiente con potenciales de
oxido reduccion elevados, nutrientes esenciales limitados, leucocitos fagociticos y
otras células de defensas del hospedero, estos factores ayudan a que se expresen

genes que beneficien el crecimiento del microorganismo.**

%2 JAHROMI, M; TOUBAYANI H, REZAEI M. Propolis: a new alternative for root canal disinfection.
En: Iran Endod J. 2012; 7 (3): 127-133.

% ASHOFTEH, K; SOHRABI K, IRANPARVAR K, CHINIFORUSH N. In vitro comparison of the
antibacterial effect of three intracanal irrigants and diode laser on root canals infected with
Enterococcus faecalis. En: Iran J Microbiol. 2014 Feb; 6(1): 26—30.

% KAYAOGLU, G; ORSTAVIK D. Virulence factors of Enterococcus faecalis: relationship to
endodontic disease. En: Crit Rev Oral Biol Med. Septiembre 2004. Vol 15, N°5 p 308-21.
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Se han estudiado 23 especies pertenecientes al Genero Enterococcus, los cuales
estan divididos en 5 grupos teniendo en cuenta su interaccién con el manitol, el
sorbitol y la arginina. Enterococcus faecalis pertenece al mismo grupo del
Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus mundtii y
Enterococcus gallinarum. El E. faecalis responde negativamente a la arabinosa y
excepto por algunas variantes atipicas, es el Unico miembro del grupo que utiliza

el piruvato y tolera el telurito.*

Es de importancia saber que el E. faecalis ha sido el microorganismo patégeno
con mayor prevalencia en las infecciones endodonticas persistentes, siendo
aislado en microbiota mixta o de monocultivos. Posiblemente este microorganismo
es el que mejor se adapta y soporta las condiciones del medio ambiente que
existen en los conductos obturados, gracias a las caracteristicas microbiolégicas
como sus factores de virulencia y su capacidad de formar biopelicula. Por tal
motivo profundizar en dichas caracteristicas microbiologicas y entender la funcion
que desempefia cada una de ellas en el desarrollo, crecimiento y supervivencia

del mismo dentro del sistema de conductos radiculares.*®

4.1.2 Caracteristicas microbioldgicas del Enterococcus Faecalis.

% STUART, CH; SCHWARTZ SA, BEESON TJ, OWATZ CB. Enterococcus faecalis: its role in root
canal treatment failure and current concepts in retreatment. En: J Endod. Febrero 2006.vol 32, N°2,
p 93-8.

% SABER, SD; EL-HADY SA. Development of an intracanal mature Enterococcus faecalis biofilm
and its susceptibility to some antimicrobial intracanal medications; an in vitro study. En: Eur J Dent.
2012 Jan;6(1):43-50
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E. faecalis es un coco Gram positivo que puede aparecer de diversas formas solo,
en pares o en cadenas; lo podemos encontrar como coco-bacilos cuando se
realiza la tinciébn de Gram en muestras provenientes de placas de Agar u ovales o
en cadenas cuando se realiza la tincion de Gram en muestras de caldo de
tioglicolato. Es un microorganismo anaerobio facultativo y su crecimiento 6ptimo
ocurre a 35°C; también se ha observado crecimiento entre 10 y 45°C. Todas las
cepas pueden crecer en caldos que contengan cloruro de sodio al 6,5% y esculina
hidrolizada en presencia de sales biliares al 40% (medio de bilis-esculina). La
mayoria de las cepas de este microorganismo son homofermentativas, no
producen gas, no contienen enzimas citocromicas y el &cido lactico resulta del
producto final de la fermentacién de la glucosa.®” El E. faecalis tiene una pared
celular con antigenos del grupo D, el cual es un &cido lipoteicoico glicerol
intracelular coligado con la membrana citoplasmatica. La pared celular se
encuentra formada por una gran cantidad de peptidoglicanos y acido teicoico.*®
Una caracteristica muy relevante del E. faecalis es su habilidad de crecer en
medios con pH acido y alcalino, donde este ultimo normalmente inhibe el

crecimiento y supervivencia de una gran cantidad de microorganismos, asi mismo

el E. faecalis ha demostrado también ser capaz de formar comunidades

%" SAHEBI, S; KHOSRAVIFAR N, SEDIGHSHAMSI M, MOTAMEDIFAR M. Comparison of the
Antibacterial Effect of Sodium Hypochlorite and Aloe Vera Solutions as Root Canal Irrigants
in Human Extracted Teeth Contaminated with Enterococcus Faecalis. En: J Dent (Shiraz).
2014 Mar; 15(1): 39-43.

% STUART, CH; SCHWARTZ SA, BEESON TJ, OWATZ CB. Enterococcus faecalis: its role in root
canal treatment failure and current concepts in retreatment. En: J Endod. Febrero 2006. vol 32,
N°2, p 93-8.
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microbianas adheridas a superficies o "biopeliculas".®*® La biopelicula es un
ecosistema de microorganismos adheridos a una superficie inerte y embebida en
una matriz de polisacaridos y proteinas formando una capa viscosa. La matriz

representa generalmente el 85% del volumen de la biopelicula.*

En relacion a esto, se han realizado numerosas investigaciones donde se afirma la
capacidad de E. faecalis de formar biopeliculas y asi poder sobrevivir a diversos
protocolos de irrigacion. Las condiciones ambientales estudiadas fueron medios
ambientes aerobios y anaerobios ricos y pobres en nutrientes.** Los autores
sefialan que la poblacion bacteriana observada fue mayor cuando las condiciones
ambientales eran ricas en nutrientes, que cuando eran escasos, por lo que se
puede afirmar que el desarrollo y modificacion de las biopeliculas formadas por E.
faecalis en el conducto radicular y su penetracion dentro de los tubulos dentinarios

se ve modulada por las condiciones ambientales prevalentes.*?

4.1.3 Métodos de deteccién de Enterococcus faecalis.

% GOZTAS, Z; ONAT H, TOSUN G, SENER Y, HADIMLI HH. Antimicrobial effect of ozonated
water, sodium hypochlorite and chlorhexidine gluconate in primary molar root canals. En: Eur
J Dent. 2014 Oct-Dec; 8(4).

““MCHUGH, CP; ZHANG P, MICHALEK S, ELEAZER PD. pH required to kill Enterococcus faecalis
in vitro. En: J Endod. Abril 2004. vol 30, N°4, p 218-9.

“L VIBHA, H; RATHOD R. Assessment of antimicrobial efficacy of bioceramic sealer, epiphany self
etch sealer, and AH Plus sealer against Enterococcus faecalis: An in vitro study. En: Endodontology
2017;29:151 5.

“2 REZENDE, GC; MASSUNARI L, QUEIROZ 10, GOMES-FILHO JE, JACINTO RC, LODI CS.
Antimicrobial action of calcium hydroxide-based endodontic sealers after setting, against E. faecalis
biofilm. En: Braz Oral Res 2016;30.
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Los estudios microbiolégicos de infecciones endoddnticas fueron llevados
inicialmente alrededor de los afios '60 usando el microscopio, técnicas de cultivo
aerdbicas, y reacciones bioquimicas, para poder detectar e identificar la presencia
de los diferente microorganismos en las lesiones. Asi han sido cultivadas més de

500 especies provenientes de la cavidad oral.*®

Son muchas las investigaciones
que indican que las infecciones endododnticas son polimicrobianas conformadas,
por 3 a 12 especies aproximadamente de microorganismos cultivables de
conductos radiculares infectados o abscesos periapicales. En el dia de hoy, las
nuevas técnicas de detecciébn molecular son capaces de identificar numerosas
especies adicionales de microorganismos asociados con dichas infecciones
endoddnticas. Los cuales proporcionan un reconocimiento exacto de los

microorganismos a nivel del ADN y la deteccién de aquellos que no han podido ser

cultivados.**

4.1.3.1 Cultivo y Observacion Microscopica.

La técnica consiste en sembrar las muestras del conducto radicular utilizando
medios para cultivo de microorganismos anaerobios estrictos y anaerobios
facultativos, que indiquen las proporciones relativas de cepas presentes. Sin
embargo, muy poco se sabe acerca de los factores especificos de crecimiento que

son utilizados por numerosos microorganismos para sobrevivir, en cualquier medio

43 NIRUPAMA, DN; NAINAN MT, RAMASWAMY R, MURALIDHARAN S, USHA HH, SHARMA R.
In vitro evaluation of the antimicrobial efficacy of four endodontic biomaterials against Enterococcus
faecalis, Candida albicans, and Staphylococcus aureus. En: Int J Biomater 2014;2014:383756.

“ WANG, Z; SHEN Y, HAAPASALO M. Dentin extends the antibacterial effect of endodontic
sealers against Enterococcus faecalis Biofilms. En: J Endod 2014;40:505-8.
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ambiente, incluyendo el cuerpo humano, por lo que no se puede determinar con
exactitud si se replican exactamente las condiciones necesarias para su

crecimiento.®

Las principales ventajas de las técnicas tradicionales de cultivo estan relacionadas
con su naturaleza de amplio rango, lo cual hace posible la identificacion de una
gran cantidad de especies microbianas en una muestra. Ademas, el cultivo hace
posible la determinacién de la sensibilidad antimicrobiana de los microorganismos
aislados, estudiar su fisiologia y patogenicidad.*® Aunque, las propuestas de
identificacion basadas en cultivo presentan numerosas limitaciones: toma una
cantidad determinada de tiempo identificar algunas cepas de microorganismos
anaerobios, lo cual puede retrasar el tratamiento antimicrobiano, presenta una
baja sensibilidad, particularmente para aquellas cepas de microorganismos
anaerobios, su especificidad es baja y dependiente de la experiencia del
microbi6logo, presenta dependencia estricta en el modo de transporte de la

muestra y es laborioso y requiere de tiempo.*’

A pesar de las condiciones dadas en los métodos de cultivo para la deteccion de
la microbiota endodontica, algunos microorganismos no pueden ser cultivados por

numerosas razones; entre ellas: la ausencia de nutrientes esenciales o factores de

4 CASE, PD; BIRD PS, KAHLER WA; GEORGE, R; WALSH, LJ. Treatment of root canal biofilms
of Enterococcus faecalis with ozone gas and passive ultrasound activation. En: J Endod 2012;38:
523-526.

“° SIQUEIRA, JF; ROCAS IN. Exploiting molecular methods to explore endodontic infections: Part
1- current molecular technologies for microbiological diagnosis. En: J Endod. Enero2005.vol 31,
N°6, p 411-23.

" STOJICIC, S; SHEN Y, QIAN W, JOHNSON B, HAAPASALO M. Antibacterial and smear layer
removal ability of a novel irrigant QMiX. En: Int Endod J 2012;45:363—-71.
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crecimiento en los medios de cultivo artificiales, la toxicidad del medio de cultivo
per se, lo cual puede inhibir el crecimiento de algunos microorganismos, la
produccion de sustancias inhibitorias del microorganismo solicitado por parte de
otros microorganismos presentes en el medio ambiente mixto, la dependencia
metabdlica de otras especies para el crecimiento y el reposo bacteriano, el cual es
un estado de baja actividad metabdlica que desarrollan algunas bacterias bajo

ciertas condiciones de estrés, como la falta de nutrientes.*®

Una de las ventajas mas importantes del microscopio electrénico es que provee
una rapida y poco costosa informacion, pero las caracteristicas morfolégicas no
son comunmente adecuadas para identificar un microorganismo en cuanto a su
especie. Ademas de esto, el microscopio tiene una sensibilidad y especificidad
limitada para detectar microorganismos en muestras clinicas; esto se refiere a que
se necesita de un namero relativamente grande de células microbianas para que

puedan ser observadas bajo el microscopio.*’

Por todo esto, numerosos investigadores se vieron en la necesidad de ir mas alla
en la busqueda y deteccion de microorganismos presentes en las infecciones
endoddnticas; junto con el avance de la ciencia y la tecnologia, la identificacién de

estos microorganismos a través de meétodos moleculares se ha hecho un

8 NABESHIMA, CK; MARTINS GH, DE PASQUALI MF, FURUKAVA RC, CAI S, DE LIMA, ME.
Comparison of three obturation techniques with regard to bacterial leakage. En: Braz J Oral Sci.
2013 Jul-Sep; 12(3): 212-5.

9 GUZMAN, B; KOURY JM, GARCIA E, MENDEZ C, ANTUNEZ M. Interfase TopSeal-dentina en
relacion con dos técnicas de obturacion: condensacion lateral y técnica termoplastificada/
termorreblandecida: estudio de microscopia electronica de barrido. En: Univ Odontol. 2010 Ene-
Jun; 29(62): 39-44.
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procedimiento mucho mas certero, exacto y especifico donde se han podido
detectar, ademas de las especies prevalentes hasta el momento, nuevas especies
que también estan involucradas en dichas infecciones endodonticas y que tienen

una participacion importante en la persistencia de las lesiones perirradiculares.®

4.1.3.2 Métodos moleculares.

Las técnicas moleculares han reducido la dependencia de los laboratorios
microbioldgicos clinicos a los métodos basados en cultivos, dando paso a nuevas
oportunidades de estudios microbiolégicos. Para estos métodos, los objetivos
fundamentales para el procesamiento de la muestra es la liberacion del acido
nucleico del microorganismo, mantener la integridad del mismo, mantener la

muestra no infectada y remover las sustancias inhibitorias.*

Los métodos de diagnéstico moleculares presentan numerosas ventajas sobre
otros métodos de identificacibn microbiana. Entre éstas tenemos: deteccidon no
sb6lo de las especies cultivables sino también de las no cultivables, alta
especificidad e identificacion precisa de variedades microbianas con
comportamientos fenotipicos ambiguos, incluyendo especies convergentes y

divergentes, deteccion de especies de microorganismos en muestras sencillas, sin

% PONTAROLLO, G; HAMERSCHMITT R, COELHO B, LEONARDI DP, FAGUNDES FS. Bacterial
infiltration comparison of two root canal filling techniques. En: RSBO. 2014 Apr-Jun; 11(2): 166-71.
*' HEYDER, M; KRANZ S, VOLPEL A, PFISTER W, WATTS DC, JANDT KD. Antibacterial effect of
different root canal sealers on three bacterial species. En: Dent Mater. 2013; 29: 542-549.
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la necesidad de cultivo®, alta sensibilidad, menos tiempo de preparacién para el
estudio, ofrecen un diagndéstico rapido, el cual es particularmente ventajoso en
casos de enfermedades mortales o enfermedades causadas por el crecimiento
lento de microorganismos, no requieren de condiciones anaerobicas
cuidadosamente controladas durante su muestreo y transporte, lo cual es
ventajoso desde que algunas bacterias anaerobias y otros microorganismos
fragiles perdian la viabilidad durante su transporte y pueden ser usados durante el
tratamiento antimicrobiano.>® Entre los métodos moleculares empleados para la
deteccién del E. faecalis se encuentran la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y algunas variantes o ensayos derivados de esta tecnologia como la
transcriptasa reversa, entre otros. Todos ellos basados en la replicacion in vitro del

ADN del microorganismo.

4.1.3.2.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El método molecular PCR esta basado en la replicacién in vitro del ADN a través
de ciclos repetitivos de desnaturalizacién, reunion de los cebadores y pasos de
extension. Asi, el ADN blanco que sirve como plantilla se funde a temperaturas
suficientemente altas como para desligar los puentes de hidrégeno pero

manteniendo las cadenas juntas y de esta manera son liberadas cadenas simples

2 HUANG, R; ZHANG J, YANG XF, GREGORY RL. PCR-Based Multiple Species Cell Counting for
In Vitro Mixed Culture. En: PLoS One. May, 2015. Vol. 13;10(5):e0126628.

** HUTTENHOWER, C; GEVERS D, KNIGHT R, ABUBUCKER S y BADGER JH. et al. Structure,
function and diversity of the healthy human microbiome. En: Nature. Jun, 2012. Vol.
13;486(7402):207-14.
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de ADN. Posteriormente, dos oligonucleétidos cortos (cebadores) se retnen en

secuencias complementarias de cadenas opuestas del ADN blanco.>*

4.1.3.2.2 Transcriptasa reversa PCR.

El método de transcriptasa reversa PCR fue desarrollado para amplificar los ARN
blanco y aumentar el uso de la enzima transcriptasa reversa, la cual puede
sintetizar una cadena de ADN complementaria de un modelo de ARN. La mayoria
de los ensayos de transcriptasa reversa PCR proponen dos pasos. En el primero,
la transcriptasa reversa convierte el ARN en una simple cadena complementaria
de ADN. En el segundo paso se afiaden los cebadores para PCR, el ADN
polimerasa y los nucleétidos para crear la segunda cadena complementaria de
ADN. Una vez que la doble cadena complementaria de ADN esta formada, ésta
puede ser utilizada como modelo para la amplificacion como un PCR

convencional.®®

> SASSONE, LM; FIDEL RA, FAVERI M, GUERRA R, FIGUEIREDO L, FIDEL SR, et al. A
microbiological profile of symptomatic teeth with primary endodontic infections. En: J Endod. Mayo
2008.vol 34, N°5, p 541-5.

®* ROJAS HURTADO, J; DUQUE LUNA JE, RAMOS CASTARNEDA J, MARTINEZ VEGA RA.
Estandarizacion de una prueba de Reaccidén en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Reversa
en tiempo real para Virus Chikungunya. En: Rev. Fac. Cienc. Salud UDES. 2017; 4(2.S1):17.

31



4.1.4 Incidencia de Enterococcus faecalis en las infecciones endoddnticas.

Multiples estudios resaltan que las enfermedades perirradiculares son de origen
infeccioso. ElI numero de microorganismos involucrados en las infecciones
perirradiculares aumenta paulatinamente con el tiempo, y tiene el potencial de
aumentar mas en los préximos afios debido a los nuevos métodos moleculares en

cuanto a identificacién y deteccion de microorganismos.>°

Por lo tanto, una infeccién endoddntica no es mas que la infeccion del sistema de
conducto radicular (SCR) del diente, siendo ésta el agente etioldgico primario de
las diferentes formas de enfermedades inflamatorias perirradiculares. Luego que
se establece la infeccidbn endododntica, estos microorganismos entran en contacto
directo con los tejidos perirradiculares a través del foramen apical o foraminas
accesorias, ocasionando dafio a estos tejidos y a la vez suscitando cambios

inflamatorios.®’

*® SEDGLEY, C; NAGEL A, DAHLEN G, REIT C, MOLANDER A. Real-time quantitative
polymerase chain reaction and culture analyses of Enterococcus faecalis in root canals. En: J
Endod. Maerzo 2006.vol 32, N°3, p 173-7.

" GUERREIRO-TANOMARU, JM; CHAVEZ-ANDRADE GM, DE FARIA-JUNIOR NB, WATANABE
E, TANOMARU-FILHO M. Effect of passive ultrasonic irrigation on Enterococcus faecalis from root
canals: An ex vivo study. En: Braz Dent J 2015;26: 342-346.
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4.1.5 Control microbiolégico de Enterococcus Faecalis.

El tratamiento endoddntico tiene como objetivo bioldgico principal la eliminacién de
los microorganismos del SCR. Debido a la anatomia compleja del mismo, una
desinfeccién efectiva sélo se logra con una adecuada preparacion biomecénica
junto con la accién de los irrigantes antimicrobianos.®® Se ha dicho anteriormente,
E. faecalis ha sido asociado a las lesiones periapicales persistentes, y gracias a
sus caracteristicas fenotipicas y a la presencia de determinados factores de
virulencia, este microorganismo es capaz de sobrevivir en medios con pocos 0
escasos nutrientes, asi como de invadir espacios o aberraciones anatémicas
donde acciones como la preparacion biomecanica, la colocaciéon de medicacion

intraconducto o la utilizacién de irrigantes no son capaces de actuar y eliminarlo.>

4.1.6 Irrigacion de los conductos radiculares.

La irrigacion es el lavado y aspiracion de todos los restos y sustancias que
pueden estar contenidos en la camara pulpar o en el sistema de conductos
radiculares.®® El desbridamiento de los conductos radiculares es esencial para el

éxito del tratamiento endoddntico. Pero muchas veces, las técnicas comidnmente

°® RODIG, T; ENDRES S, KONIETSCHKE F, ZIMMERMANN O, SYDOW HG, WIEGAND A. Effect
of fiber insertion depth on antibacterial efficacy of photodynamic therapy against Enterococcus
faecalis in root canals. En: Clin Oral Investig 2017;21: 1753-1759.

* BITTER, K; VLASSAKIDIS A, NIEPEL M, et al. Effects of diode laser, gaseous ozone, and
medical dressings on Enterococcus faecalis biofilms in the root canal ex vivo. En: Biomed Res Int
2017; 2017:6321850.

® MANCINI, M; CERRONI L. Smear layer removal and canal cleanliness using different irrigation
systems (EndoActivator, EndoVac, and passive ultrasonic irrigation): Field emission scanning
electron microscopic evaluation in an in vitro study. En: J Endod 2013; 39:1456 60.
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usadas no tienen buen resultado en la completa limpieza del conducto radicular.
Tejido pulpar residual, detritos dentinales y bacterias pueden permanecer en las
irregularidades de las paredes del conducto. Esta es la razon por la que es
necesario usar un adecuado irrigante en conjunto con la preparacion de los

conductos.®?

El sistema de conductos radiculares contaminados se satura de elementos
potencialmente inflamatorios. El detritus se produce por efecto del limado, los
cuales ocasionan una respuesta inflamatoria. La irrigacion por si misma, puede
expulsar estos materiales y minimizar o eliminar su efecto. Ademas, si el conducto
radicular esta infectado es necesario la eliminacion de las bacterias infectantes, no
es suficiente el retiro de los desechos de tejidos pulpar sin vitalidad que pudieran
fomentar el crecimiento bacteriano. El uso de una solucién irrigante con
propiedades antibacterianas favorecera los procedimientos de desinfecciéon al

producir la muerte bacteriana.®?

4.1.6.1 Objetivos de la Irrigacion.

La desinfeccion del conducto radicular no incluye solo al conducto principal, es
necesario que se realice a los conductos laterales, secundarios, inter-conductos y

deltas apicales, ya que estas zonas tienen poca accesibilidad los instrumentos.

®1 KANSAL, R; RAJPUT A, TALWAR S, ROONGTA R, VERMA M. Assessment of dentinal damage
during canal preparation using reciprocating and rotary files. En: J Endod 2014;40:1443-6.

2 KAMEL, WH; KATAIA EM. Comparison of the efficacy of smear clear with and without a canal
brush in smear layer and debris removal from instrumented root canal using WaveOne versus
ProTaper: A scanning electron microscopic study. En: J Endod 2014;40:446 50.
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Como todos sabemos, la propia dentina esta compuesta por tubulos llenos de
prolongaciones de odontoblastos, que, en el caso de pulpas muertas, pueden
encontrarse contaminados por mdiltiples microorganismos. Entre los objetivos
tenemos:®

1. Limpieza o arrastre fisico de trozos de pulpa, sangre liquida o coagulada,
virutas de dentina, plasma, exudados, restos alimenticios etc, con el fin de
evitar el taponamiento del conducto.

2. Accion detergente y de lavado por la formacion de espuma y burbujas de
oxigeno de los medicamentos usados.

3. Accidn antiséptica o desinfectante.

4. Mantener hiumedas o lubricar las paredes del conducto para una mejor
accion de corte de los instrumentos.

5. Disolucién de agentes organicos e inorganicos del conducto radicular,
incluyendo la capa de desecho, que se produce en la superficie de la
dentina por la accion de los instrumentos y se compacta al interior de los
tubulos dentinarios.

6. Aumenta la energia superficial de las paredes del conducto, favoreciendo
el contacto de los medicamentos usados como curaciébn temporanea y
permitir la retencibn mecéanica

7. Accion blanqueadora, debido a la presencia de oxigeno liberado.

8. El objetivo bioldgico esta relacionado con su efecto antimicrobiano, no ser

caustico para los tejidos periapicales y no causar una reaccion anafilactica.

® BUKIET, F; SOLER T, GUIVARCH M, CAMPS J, TASSERY H, CUISINIER F, et al. Factors
affecting the viscosity of sodium hypochlorite and their effect on irrigant flow. En: Int Endod J.
2013;46(10):954-61.
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4.1.6.2. Mecanismo de Accién de la Irrigacion.

La solucion irrigadora es llevado hacia la parte interna del conducto radicular a
través de una jeringa, luego de entrar en contacto con las paredes destinarias
produce una energia y en el mismo momento una presién dentro del conducto
dando como resultado una turbulencia, que apreciamos en forma de reflujo en el
acceso cameral. El reflujo de la solucién irrigante, al desplazarse en sentido
coronal dentro del canal radicular, es el responsable de la remocion y limpieza del
contenido del espacio ocupado originalmente por la pulpa.®*

La penetracién del irrigante en toda la extension del sistema de conductos
radiculares es indispensable para la accion mecéanica y quimica de las soluciones
de irrigacién de microbios, restos de tejido pulpar y los restos de dentina,®®
independientemente del método de entrega y el tipo de irrigante. Recientemente,
se ha expresado preocupacion acerca de la posible presencia de burbujas de gas
en la parte apical del conducto radicular que podria bloquear la penetracion de
irrigante.®® Este fendémeno, denominado también 'bloqueo de vapor apical' o “vapor

look”,®” se ha demostrado parcialmente en ex vivo experimentos que emplean un

o4 IRIBOZ, E; BAYRAKTAR K, TURKAYDIN D, TARCIN B. Comparison of apical extrusion of
sodium hypochlorite using 4 different root canal irrigation techniques. En: J Endod. 2015;41(3):380—
4.

% ZIA, A; ANDRABI SM, BEY A, KUMAR A, FATIMA Z. Endodontic irrigant as a root conditioning
agent: An in vitro scanning electron microscopic study evaluating the ability of MTAD to remove
smear layer from periodontally affected root surfaces. En: Singapore Dent J. 2014; 35: 47- 52

% TANDON, C; GOVILA V, PANT VA, MEENAWAT A. Comparative in vitro SEM study of a novel
root canal irrigant-MTAD and conventional root biomodifiers on periodontally involved human teeth.
En: J Indian Soc Periodontol. 2015; 19(3): 268-72.

" HEBATALLA, E; KANDIL, AHMED H. LABIB, HATEM A. ALHADAINY. Effect of different irrigant
solutions on microhardness and smear layer removal of root canal dentin. En: Tanta Dental Journal,
Vol.11, N°.1, 1-11. 2014
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sellados foramen apical, este bloqueo de vapor se le ha asignado al atrapamiento
de burbujas de aire por la parte delantera durante el suministro del irrigante en un
canal de raiz seca o por la presencia de burbujas de gas producido en el lugar
durante la reaccion entre NaOCI y material organico. La presencia de aire durante
el llenado liquida de microcanales es un fendmeno ampliamente conocido

(Berthier y Silberzan 2010).¢8

4.1.7 Soluciones Irrigadoras en Endodoncia

Los microorganismos constituyen el factor etioldgico principal para el desarrollo de
la enfermedad pulpar y periapical.®® El factor decisivo que influye en el resultado
del tratamiento endodontico a largo plazo es la persistencia de microorganismos
dentro del sistema de conductos,” ya que estos representan un riesgo latente e
inminente para el fracaso del tratamiento y perdure la inflamacién perirradicular.”™
Estos microorganismos los podemos localizar en las complejidades anatémicas del
sistema de conductos como las ramificaciones apicales, istmos, tubulos
dentinarios y otras irregularidades, que son inaccesibles a la instrumentacién

mecanica.

® MEHRDAD, Lotf, NEGAR Moghaddam, SEPIDEH Vosoughhosseini. Effect of Duration of
Irrigation with Sodium Hypochlorite in Clinical Protocol of MTAD on Removal of Smear Layer and
Creating Dentinal Erosion. En: J Dent Res Dent Clin Dent Prospect. 2012 Vol. 6, N°.3: 79-84.

% DIETRICH, MA; KIRKPATRICK TC, YACCINO JM. In vitro canal and isthmus debris removal of
the self-adjusting file, K3, and WaveOne files in the mesial root of human mandibular molars. En: J
Endod 2012; 38:11404.

® STOJICIC, S; SHEN Y, QIAN W, JOHNSON B, HAAPASALO M. Antibacterial and smear layer
removal ability of a novel irrigant QMiX. En: Int Endod J 2012;45:363-71.

" MONAJEMZADEH, A; AHMADI ASOOR S, ASLANI S,SADEGHINEJAD B. In vitro antimicrobial
effect of different root canalsealers against oral pathogens. En: Curr Med Mycol 2017; 3:712.
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La importancia de usar una solucion irrigadora con actividad antimicrobiana
durante el tratamiento de conductos radiculares es conocida. El hipoclorito sédico
y la clorhexidina son las soluciones irrigadoras con accidén antimicrobiana mas
usadas en endodoncia; sin embargo, estas no eliminan el componente inorganico
del barrillo dentinario que se crea con la instrumentacién mecéanica.”” Por ello se
utilizan junto a soluciones &cidas y quelantes como el EDTA vy los &cidos citrico y
fosforico, entre otros. En la actualidad encontramos soluciones quelantes las
cuales dentro de sus componentes tienen un antibidtico y un surfactante
superficial teniendo buen auge y utilidad en la irrigacion del sistema de conducto,

tal es el caso del Smear Clear.”

4.1.7.1 Hipoclorito de sodio

Es la solucién irrigadora mas empleada para la irrigacion del conducto radicular.
Se trata de un compuesto halogenado cuyas funciones primordiales son disolver
los restos de tejido pulpar, siendo efectivo sobre tejido vital y necrosado, asi como
destruir bacterias neutralizando sus metabolitos y productos antigénicos.’* Ademas
de poseer un amplio espectro antibacteriano es esporicida y viricida, *barato y

altamente disponible. Teniendo encuentra estas caracteristicas llevaron a

2 ARORA, R; RAWAT P, BHAYYA DP. A comparative evaluation of antimicrobial efficacy of three
endodontic sealers: Endoflas FS, AHplus and sealapex against Enterococcus faecalis - An in vitro
study. En: IOSR J Dent Med Sci 2014;13:90-3.

® GJORGIEVSKA, E; APOSTOLSKA S, DIMKOV A, NICHOLSON JW, KAFTANDZIEVA A.
Incorporation of antimicrobial agents can be used to enhance the antibacterial effect of endodontic
sealers. En: Dent Mater. 2013; 29(3):e29-34.

" BYSTROM, A; SUNDQVIST G. The antibacterial action of sodium hypochlorite and EDTA in 60
cases of endodontic therapy. En: Int Endod J 1985;18:35-40.

® MCDONNELL, G; RUSSELL AD. Antiseptics and disinfectants: activity, action, and resistance.
En: Clin Microbiol Rev 1999; 12:147-79.
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Cunniggham y cols. (1980)"® a proponerlo como el irrigante mas eficaz. Una de sus
mayores desventajas es que no elimina la capa de barrillo dentinario.”’

Se ha utilizado a concentraciones variables, desde 0,5% a 6%. El aumento de
concentracion incrementa sus propiedades solventes y antibacterianas, pero

también aumenta el efecto t6xico si alcanza el periapice.”

4.1.7.2 Smear Clear® (SybronEndo, Orange, CA, USA)

La férmula contiene 17% de EDTA, cetrimida y un surfactante especial. Se afirma
gue el tensoactivo reduce el angulo de contacto de la solucién cuando se coloca
sobre la superficie de la dentina y mejora la eficacia de limpieza.”” Se ha
demostrado que la adicion de cetrimida en las soluciones irrigantes aumentd sus
efectos antibacterianos sobre el enterococcus faecalis en los tibulos dentinarios.®
En este sentido, el efecto residual antibacteriana de cetrimida dependeria de su

concentracion y la longitud de su tiempo de aplicacion o su asociacion con

® CUNNINGHAM, WT; BALEKJIAN AY. Effect of temperature on collagen-dissolving ability of
sodium hypochlorite endodontic irrigant. En: Oral Surg Oral Med Oral Pathol 1980;49:175-7.

" GARBEROGLIO, R; BECCE C. Smear layer removal by root canal irrigants. A comparative
scanning electron microscopic study. En: Oral Surg Oral Med Oral Pathol 1994;78:359-67.

8 JIMENEZ-RUBIO, A; SEGURA JJ, LLAMAS R, JIMENEZ-PLANAS A, GUERRERO JM, CALVO
JR. In vitro study of the effect of sodium hypochlorite and glutaraldehyde on substrate adherence
capacity of macrophages. En: J Endod 1997;23:562-4.

" DEL CARPIO-PEROCHENA, AE; BRAMANTE CM, DUARTE MA, et al. Biofim dissolution and
cleaning ability of different irrigant solutions on intraorally infected dentin. En: J Endod 2011;37:
1134-8.

% DE-DEUS, G; SOUZA EM, MARINS JR, REIS C, PACIORNIK S, ZEHNDER M. Smear layer
dissolution by peracetic acid of low concentration. En: Int Endod J 2011;44:485-90.
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agentes antisépticos.®® Agentes quelantes tales como EDTA o &cido citrico se
utilizan comanmente contra los desechos inorganico. Sin embargo, la capacidad
de humectaciéon de estos agentes esta limitado %, Y no han mostrado actividad
antimicrobiana hasta la fecha 3. Por lo tanto, algunas soluciones se combinan
agentes quelantes con otros agentes con el fin de mejorar tales propiedades.?*%
8 Uno de estos es cetrimida, un tensioactivo catiénico que posee actividad
bactericida mas la capacidad para erradicar in vitro de E. faecalis en biopelicula

en concentraciones de tan poco como 0,0312% después de 1 minuto de

exposicion.®’

4.2 MARCO REFERENCIAL

Recientemente se ha introducido un producto, Smear Clear (SybronEndo, Orange,
CA, EE.UU.) es un agente quelante que contiene solucibn de EDTA 17%,
cetrimida, y un agente tensioactivo con propiedades especiales, La introduccion de

este surfactante cumple la funcion de reducir el &ngulo de contacto de la solucién

81 TELLO-BARBARAN, J; NAKATA HM, SALCEDO-MONCADA D, BRAMANTE CM, ORDINOLA-

ZAPATA R. The antimicrobial effect of iodine-potassium iodide after cleaning and shaping

Ezrocedures in mesial root canals of mandibular molars. En: Acta Odontol Latinoam 2010;23:244—7
Giardino L, Ambu E, Becce C, et al. Superficie de la comparacion de la tensién cuatro irrigantes

del conducto radicular comuin y dos nuevos irrigantes que contienen antibiéticos. J endod 2006; 32:

1091-3.

8 Arias Moliz MT, Ferrer-CM Luque, Espigares-Garci un metal. Enterococcus faecalis.

8 Giardino L, Ambu E, Becce C, et al. Superficie de la comparacion de la tensién cuatro irrigantes

del conducto radicular comin y dos nuevos irrigantes que contienen antibidticos. J endod 2006; 32:

1091-3.

% Torabinejad M, Khademi AA, Babagoli J, et al. Una nueva solucién para la eliminacion de la capa

de frotis. J Endod 2003; 29: 170-5.

% Dunavant TR, Regan JD, Glickman GN, et al. Evaluacién comparativa de irrigantes endodénticos

contra Enterococcus faecalis bio peliculas. J endod 2006; 32: 527-31.

" Arias-Moliz MT, Ferrer-Lugue cm, Gonza' lez-Rodri 'guez MP, et al. erradicacion de la

Enterococcus faecalis bio peliculas por cetrimida y clorhexidina. J Endod 2010; 36: 87-90.
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de EDTA cuando se coloca sobre la superficie de la dentina y mejora la eficacia

limpiadora de los conductos.?®

El Smear Clear Tiene humectabilidad mas alta que el quelante convencional
(EDTA) y el fabricante afirma que tiene mayor eficacia de limpieza con respecto a
este.®? Duna- Vant et al mostré que el Smear Clear tenfa actividad antibacteriana
significativa contra Enterococcus faecalis.®® Jantarat et al demostré que la apertura
de los tubulos dentinarios fue mayor en el grupo Smear Clear; esto indicd que la
penetracion fue mas eficaz por parte del Smear Clear en comparacion con otros

irrigantes en los tdbulos dentinarios.”

En lo que respecta a los estudios realizados sobre el Smear Clear, el uso de este
producto lo han limitado en su aplicacion a la duracién de 1 minuto segun lo
recomendado en las instrucciones del fabricante. No han habido muchas

investigaciones acerca del efecto de aumentar la duracion de la aplicacién y

% Lin Dai, Khaled Khechen, Sara Khan, Brian Gillen, Betania Un Loushine, Courtney E, Wimmer
BS, James L Gutmann, David Pashley, Franklin R Tay. El efecto de QMix, un experimental
antibacteriano irrigante canal de la raiz, en la eliminacion de la pared de canal de capa de barrillo y
escombros. JOE. 2011, 37 (1): 1-4.

# Jantarat J, Yanpiset K, Harnirattisai C. Evaluacién de la eliminacion de la capa de frotis por una
nueva formula de EDTA sobre la dentina del canal radicular: un escaneo elec- tron estudio
microscépico. Presentado para su publicacion. 2004.

% Dunavant TR, Regan JD, Glickman GN, Solomon ES, Honeyman AL. Evaluacién comparativa de
los irrigantes endodoncia contra Enterococcus faecalis biopeliculas coco. Journal of Endodontics.
2006; 32: 527-31.

! Jantarat J, Yanpiset K, Harnirattisai C. Evaluacién de la eliminacién de la capa de frotis por una
nueva formula de EDTA sobre la dentina del canal radicular: un escaneo elec- tron estudio
microscopico. Presentado para su publicacion. 2004
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evaluar el aumento de la eficacia de su capacidad para eliminar la capa residual

intracanal.®?

%2 Ankur Dua, Deepti Dua, Veerendra M. Uppin. Evaluacion del efecto de duracién de la aplicacion
de Smear Clear en la eliminacion de la capa de frotis intracanal: estudio SEM. Arabia endodontico
Diario « De enero a abril el afio 2015 « Vol 5 « Numero 1
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de tipo experimental®®

in vitro, en el que se determind la actividad
antimicrobiana de Smear Clear en la eliminacién Enterococcus faecalis (ATCC

29212).

5.2 POBLACION Y MUESTRA

Se buscé estudiar la actividad antibacteriana del smear clear (SybronEndo,
Orange, CA, USA) contra la cepa de referencia de Enterococcus faecalis ATCC
29212 (Anexo 1), la cual es recomendada para realizar las pruebas de sensibilidad
y control de calidad de CLSI®*, proporcionada por el Grupo de Genética y Biologia

Molecular, facultad de Medicina de la Universidad de Cartagena.

% BERMEJO FRAILE B. Estudios experimentales. Matronas Prof. 2008; 9 (1): 15-20.
% Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), 2014: M100. S24. Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement. Clinical Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA, EE. UU.p.1-5
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5.3 VARIABLES

VARIABLES

DEFINICION
DE LA
VARIABLE

NATURALEZA

NIVEL DE
MEDICION

UNIDAD DE
MEDIDA

Susceptibilidad

Es la pérdida
irreversible de la
capacidad
bacteriana para
reproducirse
(crecer y dividirse)

Cuantitativa

Razoén

Mm

Concentracién
minima
inhibitoria
(MIC)

Minima
concentracion del
Smear Clear
capaz de inhibir
el crecimiento de
un
microorganismo

Cuantitativa

Razoén

Porcentaje
(%)

Concentracion
minima
bactericida
(MBC)

A partir de la MIC
se evalla la
minima cantidad
de Smear Clear
capaz de eliminar
el 99.9% de la
muestra
inoculada en
condiciones
estandarizadas.

Cualitativa

Nominal

Bactericida
(Si/No)

Tabla 1. Operacionalizacién de variables.

5.4 ENSAYOS PRELIMINARES

5.4.1 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA ENSAYO

Para el ensayo, el medio de cultivo utilizado fue Agar Mueller Hinton (ver figura 1)
el cual se prepar6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.”® Se debe tener
en cuenta que todos estos procedimientos fueron realizados al interior de una

camara de flujo laminar para conservar la inocuidad del medio de cultivo a utilizar.

®* TORO, D. Manual para la introduccion al laboratorio de microbiologia. Universidad de Caldas,
2005.
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Es importante resaltar, buscando el controlar de esterilidad del medio, luego de ser
preparado, fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15
minutos y se mantuvo en bafio de Maria hasta alcanzar una temperatura entre 48-

50°C.

Figura 1. Medio de cultivo Mueller Hinton

5.6.2 METODOS MICROBIOLOGICOS

Se utilizé la cepa de Enterococcus faecalis (ATCC 29212), recomendada para
realizar las pruebas de sensibilidad. Las cepas de Enterococcus fueron obtenidas
por el sistema KWIK-STIK, conformado por un hisopo que contiene las bacterias
en estado de liofilizacion. Ese mismo sistema posee un liquido hidratante, el cual
suspende las bacterias antes de ser sembradas en el medio de cultivo. Una vez

crecieron las bacterias, se realiz6 control de pureza. Para esto se realiz6 una
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coloracion de Gram, la cual mostré6 cocos Gram positivos compatibles con E.

faecalis. (ver figura 2)

Figura 2. Cultivo por tincion de Gram de Enterococcus faecalis (100x).

5.4.3 PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

De las bacterias guardadas en congelacién (-80 °C), se procedié a cultivarlas
haciendo un raspado con el asa microbiol6gica sobre la solucién bacteriana
contenidas en tioglicolato mas glicerol y sembrandolas en agar nutritivo por el
método de agotamiento. (ver figura 3). Posteriormente se incubaron dentro de los
15 minutos siguientes a 37°C en aerobiosis por 24 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, se tomdé un aproximado de 5 a 10 colonias las cuales se
suspendieron en 5 mililitros (ml) de caldo Mueller Hinton, agitandola en vértex

buscando la homogéneidad de la suspension.(ver figura 4)

46



Figura 3. Cultivo de E. faecalis (ATCC 29212 ®™) por el método de
agotamiento

Figura 4. Fotografia de incubadora y homogeneidad de la suspensién

A continuacién, la turbidez de la suspensién del caldo Mueller Hinton se
estandariz6 fotométricamente, en un lector MultiScan Ex a una escala de 0,08 -
0,1 de absorbancia, a una longitud de onda de 620 nm. Para ello se tomaron 100
microlitros (pl) de la suspension del caldo Mueller Hinton y se deposita en una

microplaca de 96 pozos por triplicado para su posterior lectura. La turbidez de la
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suspension fue estandarizada a 0,5 de McFarland, cuya absorbancia equivale,
aproximadamente a 1,5 X 10° unidades formadoras de colonias por mililitro

(UFC/ml). (ver figura 5)

Figura 5. Fotografia de depdsito en placa de 96 pozos por triplicado

5.4.4 PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES

Se tomo el irrigante Smear Clear partiendo de una concentracién del 100%, a
partir de ésta se realizaron las diluciones con agua destilada estéril para disminuir
su concentracion. Haciendo diluciones decrecientes al 50%, 25%, 12.5%, 6.25%

del producto. (ver figura 4)
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Figura 6. Fotografia de concentraciones de Smear Clear.

En este estudio se realiz6 una curva de crecimiento bacteriano del Enterococcus
faecalis, evaluacion de la sensibilidad bacteriana, concentracion minima inhibitoria,
concentracion minima bactericida. Mediante espectrofotometro Multiskan Thermo
con una longitud de onda de 620nm, se evalu6 los cambios en la densidad 6ptica
de las muestras, teniendo en cuenta el tiempo de la curva en su maximo

crecimiento. (ver figura 5)

Figura 7. Imagen de Espectrofotometro Multiskan Ex Thermo
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5.4.5 PREPARACION DEL CONTROL DE HIPOCLORITO DE SODIO 5%
Igualmente se tomo hipoclorito de sodio al 5% (proquident) como control negativo,
se adicionaron 150 pL de hipoclorito de sodio al 5% y 150 uL de inoculo en la

microplaca de 96 pozos por triplicado.

5.6.6 CURVA DE CRECIMIENTO

Se tomaron de 5 a 10 colonias aisladas del cultivo bacteriano y se inocul6 en 5 ml
caldo Mueller Hinton y se llevo a incubacion 1 hora a 37°C. Se tomo6 300 pL del
inoculo y se depositd en una micro placa de 96 pozos, por triplicado para su
posterior lectura en un lector MultiScan Ex (Thermo Scientific) a una escala de
0,08 - 0,1 de absorbancia, a una longitud de onda de 620 nandmetros.
Posteriormente se hizo una dilucion del inoculo en el medio caldo Muller Hinton
(En una relacion de 1-100).

Consecutivamente se tomaron 300 pL del inoculo diluido y se adicionaron en una
micro placa de 96 pozos por triplicado, cada uno en volumen de 300 L, y se
incubé a 37°C, tomandose lecturas a las 0 horas, luego a las 2 horas,
posteriormente lectura a las 12 horas y la Ultima lectura a las 24 horas. Esta
primera lectura se llama hora cero, hasta alcanzar el maximo crecimiento de la

bacteria y su posterior estado estacionario y deceso de la bacteria.
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5.4.7 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA

Una vez realizados los ensayos preliminares se tomo la solucion de Smear Clear®
al 100% para evaluar la sensibilidad bacteriana. Para ello se adicionaron 150 uL

de cada concentracion de Smear Clear® en una microplaca de 96 pozos (por

triplicado) y 150 pL de inéculo, con una concentracion de aproximada de 1,5x108

unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de la cepa bacteriana.

La microplaca se incub6 a 37°C durante 24 horas el cual fue el tiempo que indicé
la curva de crecimiento, Y se determiné su densidad en un lector MultiScan EX a
una escala de 0,08 - 0,1 de absorbancia, a una longitud de onda de 620 nm. Para
el ensayo se tuvo en cuenta controles positivos (300 ul del inéculo), controles
negativos (150 pl del in6culo + 150 pl de hipoclorito de sodio), controles de

esterilidad (300ul de caldo estéril sin inocular). Tabla 1.

A B C
1 150ul de inoculo + 150ul de caldo +
150ul de Smear 150ul de Hipoclorito 300pl del inéculo
Clear de sodio 5%
2 150ul de inoculo + 150ul de caldo +
150ul de Smear 150ul de Hipoclorito
Clear de sodio 5%
3 150ul de inoculo + 150ul de caldo + 300ul de caldo estéril sin
150ul de Smear 150ul de Hipoclorito inocular
Clear de sodio 5%

Tabla 2 Disefio de placa de la sensibilidad del Enterococcus faecalis (ATCC
29212 ®™) a Smear Clear al 100% e Hipoclorito de sodio al 5%.
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5.4.8 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC)

La concentracion minima inhibitoria se determiné mediante la técnica de
microdilucién en placas de 96 pozos. Para esto la solucién Smear Clear se diluy6
seriadamente hasta alcanzar la solucion con la concentracion mas baja en la
suspensién bacteriana a una concentracién de 5 x 10> UFC/mL. Como control
negativo se empled hipoclorito de sodio al 5%, como controles de esterilidad se
empled caldo de cultivo sin inoculo y como control positivo el inoculo. Las placas
se incuban a 37°C bajo condiciones anaerobias durante 24 horas. Mediante
espectrofotometro Multiskan Thermo (Multiskan EX, Thermo scientific) con una
longitud de onda a 620nm se evalla cambios en la densidad Optica de las
muestras. La menor concentracion del irrigante Smear Clear que inhiba
significativamente el crecimiento bacteriano es considerado como MIC. (ver figura

6) y (ver tabla 3)

Somad i A

Figura 8. Fotografia de la placa de 96 pozos tomada para la MIC de Smear
Clear
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A 150ul de 150ul de 150ul de
inoculo+150u | inoculo + inoculo + 300ul del 300ul del 300ul del
| de Smear 150ul de 150ul de in6culo inoculo inoculo
Clear al 100% | Smear Clear Smear Clear

al 100% al 100%

B 150ul de 150ul de 150ul de 300ul de 300ul de 300ul de
inoculo + innoculo + inoculo + caldo estéril | caldo estéril | caldo estéril
150ul de 150ul de 150ul de sin inocular | sininocular | sininocular
Smear Clear Smear Clear Smear Clear
al 50% al 50% al 50%

C 150ul de 150ul de 150ul de
inoculo + inoculo + caldo + 150ul
150ul de 150ul de de Smear
Smear Clear Smear Clear Clear al 25%
al 25% al 25%

D 150ul de 150ul de 150ul de
inoculo + inoculo + inoculo +
150ul de 150ul de 150ul de
Smear Clear Smear Clear Smear Clear
al 12.5% al 12.5% al 12.5%

E 150ul de 150ul de 150ul de 150ul del 150ul del 150ul del
inoculo + inoculo + inoculo + in6culo + inoculo + inoculo +
150ul de 150ul de 150ul de 150pl de 150pl de 150pl de
Smear Clear Smear Clear Smear Clear Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
al 6.25% al 6.25% al 6.25% de sodio de sodio de sodio

Tabla 3. Disefio de placa para Minima Concentracion Inhibitoria de Smear

Clear.

5.4.9 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (MBC)

A patrtir de la MIC detectada se agregaron 10uL de suspension bacteriana a placas

de Petri estériles. Estas se incubaron bajo las mismas condiciones antes

mencionadas durante 24 horas. Posterior a esto, se identificé visualmente aquellas

concentraciones donde se presente formacion de colonias bacterianas. En caso

gue el nimero de colonias sea reducido se considera actividad bacteriostatica. Si
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por el contrario no se forman colonias se asigna actividad bactericida. Cabe
resaltar que previamente teniendo en cuenta los parametros de la CLSI (Instituto
de estdndar y laboratorio clinico) se parti6 de una concentracién bacteriana

conocida, sugerida por la CLSI%, la cual no permita establecer puntos de cortes.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en la evaluacion de las curvas de pruebas de
sensibilidad y concentracidn minima inhibitoria fueron analizados y graficados
utilizando el software Graphpad Prism 5.01, en donde se efectu6 un analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido del post-test de Dunnet para las
comparaciones multiples y considerando un valor de P<0.05 (95% de confianza).
Los datos fueron graficados como la media y su desviancion estandar. Previo al
andlisis se realizé test de normalidad de Kolmogoérov-Smirnov, utilizando el

software Statistical Package for the Social Sciencces (SPSS) version 20 (IBM®).

5.6 ASPECTOS ETICOS

En esta investigacion se tienen en cuenta las consideraciones expuestas en la
resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, en proyeccion de ausencias de
riesgo para su aplicacion. Se tuvieron en cuenta los siguientes articulos:

ARTICULO 63. Las instituciones investigadoras en las que se realice investigacion

con microorganismos patogenos o material biolégico que pueda contenerlos.

% Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), 2014: M100. S24. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational
Supplement. Clinical Laboratory Standards Institute, Wayne, PA, EE. UU.p.1-5
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ARTICULO 64. En las instituciones de investigacibn mencionadas en el articulo
anterior, los laboratorios de microbiologia cumplirdn con los requisitos que sefialen

las normas técnicas. En este caso se utilizé laboratorio basico de microbiologico.
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6. RESULTADOS

Se inici6é con la curva de crecimiento de E. faecalis (ATCC 29212 ®™) donde se
observd el comportamiento de la bacteria desde el periodo de incubacion. El
periodo de adaptacion de la bacteria fue aproximadamente a las 4 horas, donde
comenzo la fase exponencial de crecimiento que alcanzo el pico maximo a las 12
horas. Desde este punto inicio la fase estacionaria hasta las 18 horas y posterior

muerte bacteriana. (Figura 7)
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Figura 9. Curva de crecimiento de E. faecalis (ATCC 29212 ®™),

Con este resultado se pudo determinar el tiempo de incubacion para la medicion
de las pruebas de sensibilidad bacteriana y determinacion de la concentracién

minima inhibitoria, realizada a las 12 horas.
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6.1 SENSIBILIDAD BACTERIANA

Posteriormente se realizo el ensayo de sensibilidad con la solucion Smear Clear a
la concentracion del 100% presentada por el fabricante, mostrando actividad
antimicrobiana frente al E. faecalis (ATCC 29212 ®™) teniendo en cuenta control
positivo de crecimiento (Caldo + E. faecalis), control negativo (e. faecalis +
hipoclorito de sodio) y control de esterilidad (Caldo); siendo este apto para ejecutar
los ensayos posteriores de Concentracion Minima Inhibitoria al 50%, 25%, 12.5%

y 6,25% y Concentracién Minima Bactericida. (Figura 8)

Sensibilidad de Enterococcus faecalis frente a
Smear Clear al 100%
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Figura 10. Sensibilidad del E. faecalis (ATCC 29212 ®™) a la solucién Smear
Clear al 100%. *Diferencia estadisticamente significativa. El valor de p se
consideré como p<0,05. NS: No significativa.
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6.2 EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

En los hallazgos de la Minima Concentracion Inhibitoria se observé que al 50%
gue no se encuentra diferencia significativa comparandola con el caldo y que a
concentraciones de 25%, 12,5% y 6,25% si hay diferencia. Con esta informacion
se puede inferir que la minima concentracion que se necesita de Smear Clear
para producir inhibicion del crecimiento de E. faecalis. (ATCC 29212 ®™) es al

50%. (ver figura 9)

Concentracion minima inhibitoria de
Smear Clear frente a E. faecalis
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Figura 11. Concentracién minima inhibitoria de Smear Clear sobre E.
faecalis. (ATCC 29212 ®™). * El valor de p se consider6 como p<0,05.
Diferencia estadisticamente significativa. NS: no significativa.

6.3 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA.

Teniendo en cuenta la evaluacion de la Minima Concentracién Inhibitoria, se
escogieron aquellas concentraciones que no obtuvieron diferencia

estadisticamente significativa; es decir, concentraciones de Smear Clear al 100%
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y 50%. Se concluyé que la solucion irrigante Smear Clear tiene propiedades
bactericidas sobre E. faecalis (ATCC 29212 ®™) a concentraciones del 100% y

propiedad bacteriostética al 50%. (ver figura 10)

Figura 12. Concentracion Minima Bactericida (CMB) de Smear Clear al 100%.
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7. DISCUSION

Los microorganismos constituyen un factor etioldgico fundamental en el desarrollo
y progresion de enfermedades pulpares y periapicales. Dentro de esto el E.
faecalis figura como responsable de infecciones intrarradiculares; su capacidad
para sobrevivir al tratamiento endoddntico subsistiendo como patégeno en los
tubulos dentinarios, asi como su alta resistencia a los agentes antimicrobianos,
hacen de él uno de los microorganismos mas utilizados para estudiar la actividad
antimicrobiana de las soluciones irrigadoras en endodoncia®. Asi lo reportan
estudios como el de Weckwerth et al (2013) donde evaluaron in vitro la resistencia
al pH alcalino de E. faecalis durante diferentes periodos de hasta 14 dias, con
muestras de la cavidad bucal de 150 pacientes.”® Asi mismo Sedgley et al
compararon el cultivo y la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (QPCR) para detectar y cuantificar E. faecalis en conductos radiculares
de 40 pacientes con primoinfeccion y 48 retratamientos. Detectaron E. faecalis en
mas retratamientos que en muestras de infeccion primaria (89.6% versus 67.5%; p

= 0.01, prueba exacta de Fisher)®.

Para el desarrollo del presente ensayo se utilizd la cepa de E. faecalis, (ATCC
29212 ®™) la cual es la cepa recomendada para realizar las pruebas de

sensibilidad y control de calidad de CLSI, similar a lo reportado por Farac RV et al

% MANCINI, M; ARMELLIN E, CASAGLIA A, CERRONI L, CIANCONI L. A comparative study of
smear layer removal and erosion in apical intraradicular dentine with three irrigating solutions: a
scanning electron microscopy evaluation. En: J Endod 2009; 35: 900-3.

% WECKWERTH, PH. Op cit. p. 474.

% SEDGLEY, C. Op cit. p.173.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sedgley%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16500220

(2013) en un estudio Ex-vivo sobre medicacion intracanal por contaminacion con

Enterococcus faecalis'®.

Resultados similares con esta cepa bacteriana lo
reportaron Cuellar et al (2017) donde evaluaron la extrusidbn bacteriana de
Enterococcus faecalis en retratamientos de conductos con y sin irrigacion
ultrasénica pasiva'®. Balakrishna et al (2017) evaluaron la eficacia antimicrobiana
del hipoclorito de sodio (NaOCI) y la desinfeccién fotoactivada (PAD) en la cepa
E. faecalis, (ATCC 29212 ®™). Estos investigadores evidenciaron una mejor
eficacia antibacteriana con el grupo de PAD'®. Uno de los requisitos importantes
de una solucién irrigadora ideal es que sea capaz de eliminar los microorganismos
del sistema de conductos radiculares, es decir que tenga capacidad antiséptica.'®®
En casos de periodontitis apicales, al predominar las bacterias anaerobias
estrictas, una medicacién con hidroxido de calcio durante una o dos semanas
demuestra eficacia. Sin embargo, en los fracasos predominan las anaerobias
facultativas, especialmente E. faecalis.*® Algunos investigadores encontraron que
esta bacteria, presente en los tubulos dentinarios de conductos inoculados con
ella, no era destruida por el hidroxido de calcio tras un periodo de 10 dias, para

evitar las resistencias bacterianas Rodriguez-Varo y cols propusieron combinar

una solucibn de hidréxido de calcio con una moderada proporcion de

1% FARAC, RV; PIZZOLITTO AC, TANOMARU JM, MORGENTAL RD, LIMA RK, BONETTI-FILHO
I. Ex-vivo effect of intracanal medications based on ozone and calcium hydroxide in root canals
contaminated with Enterococcus faecalis. En: Braz Dent J 2013; 24:103-106.

191 CUELLAR, M; PEREIRA TC, VASCONCELOS L, VIVAN R, DUARTE M, ANDRADE FB.
Extrusdo bacteriana de enterococcus faecalis em instrumentagao reciprocante com e sem irrigacdo
ultrass6nica passiva. Brazilian Oral Research. 2017; 18: 31.

192 BAL AKRISHNA, N; MOOGI P, KUMAR G, PRASHANTH B, KUMAR-SHETTY N, RAO K. Effect
of conventional irrigation and photoactivated disinfection on Enterococcus faecalis in root canals:
An in vitro study. En: J Conserv Dent. 2017 Mar-Apr; 20(2): 125-128.

1% ARI, H; ERDEMIR A. Effects of endodontic irrigation solutions on mineral content of root canal
dentine using ICP-AES technique. En: J Endod 2005; 31: 187-9.

1% STEVENS, RH; GROSSMAN, LI. Evaluation on the antimicrobial potential of calcium hydroxide
as an intracanal medicament. En: J Endod 1983;9:372-4.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5564239/

paramonoclorofenol alcanforado, reportando buenos resultados con esta
mezcla'®. Existe gran variedad de aplicaciones clinicas, bien conocidas para el
Smear Clear®, tal y como lo reportan Giardino L et al, sin embargo, son limitados
los estudios que permitan evaluar su actividad desde la perspectiva
microbiologica. Sobre la base de este conocimiento y teniendo en cuenta que la
contaminacion bacteriana es la principal causa de patologias pulpares y
periapicales’®, se consideré pertinente el desarrollo del presente trabajo, debido
que hasta la fecha no se dispone de investigaciones que permitan emitir

conclusiones objetivas sobre su efecto antibacteriano sobre cepas de cavidad oral.

Las pruebas de laboratorio son sélo los primeros pasos en el estudio de la eficacia
de irrigantes. En el presente estudio el analisis bacterioldgico se realizé con la
técnica de sensibilidad antimicrobiana por el método de dilucién en micro placa y
fue necesaria la preparaciéon de controles de esterilidad como: control de medio o
caldo, control positivo para la inhibicion del crecimiento (control de hipoclorito de
sodio ) y el inéculo bacteriano; todos éstos fueron montados por triplicado a un
volumen de 300 ul por pozo con la excepcion del control de hipoclorito el cual
estaba conformado por 150 pl y 150 pl del in6culo bacteriano, método utilizado por
Pimentel Ramirez y cols,(2015) en un estudio in vitro, donde evaluaron la

concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida en diferentes

1% RODRIGUEZ-VARO, L; PUMAROLA J, CANALDA C. Accién antimicrobiana in vitro de distintas
medicaciones sobre Enterococcus faecalis y Actinomyces israelii. En: Endodoncia 2009; 27 (N°
1):7-12.

1% GJARDINO, L; AMBU E, BECCE E, RIMONDINI L, MORRA M. Surface Tension Comparison of
Four Common Root Canal Irrigants and Two New lIrrigants Containing Antibiotic. En: J Endod
2006;32(11):1091-93.
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bacterias orales tales como Lactobacillus acidophilus y Porphyromonas gingivalis
utilizando extractos etandlicos de plantas, determinaron que la actividad
antibacteriana de las sustancias experimentales para la cepa Lactobacillus
acidophilus ATCC 43121 fue el extracto etandlico del orégano al 100%. Frente a la
cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 donde el extracto etandlico de
chincho 100% tuvo un promedio en los halos de inhibicion de 16.27 + 2,67.2%" Una
limitacion del presente estudio se refiere al uso exclusivo de una cepa de E.
faecalis. La seleccion de este el microorganismo de ensayo, se debio a su alta
prevalencia en las patologias pulpares y periapicales, incluso es vinculado en
casos de fracaso del tratamiento endodontico, ademas de su capacidad para
formar biofilm, resistiendo los procedimientos quimico-mecanicos de la terapéutica

endodéntica, como lo corroboran Haapasalo y Shen'®

MacHugh et al. En un estudio in vitro investigaron el pH requerido para la
eliminacién de E. faecalis y se encontr6 que el pH 10.5 a 11.0 solo retrasé el
crecimiento de este microorganismo, mientras que a pH 11.5 o mayor mostré
propiedades bactericidas'®. El presente estudio, aunque no incluyé dentro de las
variables el pH utiliza una metodologia similar para evaluar la resistencia de una

cepa de E. faecalis. (ATCC 29212 ®™) a alto pH alcalino. Teniendo en cuenta que

107 PIMENTEL, E; CASTILLO D, QUINTANA M, MAURTUA D, VILLEGAS L, DIAZ C. Efecto
antibacteriano de extractos etandlicos de plantas utilizadas en las tradiciones culinarias andinas
sobre microorganismos de la cavidad bucal. En: Rev Estomatol Herediana. 2015 Oct-
Dic;25(3):268-77.

1% HAAPASALO, M; SHEN Y, QIAN W, GAO Y. Irrigation in endodontics. En: Dent Clin North Am
2010; 54:291-312.

% MCHUGH, PC; ZHANG P, MICHELEK S, ELEAZER PD. pH required to kill Enterococcus
faecalis in vitro. En: J Endod 2004; 30:218-219.
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el Smear Clear al ser un quelante presenta un pH neutro 7.5 y debido a la adicién
de cetrimida, y un agente tensioactivo el pH aumenta, alcanzando alta alcalinidad

e incrementando sus efectos bactericidas.

Mojica D y Roman Y, desarrollaron un ensayo experimental con 16 extractos de
plantas sobre cepas de E. faecalis, resistentes a vancomicina. Para esto se utilizd
similar al implementado en el presente estudio el método de microdilucién en
micro placa propuesto por el CLSI. Mostraron la capacidad inhibitoria de las
plantas frente a E. faecalis, en concentraciones de 500 mg/mL, observandose
halos de inhibicion de 10 mms. Los autores indicaron que con el mismo volumen
menos extractos de plantas eran necesarias para producir la inhibicién del
crecimiento.’®® En el estudio reportado por Herrera y cols (2014) reportaron la
actividad antibacteriana del Mammea americana en Porphyromonas gingivalis y
Streptococcus mutans, se determind por la técnica de microdilucion con
microplacas de 96 pozos, donde se obtuvieron resultados de concentracion
inhibitoria minima (MIC) y los valores de concentracion minima bactericida
(MBC).*! En comparacion con el presente trabajo, que al igual fue desarrollo por
el método de microdilucién con microplacas de 96 pozos para los hallazgos de la
evaluacion de la minima concentracion inhibitoria determinaron que no se

encuentra diferencia significativa en relacion con la inhibicién de crecimiento de E.

19 MOJICA, D; ROMAN, Y. et al. Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos vegetales

contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina. En. Salud Soc Uptc.Junio, 2015: Vol.2,
N°.1, p. 27-32.

" HERRERA, A; FRANCO, L; FANG,L y DIAZ, A. et al. Susceptibility of Porphyromonas gingivalis
and Streptococcus mutans to Antibacterial Effect from Mammea americana. En. Hindawi Publishing
Corporation. April, 2014. Vol.2014, N°.1, p.1-6.
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faecalis. (ATCC 29212 ®™) en concentraciones al 100% y 50% de la solucion
Smear Clear. Con esta informacion se puede inferir que la minima concentracion
gue se necesita de Smear Clear para producir inhibicion del crecimiento de E.
faecalis. (ATCC 29212 ®™) es al 50%. Similar a lo reportado por Lauritiano, C que
evaluaron a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la actividad
antimicrobiana de HybenX® un irrigante compuesto de una mezcla acuosa
concentrada de acido hidroxibencensulfénico (37%), acido
hydroxymethoxybencénico (23%), acido sulfarico (28%) y agua (12%). Debido a su
estructura quimica, el material puede desnaturalizar las proteinas que utilizan las
bacterias para unirse a la matriz del biofilm, a través de una potente accién
desecante (secado topico). La desecacion del biofilm es consecuencia de la rapida
sustraccién del agua de la matriz producida por los acidos sulfénico y sulfarico
sobre Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia en
pacientes con enfermedad periodontal, utilizando concentraciones del 100% vy
50% provoco la eliminacion de la poblacion bacteriana de aproximadamente 99%
bacterias del complejo rojo y de aproximadamente 96% de la cantidad total de
bacterias después del tratamiento.**?

Ferrer C et al, usaron estas combinaciones que mostraron reducciones de 99,98%
(cetrimida + EDTA) y 99,99% (cetrimida + acido citrico) de enterococcus faecalis,
sin diferencias estadisticamente significantiva observadas entre las dos

concentraciones.'*® Similar a nuestro estudio donde se evidencio la eficacion del

12| AURITANO, C; GIRARDI, F. et al. La eficacia descontaminante del tejido bucal HYBENX®
para el tratamiento de la enfermedad periodontal: un estudio de serie de casos. En: Revista
Internacional de avances en el caso de informes, 2015, Vol. 2, N°7, p.405-408.

3 FERRER C; ARIAS M, Antimicrobial Activity of Maleic Acid and Combinations of Cetrimide with
Chelating Agents against Enterococcus Faecalis Biofilm, jounal the endodontic.2010,:Volumen 36,
Numero 10: 1674.
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smear clear (edta 15%+ cetrimida 0.75%) para la eliminacion del enterococcus

faecalis.

8. CONCLUSION
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A partir de este estudio se concluye que el Smear Clear es una solucién irrigante
que permite la eliminacion del Enterococcus faecalis, cuyos componentes inciden
directamente sobre la sensibilidad del mismo, considerdndose como una
alternativa al hipoclorito de sodio.

Se observo que la solucion irrigadora Smear Clear al 100% tuvo eficacia sobre la
actividad microbiana del enterococcus faecalis (ATCC 29212). La minima
concentracion del Smear clear para inhibir el crecimiento del enterococcus faecalis
fue al 50% (ATCC 29212). Smear clear al 100% posee propiedad bactericida

sobre el enterococcus faecalis (ATCC 29212).

9. RECOMENDACIONES
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» Ampliar numero de muestra para futuros estudios con cepas clinicas,
cepas de otras especies.
» Realizar estudio en 6rganos dentarios para evaluar la penetracion y efecto

de sustantividad del Smear clear.
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ANEXO

Anexo 1. Especificaciones de cepa control Enterococcus
faecalis (ATCC 29212®™)

o
ATCC

Fmarococcus fascalis
(ATCC™ 20212™)
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Enmerococcus faecalts
(ATCC® 29212™)
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P B . — 4

Anexo 2. Registro de los resultados de la concentraciones de Smear Clear
frente a E.faecalis (ATCC 29212 ®™) por el método de microdilucién en
caldo.
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Registro diario de resultados de las concentraciones de Smear Clear frente a
E. faecalis (ATCC 29212 ®™)

Fecha:
Hora:

CMI

N° Muestra

Control
Positivo

Control
esterilidad

Control
Negativo

Smear
Clear al
100%

Smear
Clear al
50%

Smear
Clear al
25%

Smear
Clear al
12.5%

Smear
Clear al
6.25%

Muestra
Uno

Muestra
Dos

Muestra
Tres

MIC: Concentracidon Minima Inhibitoria de Smear Clear
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