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DEFINICION DEL PROBLEMA

En la actualidad en nuestro pais existe un alto indice de nifios que padecen la
enfermedad conocida como caries dental, esta infeccion confirme avanza va aumentando
la destruccion del tejido pulpar pasando de un estado de inflamacion pulpar (pulpitis),
seguido a la muerte de la misma (necrosis pulpar), por lo cual es necesario estar al tanto
los diversos tratamientos se pueden realizar para resolver y garantizar una longevidad al

organo dentario afectado.

La pulpectomia es un tratamiento que se realiza dentro de los conductos
radiculares en el cual se elimina la pulpa infectada o necrética debido a caries o trauma, y
su principal objetivo es mantener la integridad, salud y funcion del érgano dentario, asi
como también de sus tejidos de soporte. Este procedimiento esta indicado en la denticion
temporal y es importante porque no solo ayuda a mantener y conservar el espacio de los
dientes permanentes, sino que ademas ayuda al desarrollo de la fonacion, alimentacion,

respiracion y armonia del paciente pediétrico.

Hoy en dia existen diversos materiales que podemos utilizar para el tratamiento de
pulpectomia. Dicho tratamiento se divide en instrumentada y no instrumentada; en la
primera podemos utilizar materiales que tengan como requisito la reabsorcién a un ritmo
similar a la raiz del diente deciduo y no debe dafiar los tejidos periapicales ni al germen
del diente permanente, debe reabsorberse con facilidad si el material se proyecta mas alla

del apice, radiopaco, antiséptico, adherirse a las paredes de los conductos y no contraerse.

En la pulpectomia no instrumentada podemos trabajar con pastas antibidticas, esta
técnica es minimamente invasiva y no amerita el limado ni ensanchado de los conductos,
permitiendo un procedimiento rapido para pacientes poco cooperadores y en una sola cita.
Se presume que este material tiene una capacidad antimicrobiana debido a la combinacién
de antibioticos presentes en su composicion, los cuales son Tetraciclina y Cloranfenicol,

aunados a demas componentes como Oxido de Zinc y Eugenol.



Actualmente no se cuenta con suficientes estudios in vitro acerca del resultado
antibacterial del CTZ en los pacientes pediatricos, por lo cual nos dimos la tarea de realizar
un proyecto de investigacion titulado: “Efecto antibacteriano de una pasta antibidtica
contra cepas bacterianas representativas de la microbiota de pulpas necroticas en dientes

temporales. in vitro”



REVISION BIBLIOGRAFICA

La cavidad oral estd colonizada por mas de 700 especies de microorganismos, el
35% de las cuales son ain no cultivables. Dicha comunidad microbiana puede diferir entre
la infancia y la edad adulta (1).

El papel principal de los microorganismos en la patogenia de las alteraciones
pulpares y periapicales es bien conocido. Tras la exposicion a la pulpa como resultado de
la caries, los microorganismos que inicialmente ocupan la cAmara pulpar y el lumen del
conducto radicular invadiendo todo el sistema del conducto radicular e infectando los

tejidos periapicales, conduciendo asi al desarrollo de la periodontitis apical.

La infeccion extrarradicular es inaccesible para la preparacion biomecénica del
conducto radicular y permite la persistencia y multiplicacion de microorganismos. Esto
explica la aparicién de una segunda infeccion después de un tratamiento del canal

radicular.

Otro factor clave que explica la persistencia de las infecciones periapicales es la
presencia de una matriz gelatinosa o una matriz extracelular que protege a los
microorganismos y ayuda a su organizacion como biopelicula, constituyendo una barrera
mecanica contra la accién de las sustancias antimicrobianas y el mecanismo de defensa
del huésped (2).

BIOFILM

La caries dental es un trastorno progresivo caracterizado por la desmineralizacion
de los tejidos dentales asociados con la disbiosis de la microbiota colonizadora (3). Esta
enfermedad presenta una etiologia compleja, que incluye factores genéticos, microbianos,
ambientales y de comportamiento. En los nifios se le conoce como caries de la infancia
temprana y esta condicion es una de las enfermedades dependientes de la biopelicula mas

frecuentes en todo el mundo (4).



Esta biopelicula estd compuesta por comunidades microbianas que estan
estructuralmente organizadas por una matriz, la cual se va a considerar un ecosistema
dindmico y complejo, y que su papel tanto en la aparicion y progresion de la caries sera
incuestionable. La capacidad de sus comunidades microbianas se basara en la produccion
de acidos en momentos en los que el pH disminuya a 5.5, este fendmeno se denomina

“valor critico de pH” (5).

Se indica que méas del 60% de las infecciones bucales son a causa de los
microorganismos existentes en el biofilm, el aumento de la resistencia de esta poblacion
de células a los antimicrobianos involucra varios mecanismos, entre los que se incluyen:
inactivacién de los antibidticos por polimeros extracelulares, disminucion de la tasa de
crecimiento por restriccion de nutrientes y cambios fenotipicos en las células bacterianas,
como resultado de la adquisicion de genes de resistencia dentro de la biopelicula. El
prondstico para el tratamiento y la erradicacion de las biopeliculas no es el mejor. El
desarrollo de nuevos medicamentos es necesario y urgente para contrarrestar las

infecciones en las que la biopelicula esta involucrada (6).

Streptococcus mutans ha sido identificado como un importante patégeno
microbiano en el desarrollo de la caries infantil temprana, sin embargo, no todos los nifios
con caries de la infancia temprana albergan esta bacteria. Por lo tanto, esta asociacion no
es aceptada en su totalidad, ya que el microbiota asociada a la caries dental es compleja 'y
maultiples miembros de la comunidad microbiana pueden estar implicados en el desarrollo
de esta enfermedad. Mas alla de S. mutans, los estudios de la caries de la infancia temprana
han detectado otros patégenos como Bifidobacterium, Lactobacillus y Actinomyces.
Todos estos microorganismos son p11lroductores potenciales de &cido y pueden sobrevivir

en un ambiente de valor critico del pH (7).



1. BIOFILM INTERRADICULAR

El biofilm interradicular es una biopelicula formada en la dentina del conducto
radicular del diente afectado. Las bacterias pueden presentarse de manera aislada como
células planctdnicas; esto quiere decir que pueden separarse unas de otras y suspenderse
en la fase liquida del conducto o bien, pueden formar aglomeraciones bacterianas y formar
una estructura empalizada, similar a la placa dental vista en la superficie del diente,
teniendo una matriz extracelular de origen bacteriano y presentandose en un conjunto de

filamentos, espiroquetas, cocos y varillas (8).

Los microorganismos que viven en la misma comunidad deben tener las siguientes
caracteristicas: autopoiesis (capacidad de autoorganizarse), homeostasis (resistencia a las
alteraciones del entorno en que viven), sinergia (que es mas efectiva en grupos que aislada)

y capacidad de responder a los cambios como una unidad y no como individuos (9).

El biofilm es un tema de investigacion en expansion, ya que involucra ecosistemas
humanos, industriales y ambientales. Por lo tanto, en odontologia es un desafio evaluar
las expresiones de virulencia en modelos in vivo e in vitro de microambientes que se
asemejan a la condicion de la vida real en el conducto radicular. Ademas, comprender la
biopelicula va a desempefiar un papel clave para ayudarnos a evaluar y comprender no
solo el potencial patogénico, sino también la base de nuevos enfoques para el control de
infecciones (10).

2. FORMACION DEL BIOFILM

Durante el desarrollo posnatal, los cambios fisioldgicos, como la erupcién de los
dientes primarios y el recambio de la denticion primaria a la permanente, trastornan en
gran medida los habitats microbianos, los cuales, a su vez, pueden dar lugar a
permutaciones en la composicion de la colectividad microbiana en las diferentes fases de
la vida de las personas. La estructura genética microbiana varia con el envejecimiento, por

lo que la microbiota oral debe ser definida con base a la edad y nichos orales (11).



La microbiota adquiere un papel primordial en la induccién, la formacion y la funcion
del sistema inmune del huésped. Cuando marcha de forma Optima esta alianza el sistema
inmune-microbiota permite estimulacion de respuestas protectoras a los patogenos y las
vias de regulacion implicados en el mantenimiento de la tolerancia a antigenos inocuos
(112).

La formacion de la biopelicula va a iniciar inmediatamente después de la limpieza de
la superficie dental, el esmalte se va a cubrir inmediatamente con una capa de proteinas
salivares adquiriendo el nombre de “pelicula salivar”, la cual tendra multiples
micrometros de espesor. Estas proteinas que en su mayoria serdn fosforiladas van a
permitir que la adherencia bacteriana permanezca unida a la superficie dental a pesar del

flujo mecanico salivar, los movimientos de la lengua y la ingesta de agua (12).

Los microorganismos pioneros se asientan en la pelicula formando colonias, primero
es colonizada por bacterias aerobias grampositivas (principalmente cocos) y 2 a 4 dias
después se ve afectada por bacilos y filamentos grampositivos, organismos anaerobios
gramnegativos (coco y filamentos) y fusiformes. Este cambio hacia organismos
anaerobios hace que aumente en gran medida la patogenicidad de la biopelicula.

En las etapas finales de maduracion de la placa, apareceran formas espirales y
espiroquetas, y la placa estara compuesta principalmente de organismos filamentosos.

Estas colonias se agregan en una biopelicula de placa cohesiva (13).
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Fig 1. Formacion del Biofilm



1.1 COMPOSICION Y ESTRUCTURA DEL BIOFLIM

Estan estructuradas, principalmente, por grandes colonias de bacterias sésiles,
incrustadas en una matriz polimérica extracelular o glicocalix. La matriz es muy hidratada
debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su estructura, y llega a
representar hasta el 97 %. Esta constituida por exopolisacaridos, que constituyen su
componente fundamental, producidos por los microrganismos integrantes. En menor
cantidad se encuentran otras macromoléculas, como proteinas, acidos nucleicos y diversos

productos procedentes de la lisis bacteriana.

El conjunto de polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas se conocen con el
nombre de sustancias poliméricas extracelulares. En la matriz también pueden hallarse:
cristales de sales minerales, particulas de corrosion, de sedimento o0 ambas, 0 componentes
sanguineos estando asociados con iones metalicos y cationes bivalentes, presentando una
carga neutra o polianionica, segun el tipo de exopolisacarido, lo que les permitird
interactuar con distintos antimicrobianos, de forma tal que estos pueden quedar atrapados
en la matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias.

La arquitectura de la matriz no es sélida. Los microrganismos viven en torres
celulares, que se extienden en forma tridimensional desde la superficie a la cual estan
adheridas. Estas torres estdn compuestas por microcolonias de diferentes células
bacterianas, tanto aerdbicas como anaerdbicas, englobadas por exopolisacaridos y
separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos, llamados canales de agua; estos
permiten el flujo de liquido y actian como un sistema circulatorio primitivo para el
transporte y difusion de nutrientes y oxigeno a las bacterias ubicadas en su interior, incluso
a aquellas situadas en las zonas méas profundas de la biopelicula. Asimismo, constituyen

un mecanismo para la remocion de desechos metabdlicos (14).

ENFERMEDAD PULPAR



La enfermedad pulpar es la reaccion de la pulpa ante un irritante, en la que
primeramente se adapta y en medida de la necesidad se enfrenta, organizandose para
solucionar favorablemente la lesion leve o disfuncidén ocurrida por el ataque de los
microorganismos. Si esta lesion es grave (como herida pulpar o caries muy profunda) la
reaccion pulpar es méas violenta y al no poder adaptarse a la nueva situacion, pretende al
menos una resistencia larga y pasiva hacia la cronicidad; si no lo consigue, se produce una
rapida necrosis. Para la enfermedad pulpar, se han preconizado diversas y diferentes
clasificaciones por distintos autores, casi todas eran clasificaciones histopatoldgicas, que
no son préacticas para la aplicacion clinica y el establecimiento de una terapéutica racional
(15).

En los pacientes jovenes, el diagnostico de una enfermedad pulpar o periapical se
torna arduo, ya que con frecuencia no se pueden precisar o correlacionar con precision los

sintomas clinicos. Esto se debe a la presencia de apices abiertos (16).

Se han preconizado muchas y distintas clasificaciones por distintos autores para
las patologias pulpar y periapical, pero, como afirma Lasala, casi todas eran
clasificaciones histopatoldgicas, que no son précticas para la aplicacion clinica y el
establecimiento de una terapéutica racional (17) Cohen y Burns opinan que desde una
vision mas global, la pulpa se clasifica fundamentalmente como enferma o sana vy,
atendiendo a criterios de tratamiento adecuados, debe decidirse si ha de extirparse o no.
Se establece otra clasificacion siguiendo a Pumarola y Canalda, basada en la de Walton y
Torabinejad, en la que se diferencia entre pulpitis, necrosis y procesos degenerativos

pulpares y los procesos patoldgicos periapicales (15).



Tabla 1. Clasificacion de la patologia pulpar

HIPERSENSIBILIDAD
REVERSIBLES
HERIDA PULPAR (latrogénica)
PULPITIS SINTOMATICAS SEROSA
PURULENTA
[RREVERSIBLES HIPERPLASICA (Pdlipo
ASINTOMATICAS oulpar)
ULCERADA
ASEPTICA
PARCIAL
SEPTICA
NECROSIS
ASEPTICA
TOTAL
SEPTICA
ATROFICA

DEGENERACIONES

PULPARES

ICALCIFIC ACION

REABSORCION DENTINARLA INTERNA

IGRASA

JTRAS

HIALINA

FIBROSA

METAFPLASIA

Tabla 2. Clasificacion de la patologia periapical

Periodontitis

Apical Reversible

HIPEREMIAAFPICAL

Periodontitis

Sintomditica

Serosa

PURULENTA

Apical irreversible

Asintomiitica

GRANULOMATOSA

SUPURADA

OSTEOESCLEROSIS

AFICAL




Una de las primeras causas de urgencias en las clinicas estomatologicas se debe a
enfermedades pulpares y periapicales, pues a pesar de las medidas profilacticas
preventivas y curativas en funcién de la caries dental, esta sigue siendo la enfermedad que
se encuentra méas diseminada en los seres humanos con una prevalencia promedio de 90%.
Su comportamiento varia entre los paises e influye el estilo de vida, el medio y el sistema
de salud, siendo de vital importancia la vigilancia epidemioldgica de la caries, dada su

fuerte asociacion con este tipo de urgencias (18).

3. NECROSIS PULPAR

Debe sospecharse de una pulpa necrética cuando el diente no responde a las
pruebas de sensibilidad pulpar. Sin embargo, esto no siempre seré el caso, ya que los
dientes con calcificaciéon del canal pulpar, tratamiento endododntico previo o con
pulpotomias tampoco responderan a las pruebas de sensibilidad pulpar. Del mismo modo,
algunos dientes o pacientes simplemente no responden a tales pruebas sin razén aparente.
Cuando hay necrosis pulpar, la historia puede revelar traumas pasados, episodios previos
de dolor o antecedentes de restauraciones y caries (19).

Las lesiones traumaticas en la denticidén primaria pueden tener un impacto en el
estado de vitalidad de la pulpa. La decoloracion de la corona puede indicar cambios
internos en el canal pulpar. Los colores amarillo y grisiceo son las secuelas mas frecuentes
de lesiones traumaticas. Las radiografias periapicales ayudaran al diagnéstico y la

determinacion del tratamiento si es necesario (20).

Los dientes diagnosticados con obliteracion del canal pulpar (amarillentos) son
vitales y deben ser monitoreados periddicamente. Los dientes con decoloracién gris claro
/ oscuro pueden 0 no ser necroticos. Si es asintomatico sin signos de tejido blando y / o
patologia periapical, los dientes solo deben ser monitoreados. La presencia de un tracto
sinusal en combinacion con la decoloracion grisacea del diente es un patognomonico de

la necrosis de la pulpa (20).
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4. NECROSIS ASEPTICA

Se refiere a aquella muerte de la pulpa dentaria sin presencia o afeccion de
microorganismos. Esta pulpa dentaria perdid paulatinamente su vitalidad y terminé
degenerandose, se dice que cuando esta accion ocurre, en la mayoria de los casos se
encuentra intimamente relacionada a incidentes de indole traumatico y por lo general los

dientes mas afectados son los dientes anteriores.

A diferencia de la zona anterior que se caracteriza por la muerte pulpar infectada
por varios microorganismos, la segunda causa son los érganos dentarios que presentan
cavidades amplias carentes de restauraciones o con presencia de procesos cariogénicos
extensos y expuestos por periodos prolongados, por lo tanto, el tiempo es un factor

predisponente que permite la colonizacion y reproduccién bactericida a gran escala (21).
5. NECROSIS SEPTICA

Se refiere a aquella muerte de la pulpa dentaria sin presencia o afeccion de
microorganismos, es producida por traumatismos que generan la ruptura del paquete
vasculo-nervioso a nivel del foramen apical. El tiempo es un factor predisponente que

permite la colonizacion y reproduccién bactericida a gran escala.

MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

A diferencia de otros sitios en el ecosistema oral, los conductos radiculares de los
6rganos dentarios son compartimentos estériles naturales que contienen tejido de la pulpa
dental saludable, esta pulpa es un tejido conectivo altamente vascularizado e inervado que
se extienden de la corona hasta el apice del diente. Una vez que las bacterias invaden el
espacio del conducto radicular, se encuentran con entorno altamente controlado y afectado
principalmente por la presencia de mediadores de inflamacion activos. Después de
derrotar esta barrera inflamatoria pulpar, se presentan cambios ambientales que limitaran

el crecimiento de una especie en relacion con otras (22).

Los microorganismos, en particular las bacterias Gram negativas,

predominantemente anaerobias, pueden colonizar inicialmente el tejido de la pulpa dental
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ocasionando una infeccion primaria, si el tratamiento endodontico fracasa y existe una

presencia residual de bacterias, se le denominara infeccion secundaria (23).

Con base de los resultados de estudios previos, las comunidades microbianas en
las infecciones endoddnticas primarias son mas diversas que las de las infecciones
endodonticas secundarias, Veillonella parvula (20.6%) fueron encontradas con mayor
frecuencia en la infeccién primaria, seguida por Porphyromona gingivalis (14.1%) y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (92.2%). Enterococcus faecalis (36.6%) era el
microorganismo méas predominante en las infecciones secundarias, seguido de Candida

albicans (20%), Propionibacterium acnes (2%) y V. parvula (2%) (23).

La terapia endododntica debe tratar los conductos radiculares infectados, estos
conductos son un sistema muy complejo el cual incluye canales laterales, ramificaciones
apicales y un istmo, lo cual puede ser dificil de alcanzar con la terapia endoddntica, ya
que las bacterias se propagan y pueden no verse afectadas a los procedimientos de
irrigacion y limado. Entender la composicion de la microbiota es esencial para mejorar las
estrategias de tratamiento; controlando las infecciones y eliminando los agentes patogenos
para prevenir reinfecciones y lesiones periapicales (24).

6. MICROBIOLOGIA ENDODONTICA SEGUN SU LOCALIZACION
ANATOMICA

Las infecciones endodonticas se clasifican de acuerdo con la localizacion
anatomica en infecciones intrarradiculares y extrarradiculares. A su vez las
intrarradiculares se subdividen en tres categorias segun el momento en que los

microorganismos colonizan el conducto radicular: primaria, secundaria y persistente.

6.1 Infecciones intrarradiculares primarias: Los microorganismos gque invaden y colonizan
inicialmente el tejido pulpar provocan una infeccion intrarradicular primaria, inicial o
virgen. Estas bacterias provocan una inflamacién o necrosis pulpar y son caracterizadas
por un consorcio mixto notablemente dominado por bacterias anaerobias y compuesto por

10 a 30 especies por canal radicular (25).
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6.2 Infecciones intrarradiculares secundarias: Estas infecciones son causadas por
microorganismos que no estaban presentes en la infeccion primaria y que han penetrado
en el sistema de conducto radicular durante el tratamiento, entre citas o después de la
consumaciéon de la endodoncia debido a un incorrecto sellado coronal. Si estos
microorganismos penetrantes logran sobrevivir y colonizar el sistema del conducto

radicular, se establece una infeccidn secundaria (26).

6.3 Infecciones intrarradiculares persistentes: Es causada por bacterias presentes en el
momento del primer tratamiento que no se eliminaron ni se controlaron con éxito debido
a una resistencia las fases de preparacion quimico-mecénica y la fase de medicacion
intraconducto. La infeccion persistente es la causa principal de la periodontitis apical
persistente después del tratamiento, ya que estos microorganismos son capaces de tolerar
un habitad escaso de nutrientes, dandoles la oportunidad de recolonizar el conducto
radicular (27).

6.4 Infeccion Extrarradicular: Estas infecciones también pueden ser primarias,
secundarias o persistentes. La biopelicula extrarradicular apical es un fendmeno clinico
importante porque puede ser inherentemente resistente a los agentes antimicrobianos y su
ubicacion hace que sea dificil de eliminar mediante preparacidén biomecéanica. Se dice que
puede ser consecuencia o no de una infeccion intrarradicular previa y su forma mas comun

de infeccion es el absceso perirradicular agudo (28).

7. MICROBIOLOGIA DE LOS CONDUCTOS RADICULARES NECROTICOS

La mayor carga microbiana en estos casos puede deberse a la presencia de material
organico en los tabulos dentinarios, que actia como sustrato para las bacterias. Por lo
tanto, las bacterias pueden llegar a la pulpa dental e inducir un proceso inflamatorio de
magnitud variable que depende del tiempo y la intensidad del estimulo. La respuesta
pulpar incluye la activacion del complemento y la movilizacion y la accién del sistema
inmune y la accion de los leucocitos fagociticos. Estas reacciones afectan negativamente

la capacidad de defensa del huésped para responder al desafio microbiano y, dado que el
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tejido pulpar esta rodeado de tejido duro, puede conducir a una degeneracion pulpar
irreversible y necrosis pulpar (29).

El tratamiento endoddntico de los dientes primarios con pulpa necrética es habitual
en la préctica dental. El control de la infeccion es fundamental porque los amplios
espacios 6seos medulares favorecen la diseminacion de la infeccion y también porque el
germen dental permanente en desarrollo esta muy cerca de las raices de los dientes
primarios. Por lo tanto, es fundamental que el dentista esté al tanto del microbiota en estos
dientes para que se puedan usar agentes antimicrobianos adecuados para eliminar estos

patdgenos. (30)

Diversos estudios han demostrado que la infeccion endoddéntica es polimicrobial y
que en la pulpa necrdtica esta representada por anaerobios obligatorios y facultativos,
bacterias microaerofilicas y hongos. A pesar de que los anaerobios obligatorios, en
particular los gramnegativos pigmentados de negro producen signos y sintomas, los
aerobios y anaerobios facultativos, como Enterococcus, Candida y alfa Streptococcus,
(aunque en baja proporcion) se consideran una de las especies mas resistentes y la posible
causa de fracaso en los tratamientos de conductos radiculares (31).

Durante las ultimas décadas, numerosos estudios han demostrado que las bacterias
anaerobias mas comunmente aisladas de las infecciones endoddnticas se pueden clasificar
en dos grupos principales, cocos anaerobios grampositivos, como Peptostreptococcus
anaerobius y Peptostreptococcus micros; y bacilos anaerobios gramnegativos, como
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia/nigrescens, Prevotella melaninogenica, Fusobacterium nucleatum vy

Fusobacterium necrophorum (32).

Las bacterias gramnegativas que se encuentran en los conductos radiculares de los
dientes primarios con periodontitis apical son similares a las que se encuentran en los
dientes permanentes (es decir, F. nucleatum, F. periodonticum, P. gingivalis, C.
ochracea, P. intermedia y F. nucleatum spp. nucleatum). Los hallazgos actuales también
concuerdan con los de un estudio previo que muestra bacterias Gram-negativas similares

(F. nucleatum spp nucleatum, P. melaninogenica, P. nigrescens y P. intermedia) en los
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conductos radiculares de los dientes primarios con necrosis pulpar y lesiones periapicales
(33).

Por esta razon, este proyecto de investigacion se avocara en analizar la respuesta
antibacteriana de dichas cepas microbioldgicas representativas del microbiota de pulpas
necroticas en dientes temporales al tener contacto con el material CTZ:

Fusobacterium nucleatum
Enterococcus faecalis
Porphyromona gingivalis
Prevotella intermedia

7.1 Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum es un residente comun de la microbiota orofaringea en
humanos, y es un patdgeno en las enfermedades periodontales. De los anaerobios orales,
es también el que mas probabilidades tiene de causar infecciones extraorales. Sus
infecciones metastésicas pueden implicar al cerebro, higado, articulaciones, y las valvulas

del corazén (34).

Esta implicado en varias formas de enfermedades periodontales, incluida la forma
reversible leve de gingivitis y las formas irreversibles avanzadas de periodontitis, incluida
la periodontitis cronica, la periodontitis agresiva localizada y la periodontitis agresiva
generalizada. También se asocia frecuentemente con infecciones endodonticas como la

necrosis pulpar y la periodontitis periapical (35).

La capacidad de F. nucleatum para adherirse a las células epiteliales es un factor
importante para su colonizacién. La capacidad de invasion de algunas bacterias permite a
los patogenos no solamente evadir el sistema inmune sino invadir e infiltrarse en tejidos
mas profundos. F. nucleatum ha demostrado ser altamente invasivo y su actividad es
comparable con la de P. gingivalis y la estimulacidn que provoca en la produccion de IL-
8 (una citoquina proinflamatoria que atrae y activa a los neutrofilos) y es 10 veces mas

duradera que la producida por E. coli (34).

7.2 Enterococcus faecalis
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Enterococcus faecalis es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa,
normalmente la encontramos en el tracto gastrointestinal, en el tracto genitourinario de la
mujer, asi como en la cavidad oral. Fabricius et al. evaluaron la capacidad de 11 bacterias
para inducir reacciones periapicales en combinaciones variadas y se observo que E.
Faecalis sobrevivid durante 6 meses en las nueve raices inoculadas en monos como

cultivos puros; incluso, esta bacteria pudo inducir una inflamacion periapical leve (36).

Dos posibles causas surgen al analizar las causas que conducen a encontrar esta
bacteria en los dientes que requieren un tratamiento endodontico secundario. EI primero
indica que Enterococcus faecalis posee la capacidad de colonizar e infectar los tabulos de
la dentina, este hecho complica su eliminacion a traves de la limpieza quimica y mecanica,
dado el pequerfio diametro de estas estructuras anatémicas junto con la capacidad exhibida
por estas bacterias para unirse al colageno. La segunda causa es la resistencia potencial
que estas bacterias pueden tener contra el hidréxido de calcio (pH alcalino), que es la
medicacion antibacteriana mas comunmente utilizada dentro del sistema de conducto
radicular durante la terapia endoddntica, lo que permitiria que estos microorganismos

permanezcan en estado de reposo (37).
7.3 Porphyromona gingivalis

Porphyromona gingivalis, un anaerobio gramnegativo, es uno de los principales
patdgenos asociados con la periodontitis cronica, una enfermedad que causa la destruccion
del hueso alveolar y, como consecuencia, la pérdida de dientes. La evidencia reciente
sugiere que esta bacteria contribuye a la periodontitis al funcionar como un patégeno clave
(38).

P. gingivalis puede permanecer latente durante largos periodos de tiempo antes y
después de expresar patogenicidad a través de la manipulacion de la respuesta del huésped
e interrumpe la homeostasis. Este microorganismo induce respuesta humoral y celular en
el huésped; sus mecanismos de evasion y factores de virulencia demuestran que la
destruccion del tejido es consecuencia de la persistente respuesta inmuno-inflamatoria. La
respuesta inmune frente a P. gingivalis perpetua el estado inflamatorio al interferir con los
mecanismos de produccion de citoquinas y muerte celular en las células del huésped, lo

que resulta finalmente en la destrucciéon del tejido (39).
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7.4 Prevotella intermedia

Prevotella intermedia es anaerobica gramnegativa frecuentemente observada en
biopeliculas polimicrobianas subgingivales, una de las causas de la periodontitis cronica
y se informo que esta asociada con periodontitis periapical. Esta bacteria también se ha
detectado en asociacion con otras afecciones orales, incluidas las infecciones

endoddnticas, la ulceracion necrosante aguda y la gingivitis del embarazo (40).

Ademas, otros han implicado que P. intermedia estd estrechamente relacionada con
enfermedades sistémicas, como la aterosclerosis, las enfermedades cardiovasculares y los
accidentes cerebrovasculares, asi como con el parto prematuro. Debido a su naturaleza
versatil, las especies de P. intermedia también se han observado en el tracto respiratorio
superior, el tracto urogenital y el intestino grueso (41).

8 TERAPIA PULPAR

El objetivo principal de los tratamientos pulpares en denticion temporal es
mantener la integridad y la salud de los tejidos orales. Ha sido un reto poder mantener la
vitalidad de la pulpa de los dientes afectados por caries o traumatismos. Sin embargo, un

diente puede seguir siendo funcional eliminando la pulpa parcial o totalmente.

Las indicaciones, objetivos y el tratamiento pulpar indicado se basan en un
diagnostico clinico que determine el estado de la pulpa. Un examen preoperatorio
completo es esencial para obtener un diagndstico correcto y poder establecer el
tratamiento adecuado, asi como orientar en el prondstico de este. Este examen debe incluir
una completa historia médica y dental, con especial interés en las caracteristicas del dolor,
una exploracion clinica y radioldgica, con las pruebas complementarias necesarias como
la palpacion, percusion y evaluacion de la movilidad; sin olvidar la exploracion directa

pulpar que permitira confirmar nuestro diagnostico. Las pruebas de vitalidad térmica o
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eléctrica, actualmente, tienen valor en la denticion permanente, aunque no en la denticion

primaria por la regresion del tejido pulpar al exfoliarse.

Una vez realizada la historia clinica y las exploraciones clinicas necesarias, y con
ayuda de nuestro juicio clinico, estableceremos el diagnostico que, finalmente,
determinaré el tratamiento méas adecuado (42).

8.1 PULPECTOMIA

La pulpectomia es el curso del tratamiento que consiste en usar a menudo pacientes
que presentan sintomas de pulpitis irreversible o necrosis de la pulpa con o sin
inflamacion, dado que es imposible para el médico determinar con precision la extension
apical de la patosis pulpar; una pulpectomia ofrece la ventaja de la extirpacién completa
de la pulpa.

La pulpectomia es un tratamiento estresante para los nifios y se complica debido a sus
complejidades anatémicas que no se encuentran en los dientes permanentes, como por
ejemplo las paredes delgadas en denticién temporal, la cual puede ser propicia a fracturas
si existiera un limado exagerado. Las pautas de la Asociacion Americana de Odontologia
Pediatrica establecen que la pulpectomia estd indicada en dientes primarios con
exposiciones a la pulpa cariosa, en la cual, después de la amputacién de la pulpa coronal,
la pulpa radicular presenta signos clinicos de hiperemia o necrosis de la pulpa radicular

con o sin afectacion de caries (43).

8.1.1 NECROPULPECTOMIA |

En los casos de dientes deciduos con necrosis pulpar sin lesion periapical, los
microorganismos, predominantemente aerobicos, estan localizados en el haz del canal
principal, estando el mufidn pulpar y el sistema de canales radiculares sin contaminacion
microbiana. La técnica de tratamiento indicada en esos casos es la Necropulpectomia I,

Cuyo0s pasos operativos son semejantes a los descritos para la Biopulpectomia, excepto por
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la necesidad de neutralizacion de contenido séptico/toxico (necrético) de los canales
radiculares, antes de la instrumentacion, para evitar la extrusion de contenido necrotico a

la region principal.

Dicha neutralizacion debe de ser progresiva, en sentido de la corona al &pice sin
presion, por medio de la limpieza de los tercios cervical y medio del canal, antes de
intervenir en el tercio apical. La neutralizacion y remocion del contenido septico tdxico
debe de ser realizada hasta a 2 0 3 milimetros de distancia del apice radiografico o del
limite del esmalte de rizdlisis, con limas tipo K manuales e irrigacién/ aspiracién con
solucion de hipoclorito de sodio a 1 por ciento. En los casos que el mufion pulpar tenga
vitalidad, se debe llevar a cabo la preparacion biomecanica en el limite de la ondometria,
0 sea, a 1 milimetro del &pice radiografico o del limite del esmalte de rizdlisis, utilizando
las limas de segunda serie para los dientes anteriores y las de primera serie para los
posteriores. Teniendo en cuenta que, en estos casos, los microorganismos estan
localizados apenas en el haz del canal principal, la curacién entre sesiones no es

fundamental, pudiéndose obturar los canales en la misma sesion (44).

8.1.2 NECROPULPECTOMIA II

Comunmente, un diente con lesién periapical (rarificacion 6Osea en el area de
bi/trifurcacion o lesion inter-radicular) es caracteristica un proceso infeccioso de larga
duracion. Asi, los dientes primarios con lesién periapical inter-radicular presentan
microorganismos mas virulentos y diseminados por todo el sistema de canales radiculares,
0 sea, el canal principal, los tibulos dentales, las lagunas de asentamiento, erosiones
apicales, areas de rizélisis, e incluso, en la biocapa apical, que son areas inaccesibles a la
preparacion biomecanica. Ademas, se observan alteraciones morfologicas en la region
apical, incluyendo la destruccion de las fibras del ligamento periodontal radicular y una

reabsorcion de los tejidos mineralizados, con exposicion de los tabulos dentinarios (44).

9 MEDICAMENTO INTRACONDUCTO
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El criterio para un material de relleno ideal del conducto en dientes primarios ha
sido descrito por varios autores. El material se debe de reabsorber al mismo tiempo que
se reabsorbe los 6rganos dentarios, debe ser inofensivo para los tejidos periapicales y el
germen del 6rgano dentario permanente, rapida absorcion si el material es proyectado mas
alla del apice, antiséptico, rellene facilmente los conductos radiculares, adherencia a las
paredes del canal, no se encoge, se puede eliminar facilmente de ser necesario, en

radiografias debe poder observarse una silueta radiopaca y no debe decolorar el diente.

Los tres materiales més utilizados para rellenar los canales primarios de la pulpa son

Oxido de zinc-eugenol (ZOE), hidréxido de calcio y pastas a base de yodoformo (45).
9.1 OXIDO DE ZINC-EUGENOL

Sweet AC describié en 1930 el uso del 6xido de zinc-eugenol (ZOE) como material
de relleno del conducto radicular para molares primarios y otros autores lo han apoyado
desde entonces gracias al éxito que han logrado con sus pacientes en tratamientos pulpares
(46).

El 6xido de zinc-eugenol se ha utilizado tradicionalmente como material obturador en
la denticién primaria y fue el primer material obturador recomendado para dientes
primarios. Sin embargo, su tasa de reabsorcion es mas lenta que la de los dientes deciduos,
ademas que puede irritar los tejidos periapicales, puede causar necrosis de los huesos y

el cemento y puede alterar el camino de la erupcion del diente de succién (47).
9.2 HIDROXIDO DE CALCIO

El hidroxido de calcio (Ca (OH)2) es un material ampliamente utilizado en los

tratamientos de endodoncia desde 1920 cuando Herman lo present6 por primera vez (48).

Es un polvo blanco inodoro con la formula quimica “Ca” y un peso molecular de 74.08
(Farhad y Mohammadi 2005). Tiene baja solubilidad en agua (alrededor de 1.2 g L), que
disminuye con un aumento de la temperatura. Se ha demostrado que el coeficiente de
disociacién del Ca controla la liberacion lenta de los iones de calcio e hidroxilo (Rehman
et al. 1996).
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Esta baja solubilidad es una caracteristica clinica til, ya que es necesario un periodo
prolongado antes de solubilizarse cuando estd en contacto directo con fluidos de tejidos
vitales (Spa’ngberg & Haapasalo 2002). El polvo puro tiene un pH alto (aproximadamente
12.5-12.8) y es insoluble en alcohol (Farhad y Mohammadi 2005). El material se clasifica
guimicamente como una base fuerte, sus acciones principales provienen de la disociacion

ionica de los iones Ca + y OH y su efecto en los tejidos vitales (49).

Sus propiedades para controlar la inflamacion, y su actividad antimicrobiana, lo hacen
recomendable para su ocupacion como medicamento topico entre sesiones 0 como
componente de materiales de obturacién temporarios y definitivos. Es un material
ampliamente utilizado en odontologia conservadora de facil manejo, sencilla aplicacién y

de muy bajo costo (48).
9.3 PASTAS A BASE DE YODOFORMO

Existen varias pastas de hidroxido de calcio (CH) que contienen yodoformo. ElI CH
proporciona el entorno de alto pH (> 10) que, en conjunto con el yodoformo, tiene un alto
efecto bacteriostatico. Esta combinacion puede dar a tales pastas el papel de posiblemente
ser materiales ideales para rellenar los conductos radiculares primarios. Estas pastas
también parecen absorberse facilmente durante la reabsorcion de la raiz de los dientes
primarios. Sin embargo, debido a la falta de estudios de resultados clinicos extensivos, no

se puede afirmar que las pastas sean superiores a las ZOE.

El Vitapex es una combinacion de 30% de hidroxido de calcio, 40.4% de yodoformo
y 22.4% de aceite de silicona. Es radiopaco, premezclado, facil de usar (punta de jeringa
de plastico), facil de extraer, absorbible si se extruye inadvertidamente mas alla del
vértice, y se ha convertido en un material popular. Endoflas es un material de uso frecuente
en América del Sur. La formulacion exacta no esta disponible, pero se cree que es CH
combinado con yodoformo. No parece tener una tasa de éxito tan alta como el ZOE y una
de sus desventajas es que Endoflas debe mezclarse junto a la silla en el momento de la
colocacion, y debe transportarse hacia el conducto con un Iéntulo o un instrumento

rotatorio.
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La pasta KRI es una de las pastas basadas en yodoformo que ha demostrado altas tasas
de éxito (84%) en comparacion con ZOE (65%) (50). EI componente principal de la pasta
KRI es el yodoformo (80.8%) combinado con clorofenol, alcanfor y mentol. La pasta de
Maisto se introdujo en 1967 como una pasta con yodoformo y ZOE, se informo gue tenia
tasas de éxito significativamente mas altas (100%) en comparacion con el uso Unico del
ZOE. La pasta de Walkhoff consta de 80% de pasta de yodoformo y es reabsorbible, pero
no existe una investigacion clinica para comparar su uso con los otros materiales. Metapex
es similar a Vitapex y también tiene una alta tasa de éxito (90.5%), pero no hay ningun

estudio que compare estos dos materiales (51).
94CTzZ

Cappiello en 1964 recomendd una pasta de cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinc 'y
eugenol (pasta CTZ) para el tratamiento de dientes primarios con pulpitis irreversible y/o
necrosis, por lo tanto, los materiales dentales utilizados deben presentar caracteristicas
especiales para poder ser compatibles ya que su relacion intima de los dientes primarios
con sus sucesores permanentes los convierte en una unidad interconectada. La region
interradicular de los molares primarios proporciona una comunicacion pulpa-periodontal
en la que los productos de descomposicion de la pulpa o materiales tdxicos pueden

penetrar la encia y desencadenar una reaccion inflamatoria (52).

Existen estudios que indican que la eficacia de la pasta antibidtica CTZ (cloranfenicol,
tetraciclina y 6xido de zinc-eugenol) se debe a su accion antimicrobiana (53),
principalmente debido a la presencia en su composicién de dos antibi6ticos de amplio
espectro: tetraciclina y cloranfenicol. El primer medicamento es un antimicrobiano que
actla contra una gran cantidad de bacterias aerobicas, anaerobios y espiroquetas

facultativos, asi como contra los microorganismos Gram (+) y Gram (-).

Esta contraindicado en nifios pequefios y mujeres embarazadas. Entre los efectos
secundarios adversos, se han notificado reacciones alérgicas y autoinmunes a los
medicamentos, sin embargo, las reacciones alérgicas se consideran menos frecuentes en
comparacion con otros farmacos. El segundo medicamento es un antibiotico de amplio
espectro, que puede ser bactericida en altas concentraciones, ofrece una excelente

efectividad contra las bacterias Gram (-) y contra todos los anaerobios; Debido a su gran
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solubilidad permiten una amplia distribucién por los tejidos y fluidos corporales,
aumentando su poder de accion. Su uso prolongado y en dosis muy altas puede llevar a
efectos adversos a nivel hematoldgico. Segun Sanchez y otros colaboradores, las
reacciones alérgicas a este medicamento son muy raras. El 6xido de zinc-eugenol,
proporciona propiedades analgésicas y una potente accion antibacteriana contra
Staphylococcus, Micrococci, Bacillus y Enterobacteria por mas de 30 dias (54).
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JUSTIFICACION

Actualmente en nuestro pais existe un alto indice de pacientes infantiles que presentan
la enfermedad conocida como caries dental, misma que progresa con infeccion debido a
las bacterias que descomponen el tejido pulpar y en muchas ocasiones pasan de un estado

de pulpitis a necrosis pulpar.

Ante un proceso infeccioso como la necrosis pulpar con compromiso perirradicular,
es de suma importancia realizar un correcto diagnéstico y tratamiento pulpar, conocido
como pulpectomia, para posteriormente realizar su obturacion con un material

reabsorbible y fisiol6gicamente tolerable

El uso de las pastas antibidticas es una alternativa para el tratamiento de pulpectomia
permitiendo la erradicacion total de las bacterias presentes en el conducto radicular,
ademas de que juega un rol importante destacando el tiempo de operatoria en pacientes
poco cooperadores, asi como sus propiedades antimicrobianas, por ser bacteriostatico,
bactericida, radiograficamente radiopaco, biocompatible, antiséptico y de facil remocion.

Hoy en dia existe poca informacion acerca de los distintos materiales de obturacion,
la decision de cual usar queda a criterio del profesional, recomendando como primera
opcidn el CTZ ya que sus componentes nos evidencian ser mas efectivos al primer mes
revelando una reduccién o estabilizacion de las lesiones periapicales referido en diversos

estudios.

Este proyecto de investigacion se llevara a cabo en la Clinica de Odontologia Infantil
y en el Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel, el cual cuenta con los materiales
y equipos para realizar dicho abordaje cientifico, por lo que el odontdlogo sera beneficiado
teniendo a su alcance un mejor conocimiento sobre las ventajas y desventajas de la pasta

CTZ a nivel antimicrobiano.
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OBJETIVOS

10 OBJETIVO GENERAL

10.1 Determinar el efecto antibacterial de una pasta antibidtica contra las cepas

bacterianas representativas del microbiota de pulpas necrdticas en dientes temporales.

11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

11.1 Determinar el efecto antibacterial de la pasta CTZ a través del Método Kirby-Bauer
en contacto con las cepas bacterianas Fusobacterium nucleatum, Enterococcus faecalis,

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia

11.2 Determinar el efecto antibacterial del Ultrapex en grupo control a través del Método
Kirby-Bauer en contacto con las cepas bacterianas Fusobacterium nucleatum,

Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO

Estudio experimental, In vitro, porque sera realizado en un ambiente controlado y
prospectivo porque los datos seran recolectados despues de la interaccion de las pastas

medicadas.

VARIABLES Y ANALISIS ESTADISTICO

bacteriano en
una placa
petri

inoculada con

la bacteria

Variable Tipo de Definicién Indicador Escala de Anélisis
Variable Operacional medicion | estadistico

Actividad Dependiente | Medicion del | Didmetro del halo | Cuantitativa | -
antibacteriana halo de | de inhibicion de las

Fusobacterium inhibicion, unidades Numeral

nucleatum formado formadoras de

Porphyromona alrededor de | colonias

gingivalis un pozo en el

Enterococcus agar de 4 mm

faecalis de diametro

Prevotella en la que no

intermedia existe

crecimiento

Pasta medicada

CTZ

Independiente

Medicion de
los halos de

inhibicion

Diametro del halo

de inhibicién de las

unidades

Cuantitativo
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formadoras de

colonias
Pasta medicada Independiente | Medicion de | Didmetro del halo | Cuantitativo
Ultrapex los halos de | de inhibicion de las
inhibicion unidades
formadoras de
colonias
Control Positivo Independiente | Colocacion Didmetro del halo | Cuantitativo
Clorhexidina de 100pl en | de inhibicion de las
2% filtro de papel | unidades
formadoras de
colonias
Control Negativo Independiente | Colocacion No debe existir halo | Cualitativa
Medio (HBS) de 100yl en | de inhibicion para
filtro de papel | confirmar el
crecimiento
bacteriano
Tiempo Independiente | Medicién del | Tiempo de | Ordinal
halo observacién del | (No existe
efecto una
antibacteriano (72 | variacién)

horas)
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POBLACION DE ESTUDIO

Cepas bacterianas pertenecientes al grupo de Enterococcus faecalis,

Porphyromona gingivalis, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum.

12 Criterios de inclusion:

12.1 Bacterias anaerobias gram-negativas pertenecientes al grupo de Fusobacterium
nucleatum.

12.2 Bacterias anaerobias gram-positivas pertenecientes al grupo de Enterococcus
faecalis.

12.3 Bacterias anaerobias gram-negativas pertenecientes al grupo de Porphyromona
gingivalis.

12.4 Bacterias anaerobias gram-negativas pertenecientes al grupo de Prevotella

intermedia.

13 Criterios de exclusion:

13.1 Bacterias oportunistas
14 Criterios de eliminacion:

14.1 Placas de Petri contaminadas

14.2 Ausencia de crecimiento de las cepas bacterianas
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METODOLOGIA

1. Preparacion del Agar

El medio de cultivo Agar se preparé siguiendo las instrucciones del fabricante,
disolviendo 40g del medio deshidratado en 1L de agua destilada, luego se calienta
en agua hirviendo y se agita con frecuencia hasta la total disolucion

aproximadamente por 1 minuto y se retira de la plataforma de agitacion.

BALANZA MECANICA

Figura 2. Preparacion de Agar
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

Se traspasa el Agar en frascos para luego agregar con una pipeta, 5SmL de Hemina y
proceder a enfriarlo a temperatura ambiente, dejando que tenga contacto por el exterior
con agua fria hasta que alcance una temperatura de 45°C, para proseguir con la colocacién
de vitamina K y sangre desfibrinada al 2%, agitando y evitando que se formen burbujas

al verter en las placas Petri.
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Figura 3. Hemina, Sangre de carnero desfibrinada y placa Petri final
(De izquiera a derecha)
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

2. Proceso de Cepas Bacterias

Las actividades referentes al procesamiento de las cepas bacterianas fueron realizadas

bajo el protocolo y supervision del Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel.
2.1 Adquisicion de las Bacterias

Las bacterias fueron adquiridas del Laboratorio de Genética molecular. Se
conservaron en su envase original a una temperatura de refrigeracion (-80°C) hasta su

reactivacion.
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Figura 4. Caja de Cepas Bacterianas
Fuente: Laboratorio de Biologia Periodontal y Genética Molecular, UNAM

Autor: Casandra Casanova

2.2 Reactivacion de cepas bacterianas

Para activar las cepas bacterianas, se sembraron en un medio de cultivo Agar
Tripticasa de Soya, se incubaron a 37°C por 72 horas y una vez reactivadas, se tomé una

muestra y se realizd una transferencia para poder aislar a las bacterias de forma limpia y

pura.

Figura 5. Cultivo de la cepa bacteriana

Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova
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3. Preparacion de suspension bacteriana

Se recogio una porcion de colonias bacterianas que se formaron en el medio de cultivo
solido previamente elaborado mediante un asa microbiologica estéril y la colocamos en
medio de cultivo, para luego obtener la carga bacteriana ideal ya establecida por la
maquina D30, siendo de esta manera una suspension a la escala 1 de turbidez de
McFarland.

Figura 6. Preparacion de la suspension bacteriana

Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova
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4. Colocacion de CTZ en Placa Petri

Mediante la ayuda de un punch para biopsia de 4 mm de didmetro, se procedio a la
confeccion de un pozo en el agar en una placa Petri para la colocacion de la pasta medicada

CTZ y en otra placa Petri para la pasta medicada Ultrapex.

Para el grupo control positivo y negativo no fue necesaria la confeccion de pozos, se

utilizaron filtros de papel de 3 mm de diametro con una distancia de 10 mm entre ellos.

Figura 7. Practica de preparacion de pozos

Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel Autor: Casandra Casanova

5. Inoculacién de cepas bacterianas

Con la ayuda de una pipeta se tomaron 50 pl de la suspension a la escala 1 de
McFarland y se procede a realizar la siembra en el agar mediante un asa estéril utilizando

la técnica por extension.
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Figura 8. Inoculacion de placa Petri
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

6. Composicion y manejo de pastas medicadas
6.1CTZ

La pasta utilizada es fabricada en la Universidad Autonoma de México y su contenido
en frasco es de 40 gr, la composicién consta de 50 gr de Oxido de Zinc, 10 gr de
Cloranfenicol y 10 gr de Tetracilina. Este polvo es resguardado en un frasco color ambar

para evitar su exposicion solar, humedad y su caducidad es de 30 dias.

La porcién por utilizar en el pozo de agar consta de 1 cucharadita medidora de
ionémero al ras (113mg) y 12.5 ul de eugenol, se mezcla uniformemente hasta tener una
consistencia pastosa y se coloca con la ayuda de una dicalera estéril dentro del pozo hasta

cubrirlo por completo.
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Figura 9. Balanza electrénica con CTZ

Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

6.2 Ultrapex

El ultrapex es una pasta premezclada a base de hidroxido de calcio con yodoformo y
glicerina, no fue necesario realizar nada méas que la aplicacion dentro del pozo de agar

rellenandolo por completo.

7. Control positivo y negativo

La clorhexidina al .2% y el medio fueron colocados en filtros de papel con pipetas y
puntas estériles en una cantidad de 10 pl cada una.

8. Incubacion de la muestra

Una vez finalizada la colocacion de sustancias de estudio, se procedié a incubar las
muestras, dicho proceso se llevo a cabo dentro de una camara de anaerobiosis que brindara

la temperatura correcta de 34°C para el crecimiento bacteriano durante 72 horas.
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Figura 10. Camara de anaerobiosis
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

9. Medicion de Halos y captura de resultados

Para medida de los halos de inhibicion se utilizé una regla, la cual nos determiné la
cantidad de diametro en milimetros de cada halo. La lectura se realiz6 a las 72 horas y las
mediciones se catalogaron en la ficha de recoleccion de datos para la captura posterior de

la placa Petri con el dispositivo aCOLyte 3 HD.

Figura 11. Medicién de Halo y software aCOLyte 3 HD
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

36



ASPECTOS ETICOS

Este proyecto de investigacion se sustenta de acuerdo con los principios cientificos
y éticos que no atentan la integridad de los tejidos involucrados, teniendo en cuenta
las medidas establecidas en la NOM-013-SSA-19994.
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RESULTADOS

En funcion de los cuatro microorganismos suministrados por el Laboratorio de
Genética Molecular de la DEPel, se dividieron los dos medicamentos a estudiar en placas
Petri individuales debido a su efecto antimicrobiano (CTZ y Ultrapex) y los grupos control

a estudiar en una placa Petri, siendo un total de 12 placas Petri.

Los resultados obtenidos se redactaron de mayor a menor de acuerdo a la
sensibilidad de la pasta antimicrobiana conocida como CTZ. P. intermedia es la cepa con
mayor sensibilidad presentando un halo de inhibicion de 70 mm, seguida por F. nucleatum
y P. gingivalis con un halo de inhibicién de 65 mm. La cepa bacteriana mas resistente al

CTZ fue E. facealis presentando 31 mm de halo de inhibicion.

Medicamento Halo de Inhibicion (mm)
Ultrapex 0
CTz 31
Clorhexidina 10
Medio 0

Figura 1. E. faecalis: CTZ, Ultrapex, Medio, Clorhexidina (lzq a Der)
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova
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El P.intermedia fue la Unica cepa bacteriana que presentd sensibilidad hacia el
Ultrapex, creando un halo de inhibicion de 70 mm, mientras que F. nucleatum, P.

gingivalis y E. faecalis tuvieron crecimiento sobre de toda la superficie de la placa Petri a

analizar.
Medicamento Halo de Inhibicion (mm)
Ultrapex 0
CTz 70
Clorhexidina 20
Medio 0

Figura 2. P. intermedia: CTZ, Ultrapex, Medio, Clorhexidina (lzq a Der)

Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

E. faecalis es la Gnica cepa bacteriana que presentd un poco mas de resistencia que
las demas respecto a la clorhexidina, evidenciando un halo de inhibicién de 10 mm. P.

gingivalis, P. intermedia y F. nucleatum obtuvieron un halo de inhibicion de 20 mm.

39



Medicamento Halo de Inhibicion (mm)

Ultrapex 0
CTz 65
Clorhexidina 20
Medio 0

Figura 3. F. nucleatum: CTZ, Ultrapex, Medio, Clorhexidina (lzq a Der)
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova

Medicamento Halo de Inhibicion (mm)
Ultrapex 0
CTz 65
Clorhexidina 20
Medio 0

Figura 4. P. gingivalis: CTZ, Ultrapex, Medio, Clorhexidina (Izq a Der)
Fuente: Laboratorio de Genética Molecular de la DEPel

Autor: Casandra Casanova
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DISCUSION

Esta investigacion tuvo como proposito demostrar que el uso de una pasta
antibidtica tiene resultados satisfactorios contra diferentes cepas representativas de
infecciones necrdticas de 6rganos dentarios infantiles. Se pretendié examinar a la cepa
mas susceptible a los antimicrobianos. Ademaés, se realizd el mismo método para
determinar si el material nimero uno de la comunidad odontopediatrica conocido como
Ultrapex presentaba actividad antimicrobiana contra estas mismas cepas y también se

presentd un control negativo y un control positivo (clorhexidina).

La presente investigacion utilizé la bacteria Enterococcus faecalis, considerada
prevalente en conductos radiculares con fracaso en los tratamientos pulpares vy
obturaciones temporadas, e incluso, mostrando adn su virulencia en presencia de
medicacion intraconducto (37,55). Fusobacterium nucleatum también fue evaluado
debido a su capacidad de adhesion a las células epiteliales y su infiltracion en tejidos
profundos, se ve implicado en varias formas de enfermedad periodontal pero también esta
incluida en infecciones pulpares (56). Phorphyromona gingivalis se encarga por su parte,
de perpetuar el estado inflamatorio e interferir con los mecanismos de produccion de
citoquinas y muerte celular en las células del huésped, lo que resulta finalmente en la
destruccion del tejido pulpar (39). Prevotella intermedia es un microrganismo que se
detecta con frecuencia en los estudios especializados de PCR, Tavares et al. Detectaron
su presencia en un 96.9% de las muestras con pulpa necrética y U. Thimmegowda et al.
un 53.3% de sus muestras (57,58).

Del anélisis de los resultados de este estudio se puede afirmar que la accion
antimicrobiana del CTZ fue exitoso, presentando el E. faecalis un halo de inhibicion de
31 mm, F. nucleatum de 65 mm, P. gingivalis de 65 mm y P. intermedia de 70 mm, siendo
el E. faecalis el de mayor resistencia a la inhibicion bacteriana y el P. intermedia el mas

susceptible.
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Una investigacion que tuvo como objetivo analizar in vitro la accion
antimicrobiana de la pasta CTZ sobre el E. faecalis, se logré observar un halo de inhibicién
promedio de 30 mm, concluyendo en su investigacion que esta pasta puede ser una
alternativa al tratamiento endodontico radical, evitando la pérdida temprana de dientes
deciduos con afectacion pulpar (59). Adl et al. utilizé en su ensayo el método de difusion
de pozos agar y el método de MIC para determinar la eficacia de nueve grupos de
medicamentos evaluandolos en cuatro concentraciones (25, 50, 100 y 200 pg por ml), los
diametros de las zonas de inhibicion de crecimiento se registraron y evaluaron, dando
como resultado general que la triple pasta antibiotica (metronidazol, ciprofloxacino y
minociclina) en combinacion con solucion salina normal o clorhexidina al 2% producira
la mayor zona de inhibicion contra E. faecalis. Los resultados también demuestran que la

Minociclina es el componente mas eficaz de la pasta antibiotica (60,61).

La bacteria Porphyromona gingivalis es la bacteria mas prevalente en necrosis
pulpar y lesiones periapicales, en una investigacion se comparo la susceptibilidad de este
microorganismo frente a la pasta 3 mix (metronidazol, criprofloxacino y minociclina),
indicando que no se observo la formacion de halos, ya que el medicamento inhibid
completamente el crecimiento, resultados similares a lo que se observé en este estudio
(59).

Mattos et al. tuvo como propdsito evaluar los efectos antimicrobianos de una pasta
endodontica preparada con tetraciclina, tiamfenicol y 6xido de zinc, también se considerd
utilizar como control positivo a la tetraciclina para el analisis de diversas cepas bacterianas
entre las cuales se encuentra Fusobacterium nucleatum. Los resultados obtenidos
demuestran la efectividad de esta pasta antibiotica y del control positivo, aceptando su uso
en la odontopediatria ya que se muestra un efecto en el halo de inhibicién de 30 mm en

ambos casos (62).

Pérez H et al. emplearon la pasta antibidtica CTZ mediante la técnica de
endodoncia no instrumentada en la cual no se elimina por completo el tejido necrético
infectado y eliminando los microorganismos presentes en necrosis pulpar, obteniendo

evolucion favorable en la zona interradicular en el 85,7% de los casos (7).
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Piva et al. compard diversos medicamentos (CTZ, OZE, CALEN, MTA, L&C)
segun su halo de inhibicién y su accion antimicrobiana. En los materiales ensayados, las
pastas Guedes-Pinto y CTZ tuvieron un halo de inhibicidn significativamente mayor que
el OZE, CALEN, MTA y L&C, sin embargo, entre la pasta Guedes-Pinto y la pasta CTZ
no existié una diferencia significativa, su halo maximo de ambas pastas fue de 21 mm
actuando sobre diversas cepas bacterianas, entre las cuales se encontraba el Enterococcus
faecalis (64).

Una de las desventajas que genera la resistencia hacia el uso de la pasta CTZ en
los odontopediatras, son las manchas dentales a causa de la Tetracilina, ya que durante el
periodo de la odontogénesis se produce un oscurecimiento dental. Sin embargo, se
identificd que este antibidtico no actla localmente y que cualquier mancha que pueda
ocurrir se debe a la inflamacion en la region periapical generada por la participacion pulpar
del predecesor deciduo (65,66).

Amorin et al. determinaron la eficacia antimicrobiana y biocompatibilidad de
diversas pastas empleadas, estas fueron analizadas mediante dos métodos experimentales
y se llegd a la conclusién que por el método de exposicion directa todas las pastas
empleadas mostraron eficacia antimicrobiana; sin embargo, mediante el método de
difusion en agar, la pasta CTZ presentd la mejor actividad antimicrobiana (67). Otro
estudio realizado en Brasil llevando a cabo una metodologia parecida, expuso resultados
similares con la pasta CTZ, siendo esta la pasta con mayor ausencia de crecimiento
bacteriano (64).

Es importante mencionar que la realizacion de un estudio experimenta in vitro
tiene limitaciones con respecto a la traduccién de los resultados a la practica clinica, pero
a su vez nos permite controlar algunos factores que no serian posibles en un estudio in
vivo, tales como la temperatura, el tiempo, la cantidad de material y, sobre todo, las cepas

bacterianas pertenecientes a la pulpa necrotica.

Actualmente, se investigan diversas alternativas para la medicacion intraconducto,
que contemplan elementos sintetizados en laboratorio y sustancias obtenidas a partir de
productos naturales, como es el caso del prépolis o propoleo, una sustancia resinosa y

pegajosa, de color verde pardo, castafio 0 negro con sabor acre que es elaborado por la
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abeja Apis mellifera mediante exudados vegetales mezclados con sustancias propias de
las abejas y con los balsamos procedentes del polen, cuya funcién en la colmena es de

sellarla herméticamente e impedir infecciones en ella (68).

Al propoleo se atribuyen propiedades antibacterianas, antivirales, antifngicas,
antioxidantes,  antiinflamatorias,  cicatrizantes, anestésicas, antitumorales e
inmunomoduladores. En cuanto a su actividad antimicrobiana el mecanismo de accion del
propdleo es complejo y se atribuye a la sinergia entre los elementos que lo componen,
como flavonoides, acidos grasos, &cidos aromaticos, ésteres, hidroxiacidos,
sesquiterpenos y otros compuestos fendlicos. Es capaz de inhibir la sintesis de mediadores
del proceso de inflamacion, como las prostaglandinas y leucotrienos, asi como promover

la actividad fagocitica (69).

Torres Mantilla et al compararon el efecto antibacteriano de un extracto etanélico
de propoleo en dos concentraciones (20% — 30%) y a las 24 horas y 48 horas frente a
Enterococcus faecalis y Fusobacterium nucleatum obteniendo halos de inhibicion de
10.32 mm - 14.23 mm con E. faecalis a las 24 horas y de 11 mm — 14.96 mm a las 48
horas. Los resultados con F. nucleatum fueron a los 7 dias con un halo de inhibicion al
20% de 18.89 mm y con un 30% se observaron halos de inhibicion con media de 23.17
mm (70).

Dicha investigacion evidencié que un extracto etanolico elaborado a partir del
propdleo tiene efecto bacteriano a concentraciones de 20% y 30% contra cepas de una
pulpa necrotica, sin embargo, a pesar de tener similitudes con la investigacion del CTZ,
existe sin duda una mayor inhibicion bacteriana con la pasta CTZ, obteniendo halos de

que triplican en tamafio.

Gilad et al. Realiz6 un estudio en el que desarroll6 un nuevo dispositivo de
administracion local que libera una dosis sustancial de clindamicina en los conductos
radiculares. Fabrico fibras de etileno vinil acetato impregnadas de dicho antibiético y
establecio la sensibilidad de los microorganismos endoddnticos en un modelo in vitro,
concluyendo que la clindamicina es particularmente efectiva contra las especies de
Prevotella intermedia y Porphyromona. La sensibilidad bacteriana a la clindamicina se

evalué colocando 10/~1 gotas de diferentes concentraciones de solucion salina tamponada
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con clindamicina, demostrando grados variables de inhibicién, P. intermedia mostro el
mayor grado de sensibilidad (>100mm), seguida de F. nucleatum, P. micros y S.

intermedius (71).

Por otro lado, se ha descubierto que los aceites esenciales también poseen una
excelente actividad farmacologica-antibacteriana y antifingica, por lo tanto, son una
nueva fuente prometedora de farmacos naturales. El aceite de orégano y de palo rosa han
demostrado una notable actividad contra E. faecalis en ensayos in vitro (72). En un estudio
realizado por Tiwari G. et al se utilizaron aceites esenciales en combinacién con hidroxido
de calcio y se compararon con una pasta antibidtica que contenia ciprofloxacino,
metronidazol y minociclina; todos los medicamentos fueron efectivos al inhibir el
crecimiento bacteriano, el aceite de orégano fue el segundo halo de inhibicién mas grande
con un resultado de 25 mm y en primer lugar la pasta antibi6tica con un halo de inhibicion
de 27.4 mm (73).

Los resultados del presente estudio respaldan las pautas de la Academia
Estadounidense de Odontologia Pediatrica en las que prefieren las pastas endodonticas
que contienen antibidticos. De hecho, nuestros resultados demostraron que la pasta CTZ
presenta una excelente actividad antimicrobiana contra las bacterias de infecciones
endoddnticas en dientes temporales. Aunque la prueba de difusién en ganar puede no
proporcionar condiciones similares para comprar diferentes sustancias, con diferentes
propiedades de solubilidad y difusion, tiene suficiente sensibilidad y puede usarse como

un método de deteccidn de primer paso de materiales antimicrobianos.
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CONCLUSION

En esta investigacion, la pasta CTZ presentd valores altos de inhibicion del
crecimiento frente a las bacterias ensayadas, obteniendo el Enterococcus faecalis el puesto
de la cepa con mayor resistencia y la Prevotella intermedia la cepa con mayor sensibilidad
a los antibioticos. Estos resultados también fueron encontrados por otros investigadores
que recomendaban la adicion de medicacion antimicrobiana en las pastas de obturacion
utilizadas en los dientes temporales porque proporcionan la eliminacién de

microorganismos después de la terapia pulpar.

Esta pasta se compone de antibidticos bacteriostaticos de amplio espectro. El 6xido
de zinc tiene una tasa de absorcion baja cuando se usa en pastas para rellenar los conductos
radiculares de los dientes temporales y el eugenol también tiene accidn antimicrobiana.
En este informe, la pasta CTZ mostro resultados in vitro superiores a los demostrados por

el ultrapex, nuestro grupo control.
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