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RESUMEN
Nombre: Marisol Elizabeth Bulnes Garcia
Director: M.S. Jorge Jaime Flores Trevifio
Co-directora: M.C.E.E. Idalia Rodriguez Delgado Ph.D.
Facultad de Odontologia
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Maestria en Ciencias Odontoldgicas en el Area de Endodoncia

Introduccién: Es primordial como objetivo del tratamiento de conductos radiculares
poder tener una completa erradicacion de la microflora endodéntica para tener éxito. Sin
embargo, los métodos actuales para evaluar las bacterias presentes en una necrosis
pulpar o una periodontitis apical no son ampliamente practicados. El trifosfato de
adenosina (ATP) es un indicador de células vivas. La lectura del ATP basado en la
bioluminiscencia es facil de realizar y los resultados se pueden obtener en un marco de
tiempo clinicamente relevante de 5 minutos. Objetivo: Evaluar la sensibilidad de
deteccion del ATP de las bacterias con el uso del Luminémetro MVP ICON durante el
tratamiento de endodoncia comparado con el método de cultivo tradicional, de muestras
de conductos radiculares de pacientes sometidos a tratamientos endodonticos.
Materiales y Métodos: El estudio se dividié en dos etapas, una in-vitro utilizando 24
dientes unirradiculares donde se les inoculd E. faecalis por 24 hrs a 37°C después se
procedi6 a tomar la muestra con dos puntas de papel, se colocaron en el MVP Icon y el
cultivo anaerdbico. La lectura se realizd en un lector de placas de 96 pozos. Para el
estudio in vivo se tomaron de 9 pacientes sometidos a tratamiento de conducto, dos
muestras del conducto radicular antes de tomar longitud de trabajo y dos muestras al
terminar de instrumentar con Wave One Gold Large 045/.05 y haber realizado el
protocolo de irrigacion con NaOCl y EDTA, y se sometieron a la lectura de ATP y
cultivo anaerobio. Resultados: Las condiciones experimentales utilizadas en los
estudios in vitro e in vivo son completamente distintos, obteniendo niveles bajos de
concordancia. En cambio en cuanto a los dos métodos utilizados, se demostraron
niveles altos de asociacion, existiendo una fuerte relacion en cuanto a sus resultados
cuantitativos, obteniendo en este caso rangos similares de contaminacién y desinfeccion.
Conclusiones: El método de bioluminiscencia se puede utilizar como una herramienta
rapida y eficaz para determinar la presencia de bacterias durante el tratamiento de
endodoncia. El uso de este método pudiera ser una herramienta adicional durante el
tratamiento para evitar posibles re-infecciones.



ABSTRACT
Name: Marisol Elizabeth Bulnes Garcia
Director: M.S. Jorge Jaime Flores Trevifio
Co-director: M.C.E.E. Idalia Rodriguez Delgado Ph.D.
Facultad de Odontologia
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Maestria en Ciencias Odontolégicas en el Area de Endodoncia

Introduction: As an objective of root canal treatment it is essential to have a complete
eradication of the endodontic microflora to have a successful outcome. However, current
methods for evaluating bacteria present in pulpal necrosis or apical periodontitis are not
widely practiced. Adenosine triphosphate (ATP) is an indicator of living cells. The
reading of the ATP based on bioluminescence is easy to perform and the results can be
obtained in a clinically time frame of 5 minutes. Objective: To evaluate the detection
sensitivity of bacterial ATP with the use of the MVP Icon Luminometer during the
endodontic treatment compared to the traditional culture method, of root canal samples
of patients undergoing endodontic treatments. Materials and Methods: The study was
divided into two phases, an in-vitro using 24 uniradicular teeth where they were
inoculated E. faecalis for 24 hrs at 37°C then proceeded to take the sample with two
paper points, they were placed in the MVP ICON and anaerobic culture. The reading
was made in a 96-well plate reader. In the in vivo study, 9 patients undergoing root canal
treatment were taken, two samples of the root canal before taking working length and
two samples after finishing with Wave One Gold Large 045/.05 and having performed
the irrigation protocol with NaOCl and EDTA, and were subjected to the reading of ATP
and anaerobic culture. Results: The experimental conditions used in the in vitro and in
vivo studies are completely different, obtaining low levels of concordance. On the other
hand, in terms of the two methods used, high levels of association were demonstrated,
with a strong relationship in terms of their quantitative results, obtaining in this case
similar ranges of contamination and disinfection. Conclusions: The bioluminescence
method can be used as a rapid and effective tool to determine the presence of bacteria
during root canal treatment. The use of this device could be an additional method during
root canal therapy to avoid possible re-infections.
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1. INTRODUCCION

Los objetivos de la terapia endoddntica son la preparacion de los conductos radiculares,
eliminando de forma mecdnica con instrumentos manuales o rotatorios el tejido pulpar
ya sea vital o necrdtico y sus tejidos remanentes, otorgando una conformacién al
conducto permitiendo el uso de soluciones irrigantes que permitan el lavado, la
disolucién del tejido y la lubricacién del mismo, para evitar que los microorganismos
infecten o re-infecten el sistema de conductos y los tejidos perirradiculares. La
eliminaciéon completa de las bacterias se asocia con altas tasas de éxito, sin embargo
sabemos que al no ser totalmente eliminadas son el factor principal de fracaso.
Actualmente en la prictica clinica se finaliza un tratamiento endodéntico de forma
subjetiva observando la presencia de dentina blanca en los instrumentos, identificando
algin resto de tejido remanente y otros. La deteccion de bacterias con métodos como el
conteo de unidades formadoras de colonias (CFU) y la reaccién en cadena de la
polimerasa consumen tiempo, haciéndolos inviables durante la clinica. Un nuevo
método deteccion de bacterias es el uso del trifosfato de adenosina (ATP), que es la
principal fuente de energia para las funciones celulares en organismos vivos y sirve
como un indicador de actividad metabodlica en células viables. Este método obtiene
resultados de forma precisa y rdpida siendo predecible durante su uso en el tratamiento
de conductos.

En este estudio se compar6 la sensibilidad y efectividad del método de deteccion del
ATP con el Luminémetro MVP ICON, versus el método de cultivo tradicional in vitro e
in vivo, determinando si esta herramienta puede ser inmediata y efectiva para detectar la
posible presencia de bacterias durante el tratamiento de endodoncia.
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2. HIPOTESIS

El uso del MPV ICON es un método ideal para detectar bacterias durante el tratamiento
endodontal.

Hipétesis nula: El uso del MPV ICON no es un método ideal para detectar bacterias
durante el tratamiento endodontal.

12



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Generales

Evaluar la sensibilidad del ATP de las bacterias con el uso del Luminémetro
MVP ICON durante el tratamiento de endodoncia comparado con el método de cultivo
tradicional.

3.2 Objetivos Especificos

e Analizar lalectura del ATP durante 2 fases del tratamiento endodéntico.

* Comparar la lectura del ATP con el método de cultivo tradicional para
determinar la presencia de bacterias

* Determinar si existe una correlacion significativa entre ambos métodos.

13



4. ANTECEDENTES
4.1 Endodoncia

La endodoncia es una rama de la odontologia que se dedica al estudio de la morfologia,
la fisiologia y la patologia de la pulpa dental y los tejidos periapicales humanos, asi
como la prevencion y el tratamiento de los trastornos y las lesiones relacionadas con
estos tejidos. En ultima instancia, el objetivo fundamental de la endodoncia consiste en
conservar la denticion natural y curar o prevenir la periodontitis apical periradicular
(Flemming H et al. 2016; Torabinejad M. 2010; Trope M. 2003).

4.2 Pulpa Dental

La pulpa dental es un tejido blando que ocupa la parte central del diente; esta encerrada
en un ambiente rigido que comprende tres tejidos mineralizados: esmalte, dentina y
cemento. Estas estruturas le dan un fuerte soporte mecanico protegiendo la pulpa del
ambiente oral rico en microorganimos (Yu C, Abbot P 2007; Goldberg M et al. 2017).

La pulpa estd compuesta principalmente de tejido blando conjuntivo laxo muy
vascularizado e inervado, de tipo mesenquimatoso. Estd formada principalmente por un
75% de agua y un 25% de matriz organica (Torabinejad M. 2010). Dentro de la matriz
organica encontramos diversas células como los odontoblastos siendo las células
productoras de dentina, fibroblastos y fibrocitos que son los encargados de la produccion
y mantenimiento de la matriz extracelular compuesta por fibras de colagena tipo I (55-
60%) y tipo III (40-45%), células madre; macrofagos y células dendriticas como células
de defensa y células transitorias que corresponden a los leucocitos. (Gomez 2002;
Goldberg M et al. 2017)

4.2.1 Funciones de la pulpa dental

La pulpa dental lleva a cabo cinco funciones (Bammann LL, 2009):

La inductiva donde la pulpa interviene en el inicio y desarrollo de los odontoblastos, una
vez formados (Lisis S et al., 2003), inducen a la formacion de la dentina y esmalte por
medio de la sintesis y secrecion de la matriz inorganica, trasnportando los componentes
inorganicos a la matriz recién formada y creando condicones que permitan la
mineralizacion de la matriz (Lesot H, et al., 2001). En la nutritiva por medio de los
tabulos dentinarios, la pulpa suministra nutrientes que son esenciales para la formacion
de dentina e hidrataciéon para mantener su integridad, la defensa se da cuando los
odontonblastos son capaces de producir dentina ain después de una lesion, teniendo
relacion con la presencia de caries, traumatismo o un tratamiento restaurador; esta nueva
dentina o también conocida como dentina terciaria y de reparacion, se forma gracias a la
induccion, la diferenciacion y la migracion de nuevos odontoblastos a la zona expuesta
(Narayanan L et al., 2010); por ultimo la funcién sensitiva es por la cual a través del
sistema nervioso, la pulpa responde a estimulos que pueden llegar al esmalte y la dentina
por medio de fibras sensitivas mielinicas que provocan un dolor inmediato y agudo y las
fibras amielinicas que se prensentan ante un estimulo dando lugar a un dolor més lento y
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amortiguado (Bammann LL, 2009).

4.2.2 Clasificacion de los trastornos pulpares

El estado pulpar se puede clasificar en: pulpa normal, pulpitis reversible e irreversible,
necrosis pulpar, cuando hay una invasion de bacterias a través del periapice se clasifica
como periodonntitis apical (Torabinejad M et al., 2010; Grossman L 2004).

En una pieza con la pulpa dental sana no se manifiesta ningiin sintoma clinico y
responde de manera normal a las pruebas de vitalidad, aunado a esto, no hay signos
radiolégicos que indiquen alguna infeccion (Grossman L, 2004).

Al existir una afeccion minima a través del esmalte y dentina se presenta una alteracion
provocando sintomas indicativos de presencia de una inflamacion leve del tejido pulpar,
eliminando la causa como alguna caries incipiente, la pulpa vuelve a su estado normal
(Torabinejad M et al., 2010). Los sintomas son de duracion corta, al remover el estimulo
el alivio es inmediato, el tratamiento es el sellado de la dentina y esmalte para evitar el
aumento de los sintomas y la inflamacion completa de la pulpa (Bender I, 2000).

Cuando los sintomas no se eliminan al remover el estimulo y se mantienen el dolor
moderado o intenso, a estos signos se les considera como un estado de pulpitis
irreversible, la cual se presenta cuando la pulpa llega a un estado de inflamacion grave
por el dafio de gran cantidad de dentina por caries o por la supresion del flujo sanguineo,
o bien, por algin traumatismo (Torabinejad M et al., 2010). Las caracteristicas pueden
incluir dolor agudo al estimulo térmico, dolor persistente (a menudo 30 segundos o més
después de la eliminacion del estimulo), espontaneidad (dolor no provocado) y dolor
referido (AAE, 2013). La pulpitis irreversible puede ser sintomatica produciendo un
dolor espontaneo y persistente o asintomadtico el cual no produce ninglin signo o sintoma
(Mumford J, 1967).

La necrosis pulpar es un diagnostico clinico que indica la muerte de la pulpa dental, lo
que requiere un tratamiento de conductos radiculares (AAE, 2013). Cuando la pulpitis
irreversible conduce a una necrosis por licuefaccion, se debe a que la pulpa no dispone
de una circulacion colateral ocasionando que las vénulas y vasos linfaticos aumenten su
presion tisular y que terminen colapsandose. La necrosis se retrasa si el exudado que se
produce durante una pulpitis irreversible drena a través de la caries o alguna exposicion
hacia la cavidad oral (Torabinejad M et al., 2010). Si existe un sellado de la pulpitis
irrversible impidiendo la salida de la inflamacién, se induce una necrosis pulpar rapida
(Bender 1, 2000).

A la pruebas de sensibilidad la pulpa responde de manera asintomatica, pero puede estar
asociada a episodios de dolor espontdneo y de molestias en los tejidos perriradiculares
con la presion de la masticacion (AAE, 2013). La necrosis de la pulpa por si sola no
causa periodontitis apical a menos que el conducto esté infectado y que se comunique
con el periodonto (Kishen, 2012).
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Uno de los objetivos principales del tratamiento endodontico es eliminar bacterias del
sistema de conductos radiculares para tratar o prevenir la periodontitis apical (Kishen,
2012).

La periodontitis apical es una reaccion inflamatoria de los tejidos perirradiculares
causada por una infeccion microbiana dentro del conducto radicular (Haaspasalo M et
al., 2005). Se manifiesta como una respuesta de defensa del huésped al desafio
microbiano dentro del sistema de los conductos radiculares. La infeccion endodontica se
desarrolla en los conductos como consecuencia de la necrosis de la pulpa a causa de
caries, algin traumatismo, o una afeccion periodontal (Ricucci D, 2008). Se considera
una interaccion entre los factores microbianos y las defensas del huésped; se produce
una inflamacién local, y por ende los microorganismos superan la barrera defensiva,
causando una infeccidon extrarradicular, presentdndose alguna reabsorcion de los tejidos
duros, destruccion de tejidos periapicales y la formacion eventual de lesiones
periapicales (Haaspasalo M et al., 2005). El establecimiento de los microorganismos en
los tejidos perriradiculares, ya sea adheridos a la superficie externa del 4pice en forma de
biopelicuas son causa de la persistencia de las lesiones de periodontitis apical a pesar del
tratamiento endodontico previo (Tronstand L et al., 2003).

El éxito del tratamiento endodoéntico depende de la eliminacion efectiva de las
biopeliculas formadas por la comunidad de microorganimos, sin embargo la eliminacion
total de los mismos se ha reportado que es complejo, es por ello que se busca reducir
sustancialmente la carga microbiana y prevenir la reinfeccion (Ricucci D, 2008;
Torabinejad M et al., 2010). El tratamiento de conductos tiene un alto grado de éxtio, los
elementos necesarios en el control de la infeccion endodontica son la defensa del
huésped, la instrumentacion y la irrigacion, los medicamentos intraconductos utilizados
entre citas y la obturacion, asi como el sellado de la pieza dental (Haaspasalo M et al.,
2003). En caso que falle el tratamiento, siempre hay una opcién quirurgica, eliminando
la parte infectada por la biopelicula en la zona extrarradicular (Von Arx T, 2011).

4.3 Microbiologia

La presencia de microorganismos en la pulpa dental esta directamente asociada con el
desarrollo de la enfermedad pulpar y periapical.

4.3.1 Vias de contaminacion o infeccion pulpar

El acceso de microorganismos a la estructura pulpar se puede dar basicamente por el
acceso a través de los tubulos dentinarios, periodonto, anacoresis y restauraciones
defectuosas (Narayanan L et al., 2010; Liébana 2002; Torabinejad M et al., 1990)

e Tubulos dentinarios: esta es la via mas comun utilizada por los microorganismos
para alcanzar la pulpa después de una lesion cariosa, un traumatismo o durante
procedimientos dentales, las bacterias producen acido invadiendo los tubulos y
desmineralizando las paredes de la pieza dental; obtienen su acceso cuando la
distancia dentinaria entre el borde de la lesion cariosa y la pulpa es de 0.2 mm
(Dahlen G et al., 1991)
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e (avidad expuesta: la exposicion directa a la pulpa de origen traumatico, o alguna
preparacion, rompe la barrera fisica impuesta por las estructuras dentales y deja
la pulpa en contacto con el entorno séptico oral (Narayanan L et al., 2010).

e Periodonto: los microorganismos presentes en el surco gingival pueden alcanzar
la camara pulpar a través de la membrana periodontal, utilizando un conducto
lateral o el foramen apical como via. Esta via se vuelve disponible para los
microorganismos durante una profilaxis dental, o cuando hay presencia de bolsas
periodontales (Liébana 2002, Dahlen G et al., 1991).

e Anacoresis: se define como la atraccion positiva de los microorganismos
presentes en la circulacion sanguinea hacia los tejidos inflamados o necroticos
durante una bacteremia (Torabingjad M et al., 1990). Se requiere una
inflamacién o necrosis previa de la pulpa para su desarrollo. La deteccion de
microorganismos que no pertenecen a la microbiota normal de la cavidad oral,
nos sugiere una infeccion por esta via.

e Restauracion defectuosa: los estudios han demostrado que la filtaracion de saliva
por restauraciones deficientes, inadecuadas y/o fractura del sellado puede
alcanzar el 4rea periapical y provocar una infeccion en menos de 6 semanas en
piezas con tratamiento de endodoncia. (Narayanan L et al., 2010).

4.3.2 Infeccion primaria

La infeccion primaria o intrarradicular implica inflamacion de la pulpa e infeccion del
conducto radicular después de la invasion de bacterias o subproductos de estas, que al no
ser tratada puede provocar eventualmente una inflamacion de los tejidos de soporte, es
decir, una periodontitis apical. (Provenzano J et. al., 2103).

Las infecciones endoddnticas primarias son polimicrobianas, dominadas por bacterias
anaerobias (Haaspasalo M et al., 2003); predominan especies de bacterias gramnegativas
como  Bacteroides, Prophyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Treponema y
Camphylobacter, de igual maera se encuentran las bacterias grampositivas como
Peptostreptococcos, Eubacterium, Parvimonas, Filifactor y Actinomyces. (Rocas 1 et.
al., 2010). Estudios han demostrado la presencia de una media de 10 a 20 especies o
filotipos por conducto infectado (Rebeiro A et al., 2011).

4.3.3 Infeccion secundaria

La infeccion secundaria o extrarradicular conocida también como infeccion después del
tratamiento previo, ocurre como una re-infeccion (adquirida o emergente), una infeccion
persistente o una infeccion recurrente en dientes que han sido previamente tratados
(Haaspasalo M et al., 2003). Predominan bacterias anaerdbicas gram-positivas y
facultativas, como Enterococci, Streptococci, Lactobacilli, Actinomyces y hongos
(Wang J et al., 2012), estudios han demostrado la prevalencia de estas especies en
dientes con infeccion intraradicular persistente; en lo particular, se identifico una alta
proporciéon de Enterococcus faecalis en casos con periodontitis apical persistente;
llegando a provocar inflamacion cronica o aguda y destruccion de los tejidos que rodean
el peridpice con posterior desarrollo de abscesos (Zhang C 2015; Zapata et al., 2008;
Love R, 2001).
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La microflora bacteriana del conducto radicular esté inicialmente dominada por aerobios
y anaerobios facultativos, provocando infeccion dentro del conducto, teniendo una
naturaleza polimicrobiana; algunas de las principales bacterias relacionadas con las
principales vias de infeccion de la pulpa son (Liébana, 2002): en traumatismos o caries
extensa predominan los Estreptococcos del grupo viridans y Lactobacillus spp,
Actinomyces naeslundii que tiene acceso a través de los tibulos dentinarios (Flemming
H et. al., 2016). A través del periodonto se encuentran las bacterias grampositivas,
Peptoestreptococcus spp., Estreptococcus spp. y Propionibacterium spp., Rothia
dentocariosa (Diaz P, 2012).

La preparacion quimomecdanica del conducto radicular contaminado se realiza utilizando
agentes antimicrobianos, seguido de una obturacion y una restauracion coronal, lo que
proporciona un resultado favorable al tratamiento endodontico (Narayan L, 2010).

Sin embargo, las bacterias dentro de las comunidades de las biopeliculas son de 10 a
1000 veces mas resistentes a agentes antimicrobianos y antibidticos (Oppenheimer-
Shaanan et al., 2013; Tay et al., 2015). Ocasionando algunas veces, el fracaso del
tratamiento debido a una infeccion intraradicular persistente o secundaria (Nair P, 2006).

Enterococcus faecalis es un microorganismo Gram-positivo, anaerobio facultativo que
reside en el tracto gastrointestinal. No obstante, puede causar infecciones potencialmente
mortales como endocarditis, bacteriemia, infeccion del tracto urinario y meningitis
(Khalifa et al., 2015). La bacteria E. faecalis desempefia un papel importante en la
formacion de biopeliculas bacterianas y, por lo tanto, se considera que las biopeliculas
de E. faecalis son un modelo apropiado para probar nuevos tratamientos antimicrobianos
(Meire et al., 2012; Du et al., 2013; Tay et al., 2015; Shlezinger et al., 2016).

A pesar de los distintos estudios que se han realizado para erradicar esta bacteria, las
herramientas de hoy en dia siguen siendo limitadas (Paganelli et al., 2012). Por estas
razones, las biopeliculas bacterianas representan un gran desafio al momento de la
desinfeccion en el tratamiento del sistema de conductos, por lo tanto se siguen
promoviendo mejoras para poder identificar y desorganizar la estructura de las
biopeliculas, aumentando el pronostico del tratamiento. (Kishen, 2012; Meire et al.,
2012; Du et al., 2013).

4.4 Preparacion quimico-mecanica

El objetivo fundamental de la preparacion quimico-mecanica cumple con la remocion
del tejido pulpar y dentina infectada, eliminacion de la mayoria de los microorganismos,
y la ampliacion y conformacion de los conductos radiculares antes de la obturacion
(Paqué F, 2005).

La preparacion mecénica se efectia con la ayuda de instrumentos manuales o rotatorios
de distintas aleaciones; hoy en dia la endodoncia se ha convertido en una especialidad
moderna debido a los recientes avances tecnologicos; actualmente con el uso de los
instrumentos rotatorios o reciprocantés a base de aleaciones de niquel titanio. (Plotino et
al., 2012).
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Recientemente se han introducidos nuevas técnicas para mejorar la preparacion de
conductos, un nuevo sistema de lima de uso unico, conocido como WaveOne Gold
(Dentsply Tulsa Dental Especialidades, Tulsa, OK, EE.UU.). Este sistema funciona con
un motor especializado que realiza movimientos reciprocantés; basdndonse en el
“Concepto de Fuerzas Balanceadas” propuesto por Roane en 1985, donde explica la
importancia de realizar movimientos horarios y anti horarios como técnicas para superar
las pronunciadas curvaturas de algunos conductos, disminuyendo el riesgo a la fatiga
ciclica causada por fuerzas de tension y compresion. (Varela-Patifio P et al., 2010). Este
sistema disponible en cuatro tamafios: pequefio (tamafio 20/.07 cénico), primario
(tamafio 25/.07), medio (tamafo 35/.06) y grande (tamafio 45/.05 conico). WaveOne
Gold combina los avances metalirgicos del tratamiento térmico de alambre de oro y la
técnica original del instrumento alternativo WaveOne. (Elnaghy A, 2016).

Para aumentar el éxito del tratamiento endoddntico, ya que la instrumentaciéon mecanica
no puede eliminar todos los restos del tejido de la cdmara pulpar y de los conductos
(Neelakantan P et al., 2017), es esencial el proceso quimico dentro de los conductos
radiculares utilizando irrigantes que proporcionaran una remocion de debris dentinario
durante la instrumentacion, una accioén antimicrobiana, la eliminacion de tejido organico
e inorganico y la lubricacion del conducto (Basrani B, 2012).

4.5 Desinfeccion

Eliminar las bacterias del sistema de conductos es complejo, por ello el debridamiento
mecanico es limitado. Estudios han demostrado que sélo el 40%-60% de los casos
pueden tener ain presencia de bacterias después de la limpieza y configuracion de los
conductos radiculares (Paque F et al., 2010).

La efectividad del proceso quimico va a depender de la concentracion del irrigante
antimicrobiano, el drea de contacto, y la duracion de la interaccion entre el irrigante y el
material infectado (Boutsioukis C., 2012). Debido a las compleja morfologia interna que
presentan los conductos radiculares como son: los conductos laterales, deltas, istmos y
diferentes ramificaciones es importante realizar una buena limpieza quimica ya que la
instrumentacion mecdanica tiene algunas limitaciones para localizar estas variantes (Vera
Jetal., 2012).

El irrigante mas utilizado en la endodoncia es el hipoclorito de sodio NaOCI por su
capacidad antibacteriana y su gran habilidad para disolver tejido necrdtico, vital,
componentes organicos de la dentina y biopeliculas. (Mohammadi Z, 2009). Fue
introducido en Francia en 1789, Dakin recomendo esta soluciéon con una concentracion
de 0.5% para las heridas de los soldados de la I Guerra Mundial. Sin embargo, fue
Coolidge quien presentd esta soluciéon como un irrigante endodéntico (Davis J, 2007).
Debido a sus caracteristicas antibacterianas el NaOCl se puede utilizar a diferentes
concentraciones desde 0.5% a 6%, a estas concentraciones, es altamente hipertonico y
altamente alcalino con un pH de 11 a 13 (Chaugule V et al., 2015; Yamazaki et al.,
2010). Tiene fuertes propiedades proteoliticas y oxidativas. Puede disolver el tejido
pulpar necrético y vital; reaccionando con acidos grasos y aminodcidos en la pulpa
dental, lo que produce una licuefaccion del tejido organico (Estrela C et al., 2002) y
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puede matar una amplia gama de patogenos como Gram + y Gram -, hongos y virus.
(Becking A, 1991). No obstante tiene caracteristicas citotoxicas en contacto con tejidos
blandos; cuando entra en contacto con el tejido, causa hemolisis y ulceracion, inhibe la
migracion de neutrofilos y dafia las células endoteliales y de fibroblastos. (Witton R et
al., 2005).

Estudios han comprobado que el NaOCl a mayores concentraciones, es efectivo contra
Enterococcus faecalis y Candida albicans; se ha demostrado que a altas temperaturas
aumenta su capacidad para disolver la sustancia organica (Gomes B, 2001).

Otro de los irrigantes utilizados para aumentar el éxito del tratamiento son los agentes
quelantes, introducidos en la endodoncia por Nygaard-Ostby en 1957 como coadyuvante
para la preparacion de los conductos estrechos y calcificados (Ostby B, 1961; Simon R
etal., 2014)

El agente quelante es capaz de unirse a los metales a través de cuatro grupos carboxilato
y dos amina. Es un 4cido poliaminocarboxilico y un sdlido incoloro, soluble en agua,
que se usa ampliamente para disolver la cal. (Mohammadi Z et al., 2013). Su utilidad
surge debido a su capacidad de secuestrar iones metalicos como Ca, +y Fe; + (Harris D
et al., 2007); se produce en forma de varias sales, especialmente EDTA disédico y
EDTA disodico célcico.

El compuesto fue descrito por primera vez en 1935 por Ferdinand Munz, quien prepar6
el compuesto a partir de etilendiamina y &cido cloroacético (Carolina E et al., 2007)

El EDTA reacciona con los iones de calcio en la dentina y forma quelatos de calcio
solubles. Este, es capaz de descalcificar la dentina a una profundidad de 20-30 um en 5
minutos (Von der Fehr F et al., 1963). Por lo tanto, el EDTA ablanda quimicamente la
dentina del conducto radicular y disuelve la capa de debris, ademas de aumentar la
permeabilidad de los tubulos dentinarios. (Haapasalo M et al., 2014; Hulsamann M et
al., 2003). Sin embargo, su efecto antibacteriano y su capacidad de disolucién de tejido
organico es limitado, es por ello que no debe de reemplazar al NaOCl como un irrigante,
aunque pueden mejorar la capacidad de NaOCI para penetrar en la dentina y aumentar su
efecto antibacteriano (Hulsamann M et al., 2003).

Un método recomendado para remover la capa de barrillo dentinario consiste en inundar
el conducto radicular con EDTA al 17% por un minuto después de la instrumentacion
final para remover los componentes inorgdnicos (Beach DA, 2014).

Se han sugerido distintos protocolos de irrigacion durante el tratamiento de conductos
para mejorar la desinfeccion, algunos de los cuales implican un uso secuencial de
NaOCl y un agente descalcificador. En un estudio, concluyeron que la aplicacion
combinada de 17% de EDTA y 2.5% de NaOCI reduce significativamente la cantidad de
biopelicula intraconducto (Ozdemir H et al., 2010)
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En otro estudio Yang y Bae en el 2002, encontraron que después de la irrigacion con
NaOCl 5% y EDTA, se redujo considerablemente la concentracion de bacterias
adheridas a las paredes del conducto radicular como Prevotella nigrescens (Yang S et
al., 2002).

A pesar de la minuciosa preparacion mecéanica y quimica durante el tratamiento del
conducto radicular, la infeccion puede persistir (Zhang et al., 2015). Es probable que
haya un fracaso del tratamiento por la presencia de las distintas bacterias dentro de los
conductos radiculares, provocando una posible formacion de lesiones endoddnticas
persistentes (Rosen E et al.,, 2016). Por lo tanto, el examen bacteriano durante el
tratamiento de los conductos infectados se ha realizado con el fin de evaluar los
resultados del tratamiento; resultando en un buen pronoéstico (Sato T et al., 2012).
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4.6 Método de Identificacion Microbiana

A través de los afos los microorganismos que se encuentran en la microbiota
endoddntica se han investigado tradicionalmente mediante los diferentes métodos de
cultivos microbioldgicos. Estos métodos se basan en otorgarle a los microorganismos las
condiciones necesarias, como temperatura, humedad, pH, y nutrientes para que tenga un
crecimiento y sobrevivan, dandoles los nutrientes necesarios (Casaso M et al., 2012).

Los analisis de cultivo consisten en la obtencion de los siguientes pasos: recolectar y
trasnportar la muestra, dispersion, dilucion, cultivo, aislamiento e identificacion (Casaso
M et al., 2012).

Las ventajas de los métodos de cultivo son; la identificacion de especies inesperadas,
permite cuantificar todos los microorganismos principales cultivables viables de la

muestra, permite determinar la sensibilidad antimicrobiana y facil de conseguir (Siqueira
Jetal., 2011).

Entre las desvetajas que se describien son la dificultad de cultivar un gran niimero de
especies bacerianas, baja sensibilidad, dependencia estricta del modo de transporte de la
muestra, la muestra requiere su procesamiento inmediato, sus métodos son laboriosos,
costosos y tardan tiempo y tardan varios dias o semanas en identificar la mayoria de los
microorganismos anaerobios (Siqueira J et al., 2011).

Dependiendo al cultivo a utilizar los medios de cultivo se clasifican de la siguiente
manera (Lopez, L 2006; Casaso M et al., 2012):

Segun su origen:

1. Naturales: son los preparados a partir de sustancias de origen animal o vegetal
como extractos de tejidos o infusiones, cuya composicion quimica no se conoce
exactamente.

2. Sintéticos: son los medios que contienen una composiciéon quimica definida
cuali y cuantitativamente. Utilizados para obtener resultados reproducibles.

3. Semi-sintéticos: son los sintéticos a los que se les agregan factores de
crecimiento bajo una un extracto organico complejo, como por ejemplo extracto
de levadura.

Segun su consistencia:

1. Liquidos: se denominan caldos y contienen los nutrientes en solucion acuosa.

2. Solidos: se preparan anadiendo un agar a un medio liquido (caldo) de 15g/litro.
El agar es una sustancia inerte polisacarida (hidrato de carbono) que se extrae de
las algas. Como esta sustancia no es digerida por las bacterias no constituye
ningun elemento nutritivo; puede ser vertido en placas de Petri o en tubos de
ensayo y presentan la posibilidad de aislar y diferenciar bacterias.

3. Semisolidos: contienen 7.5 g de agar /litro de caldo. Se utilizan para determinar
la motilidad de las especies en estudio.
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Entre los medios liquidos, se destacan el Caldo Tripticasa Soya-TSB y Caldo Infusion
Cerebro Corazon-BHI (Casaso M et al., 2012).

En 1919, Rosenow cre6 un medio 6ptimo para cultivar estreptococos mediante el uso de
un caldo de dextrosa suplementado con tejido cerebral. La formulacion de Rosenow fue
luego modificada por Hayden, quien descubri6 que la adicion de mdarmol triturado
resultd en un crecimiento favorable de patdgenos dentales (Rosenow E, 1999). Sin
embargo, afios después la formula utilizada contenia infusién de cerebro y corazén en
lugar de tejido cerebral, mientras que el fosfato disddico reemplazd al carbonato de
calcio (Murray P, 1999).

La incubacion del material debe priorizar los microorganismos anaerobios, considerando
que la presencia de microorganismos aerobios estrictos es fugaz o inexistente. La
incubacion debe ser realizada en anaerobiosis, alcanzada por medio fisico (vacuo e
insuflacién con una mezcla con el 80% de Np el 10% Hp y el 10% de COp) o medio

quimico (sistema Gazpak o Anaerobac). El tiempo de incubacion varia entre 3, 6 y 14
dias. (Molander et al, 1998).

En el medio liquido o semiso6lido, la lectura tiene como referencia la presencia o
ausencia de turbidez del mismo, indicativa, o no, del crecimiento y multiplicacion de
microorganismos. El medio sélido va a permitir el aislamiento de microorganismos, la
determinacion de su capacidad hemolitica, la obtencion de cultivo puro y
subsecuentemente, su caracterizacion morfoldgica, fisioldgica y/o genética y, cuando es
necesario, el analisis de sensibilidad a antimicrobianos. (Siqueira, 1997).

El BHI es un medio de uso general utilizado para el aislamiento, el cultivo y el
mantenimiento de una variedad de microorganismos exigentes. Es una base altamente
nutritiva que cumple con los requisitos de crecimiento de muchos tipos de
microorganismos, incluidas bacterias, levaduras y mohos.
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4.7 Método de Bioluminiscencia

La Bioluminiscencia es una tecnologia basada en la deteccion del ATP (Trisfosfato de
adenosina), la cual es una molécula energética de todos los organismos vivos (Chollet R
y Ribault S, 2012). Fue primeramente introducida por la NASA en 1960 como una
posible medida para detectar vida en otros planetas y como medida preventiva de
contaminacion en el agua reciclada durante los viajes al espacio. Sin embargo en 1753,
Benjamin Franklin ya habia observado “pequefios animéculos” generando en el agua
una luz visible. Por la misma época, el naturalisa Godehe de Riville, con un microscopio
confirmo lo de Franklin, a esos animéaculos ahora se les conoce como placton. (Jabr F,
2016). A finales de la década de los noventa, el bidlogo marino Steven Haddock y el
cientifico Osamu Shimomura compartian una obsesion con la bioluminiscencia: luz
producida por reacciones quimicas en los cuerpos de los seres vivos, la mas famosa es
conocida como luz de la luciérnaga, estas poseen una enzima llamada Luciferina-
Luciferasa que al combinarse con el ATP producen luz; pero también estan presentes en
hongos y una multitud de criaturas marinas (Giana H et al., 2003; Roda A, 2004; Jabr F,
2016).

4.7.1 ATP

El trifosfato de adenosina es un nucledtido fundamental en la obtencion de energia
celular, fue descubierto por primera vez en el musculo humano en 1929 en los Estados
Unidos por Cyrus H. Fiske y Yellapragada Subbarao, e independientemente, en
Alemania por Karl Lohman (Venkateswaran K et al., 2003). Sin embargo, hasta diez
aflos mas tarde no empezd a reconocerse el papel central del ATP en la transferencia de
energia (Roda A, 2004).

Este nucledtido estd formado por una base nitrogenada (adenina) unida al carbono 1 de
un azlcar de tipo pentosa, la ribosa, que en su carbono 5 tiene enlazados tres grupos
fosfatos (Venkateswaran K et al., 2003). Es la principal fuente de energia para la
mayoria de las funciones celulares. Se produce durante la foto-respiracion y la
respiracion celular, y es consumido por muchas enzimas en la catélisis de numerosos
procesos quimicos. Su formula molecular es C;oH;¢NsO3P3 (Magic-Knezev A, van der
Kooij D, 2004).

El proceso de emision de luz de los organismos se denomina bioluminiscencia y
representa una conversion quimica de energia en luz (Gray J, Sterak A et al., 2010). El
término de bioluminiscencia es una alternativa a los procedimientos de control de
calidad microbiologicos en las industrias alimentaria y hospitalaria proporcionando
resultados rapidos, exactos y sensibles a través de un procedimiento sencillo por medio
del ATP (Chollet R y Ribault S, 2012).
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Figura 1.

ATP
Luciferina + Luciferasa — Luz visible

Reaccion del ATP.

La bioluminiscencia de ATP con luciferina / luciferasa se basa en la oxidacién de
luciferina por la luciferasa y la intensidad de luz integrada es directamente proporcional
al contenido de ATP (Venkateswaran K et al., 2003).

Cuando se requiere comprobar la ausencia de microorganismos, restos de tejido o de
células humanas o material de origen bioldgico en general, puede utilizarse el ATP , la
luminosidad resultante se transforma en impulso eléctrico que amplificado puede
convertirse en una sefal analdgica (Roda A, 2004). Esta sefhal corresponde con la
cantidad de moléculas de ATP detectadas y resulta en un valor de “unidades relativas de
luz” que indica la pantalla del equipo (Gray J, Sterak A et al., 2010).

El instrumento utilizado se denomina Lumindémetro, aunque seria mas preciso el término
ATP-metro (Di Lalla N, 2014).

4.7.2 Luminémetro MVP ICON

A través del método de bioluminiscencia se permite verificar la efectividad del proceso
de sanitizacion llevado a cabo en los puntos criticos seleccionados en dreas y equipos de
la industria alimentaria y hospitalaria, favoreciendo la calidad del proceso de produccion
y evitando la contaminacion de productos ya terminados. Con este sistema se detecta la
posible contaminacion que queda bajo el principio de bioluminiscencia (Chollet R y
Ribault S, 2012).

Ofrece una forma de detectar y cuantificar microorganismos vivos cultivados en una
membrana. Al combinar ATP-bioluminiscencia y un sistema de deteccion sensible, la
deteccion microbiana se obtiene mas rapido que el método tradicional (Barreto A, 2003).
Con el fin de detectar una colonia o una micro-colonia en una membrana por ATP-
bioluminiscencia.

Hay distintas marcas de equipos que utilizan el método de luminiscencia, uno de ellos es
el MVP ICON, el cual analiza diversas superficies cuantificando el ATP residual
determinando el grado de higiene de una superficie presente midiéndolo en Unidades
Relativas de Luz (URL) (Chollet R y Ribault S, 2012). Con este se generan valores que
permiten hacer el calculo estadistico para establecer los limites de aceptacion, alarma o
de rechazo. Para esto el sistema usa el principio de bioluminiscencia cuantificando el
ATP (Barreto A, 2003).

El MVP ICON es un instrumento ligero de pantalla tactil que esta disefiado para apoyar
en los planes de limpieza de las plantas productoras de alimentos y en la limpieza y
verificacion de sanitizacion de equipo hospitalario; estd disefiado para medir los niveles
de ATP permitiendo auditar en cuestion de segundos el nivel de limpieza de diferentes
areas.
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Este equipo se compone de hisopos  Figyra 2. para la toma de muestras, reactivos
con la enzima luciferina-luciferasa, una solucion de enjuague el cual se obtiene al activar
el hisopo y el luminémetro para cuantificar el ATP (Barreto A, 2003; Fotti L, 1999).

€ < ATP

BIOCONTROL

Dispositivo Luminémetro MVP ICON

El principio en el que se basa el método para la toma de la muestra de un éarea es
mediante un hisopo extrayendo el ATP tanto a las bacterias como a los residuos de
alimentos que hayan quedado después de la limpieza. Una vez extraido el ATP, éste se
activa y se libera una solucion-buffer que se encuentra en el bulbo superior con
reactivos con la enzima luciferina-luciferasa y que arrastrara el ATP extraido quedando
al final la mezcla (ATP-Solucion), el cual al entrar en contacto, producen una reaccion
luminosa de bioluminisencia depositada en la parte inferior del hisopo (Grifth C, 2007,
ICON Brochure 2013). Una vez activada la solucion, éste se inserta en el luminémetro
MVP ICON, llevando a cabo la lectura que medird el nivel de luz emitido por la
reaccion (ICON Brochure 2013).

El equipo realiza una serie de calculos logaritmicos internos y presenta los resultados.
En tanto mayor ATP esté presente en la muestra mayor sera la luz emitida y por ende
mayor sera la concentracion de bacterias y/o residuos organicos en el drea muestreada
(Lightning MVP ICON 2015). Igualmente a menor emision de luz detectada por el
luminémetro menor sera la concentracion de bacterias y/o residuos presentes en el area
muestreada. Esto indicard el nivel de limpieza en el que se encuentra la linea de
produccion (Lewis T, 2008).

A bajas concentraciones, existe una correlacion lineal entre concentracion de ATP y
URL, por lo tanto se puede establecer un rango de contaminacion (o de limpieza) de la
superficie a realizar la muestra, por ejemplo de la siguiente manera (MVPICON User
Guide 2012):
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Figura 3.
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Escala de Limpieza MVP Icon

En esta escala, las lecturas de “ Paso” 6 aprobacion son por debajo de 2.5, el nivel de
“fallo” es de 3.0 a 5.0, indicando que la superficie estd muy sucia, y las lecturas que
estén en el rango de 2.5 a 3.0 indica se esté en el nivel de “advertencia” (Lightning MVP
ICON 2015).

Algunas de las ventajas en utilizar el método de bioluminiscencia es que ofrece
resultados en un rango de 10 a 15 segundos, dependiendo del equipo que se esta usando,
y esto permite decidir casi inmediatamente si se deberd limpiar y sanitizar de nuevo en
area de muestreo. Entre otras ventajas: facilidad en su uso, deteccion de menor cantidad
de microorganismos, mayor exactitud (Lightning MVP ICON 2015).

No obstante también cuenta con ciertas desventajas como lo son: un costo elevado, no
hay diferencia entre el ATP de microorganismos vivos y muertos, no hay diferencia
entre el ATP bacteriana y el ATP eucaridtico (MVPICON User Guide 2012). La
cantidad de ATP intracelular varia entre diferentes especies de microorganismos y los
cambios dependen de la actividad metabdlica, es decir, puede haber hasta un 70-90% de
reduccion en ATP intracelular entre la fase de crecimiento exponencial y la fase
estacionaria de crecimiento (Guia de Monitoreo de Higiene por Bioluminisencia 2010).

Utilizar de forma correcta esta técnica es la base del monitoreo de condiciones
higiénicas, en un ambito de elaboracion y/o manipulacion de alimentos, de produccién
de medicamentos o de una institucién hospitalaria (Lewis T, 2008). Sin embargo esta
técnica se puede implementar en otras areas de la salud, siendo la odontologia una rama
amplia en donde en ciertas especialidades como la endodoncia pueden ser la base del
monitoreo de la asepsia del tratamiento.
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5. METODOS

Se realizé un estudio comparativo, abierto, experimental, prospectivo en el cual se
evalu6 la  correlacion en cuanto a la lectura del ATP de las células bacetrianas
utilizando el dipsositvo MVP Icon (Biocontrol System, Biomonitoring Business) y la
medicion de densidades Opticas en un lector de microplacas (Microplate autoreader,
Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA).
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Fig 4. Dispositivo MVP Icon Fig 5. Lector de Microplacas

5.1 Descripcién estudio in vitro.

Los especimenes incluidos en el estudio fueron piezas unirradiculares extraidas del
humano, debidamente conservadas, raices intactas al examen clinico, &pices
completamente formados y conductos viables con una lima K no. 10; se excluyeron del
estudio los organos dentarios con tratamiento de endodoncia previo o que presentaran
conductos calcificados y finalmente se eliminaron aquellos especimenes en los cuales se
fracturar algin instrumento endoddntico durante el experimento.

Se recolectaron 24 6rganos dentarios unirradicules los cuales fueron almacenados en
solucion fisiologica con 5 gotas de hipoclorito de sodio, se limpid la superficie externa
de la raiz utilizando curetas periodontales Gracery no.13 y no.14 (Hu-Freedy, Chicago,
IL, USA) Se realizo el acceso utilizando fresas de carburo de bola no. 4 con un pieza de
alta velocidad, se explor6 el conducto con una lima K no. 10 para verificar la viabilidad
de los conductos; posteriormente se determind la longitud de trabajo observando la
punta de la lima en el limite del foramen apical y a dicha medida se le restd6 1mm;
posteriormente las superficies oclusales o incisales de los 6rganos dentarios fueron
desgastadas con el fin de crear un punto de referencia uniforme y estandarizar la
longitud de trabajo a 16mm. Se instrumentaron los conductos con la técnica Wave One
Gold hasta la lima Large 045/.05 (Dentsply, Syrona) y la irrigacion durante la
instrumentacion fue con hipoclorito de sodio al 5.25% para mantener la permeabilidad
del conducto, se utilizaron puntas de papael Hygenic para secar el conducto; finalmente
los organos dentarios fueron colocados en una gradilla hecha a base de silicona Speedex
Trial (Coltene Whaledente) se esterilizaron en un autoclave durante 30 minutos a 121°C
y 15 libras de presion.
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Dentro de la campana de flujo laminar, se realizo la activacion de la cepa bacteriana de
Enterococus faecalis (ATTCC47077L), se tomaron 100 pl con una micropipeta
Eppendorf y se inocularon en 10ml caldo de tirpticaseina de soya, posteriormente se
coloco la cepa bacteriana en la incubadora Shel Lab a 37°C durante 24 horas.

Una vez activada la bacteria se colocaron 10 pl a una concentracion bacteriana de 1 x
10° de ésta mezcla para llenar el conducto radicular, mediante el uso de la Micropipeta
Eppendorf retirandola lentamente del conducto y sellando la entrada del conducto con
cinta testigo estéril, se colocd en bolsas herméticas y se incubaron durante 7 dias a 37 °C
y posteriormente se volvio a rellenar el conducto con cepa bacteriana durante 2 semanas
posteriores.

Fig 6. Inoculacion Bacteriana

Para hacer la correlacion del crecimiento bacteriano entre MVP Icon (Deteccion del
ATP de las bacterias) y la medicion densidades Opticas en un lector de microplacas
(Microplate autoreader, Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA) los 6rganos
dentinarios se dividieron en 2 gupos, de cada grupo se tomd dos muestras A y B, de
igual manera se obtuvo un grupo de control positivo y otro control negativo.

En el grupo 1 se tomaron las dos muestras del conducto totalmente contaminado con la
cepa Enterococus faecalis en condiciones asépticas bajo la campana de flujo laminar; en
la muestra A se utilizé una punta de papel no. 40 Hygienic previamente esterilizada y se
efectud la lectura con el MVP Icon (Deteccion del ATP de las bacterias), para la
muestra B se tomo con una punta de papel no.40 Hygienc del conducto y se coloco en
un tubo Eppendorf que contenia caldo de tripticaseina de soya, todos los tubos fueron
incubados a 37°C durante 24 horas, posteriormente se tomaron 200 pl y se colocaron en
una microplaca de 96 pozos (formato de 12 x 8; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) y
se efectud la medicion de densidades Opticas en un lector de microplacas (Microplate
autoreader, Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA) a 570nm. En ambas
muestras se utilizé como control positivo medio de cultivo y la cepa bacteriana y para el
control negativo medio de cultivo solido.
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Fig 8. Toma de muestras

En el grupo 2 se tomaron las muestras del conducto después de la implementacion de
protocolo de irrigacion, se utilizé ultrasonido NSK para activar la irrigacion con limas
U de punta no cortante de acero inoxidable #25, se irrigd con un 1 ml 5.25% NaOCl por
30 segundos, 1 ml de 17% EDTA (Uldradent) por 30 segundos y un 1 ml de 5.25%
NaOCl por otros 30 segundos.

Para el grupo 2 se tomaron dos muestras del conducto después del protocolo de
irrigacion en condiciones asépticas bajo la campana de flujo laminar; en la muestra A se
utiliz6 una punta de papel no. 40 Hygienic previamente esterilizada y se efectud la
lectura con el MVP Icon (Deteccion del ATP de las bacterias), para la muestra B se
tomd con una punta de papel no.40 Hygienc del conducto y se colocé en un tubo
Eppendorf que contenia caldo de tripticaseina de soya, todos los tubos fueron
incubados a 37°C durante 24 horas, posteriormente se tomaron 200 pl y se colocaron en
una microplaca de 96 pozos (formato de 12 x 8; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) y
se efectudé la medicién densidades oOpticas en un lector de microplacas (Microplate
autoreader, Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA) a 570nm. En ambas
muestras se utilizé como control positivo medio de cultivo y la cepa bacteriana y para el
control negativo medio de cultivo.
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Fig 10. Incubacién de la muestra método tradicional

5.2 Descripcién del estudio in vivo

Para el estudio in vivo se estudiaron diez piezas unirradiculares o raices palatinas y
distales de molares de pacientes que acudieron a realizarse tratamiento endoddntico en
el Posgrado de Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon, presentando necrosis pulpar con o sin lesion perirradicular basado en
sintomas clinicos y hallazgos radiograficos. Asi mismo debian tener buena integridad
coronaria, no tener un tratamiento de conductos previo y no tener antecedente previo de
tracto sinuoso. Se utilizé la misma metodologia del estudio previo in vitro.

Fase 1: Tratamiento Endododntico

Se inici6 el tratamiento de conductos radiculares, anestesiando la zona a tratar y se aislo
la pieza utilizando un dique de goma de hule y un clamp adecuado, después se
desinfect6 el dique de goma con perdxido de hidroégeno al 30% seguido de tintura de
yodo al 5% de acuerdo con el método descrito por Mdller. Los desinfectantes se
desactivaron con 5% de tiosulfato de sodio, y se obtuvo una muestra de control de
esterilidad frotando un algodon estéril sobre la superficie oclusal del diente,
transfiriéndolo a un tubo Eppendorf, se utilizé el caldo de tripticaseina de soya como
medio de cultivo. Se procedio a realizar el acceso con una fresa de bola no. 4, y para el
acceso en linea recta se utilizd la fresa EndoZeta (Denstply). El mismo protocolo de
desinfeccion del dique de goma se repitid. Se procedié a tomar las dos primeras
muestras con puntas de papel estériles; la primera muestra fue colocada en el
dispensador del MVP Icon y la segunda muestra en el tubo Eppendorf con medio de
cultivo caldo de tripticaseina de soya. Se continud con el tratamiento, se tomd la
longitud de trabajo utilizando el localizador apical Root ZX Mini (Morita) y se verificd
por medio de una radiografia digital. Se instrumentd con el sistema de Wave One Gold
hasta la lima Large 045/.05 (Dentspy, Syrona), durante la instrumentacion se irrigd con
hipoclorito de sodio al 5.25% de forma pasiva utilizando una jeringa y una aguja Endo-
Eze de calibre 27 (Ultradent) con salida lateral en la punta llevandola a su méaxima
penetracion.
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Fase 2: Protocolo de Irrigacion

Después de la instrumentacion se procediod a realizar el protocolo de irrigacion, se
utilizo ultrasonido NSK para activar la irrigacion con limas U de punta no cortante de
acero inoxidable #25, se irrigé un 1 ml 5.25% NaOCI por 30 segundos, 1 ml de 17%
EDTA (Uldradent) por 30 segundos y un 1 ml de 5.25% NaOCl por otros 30 segundos.
Se procedi6 a tomar las dos muestra con puntas de papel estériles.

Se seco el conducto con puntas de papel no. 40 Hygienc previamente esterilizadas y se
colocd hidroxido de calcio (UltraCal de Ultradent) para su posterior obturacion.

Fase I1I: Lecturas de las muestras
La primera muestra fue colocada en la camara de bioluminisencia MVP Icon y se
procedio a la lectura registrando el resultado en la base de datos.

En la segunda muestra, la punta de papel no. 40 Hygenic fue colocada en un tubo
Eppendorf con caldo de tripticaseina de soya y se incubd durante 24 horas a 37°C;
después 200 pl se colocaron en una microplaca de 96 pozos (formato de 12 x 8; Becton
Dickinson, Lincoln Park, NJ) y se efectud la medicion densidades dpticas en un lector de
microplacas (Microplate autoreader, Molecular Devices Corporation, Palo Alto, CA) a
570nm.

Los resultados se analizaron de acuerdo a la técnica paramétrica de K2 de D'Agostino y
se graficaron.
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6. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

El modelo estadistico analitico del presente proyecto consistié en la aplicacion de la
técnica paramétrica de K2 de D'Agostino para evaluar y determinar la distribucion de
una muestra, posterior a esta técnica se procedié a utilizar el modelo de correlacion de
Pearson, modelo el cual puede utilizarse para medir el grado de asociacion de dos
variables siempre y cuando ambas sean cuantitativas y continuas.

De igual manera se utilizé el coeficiente de correlacion de concordancia para evaluar si
los métodos utilizados en el proyecto son acordes uno con otro; esta prueba se realiza
cuando se desea conocer si un método o instrumento nuevo, diferente al habitual,
obtienen resultados equivalentes de tal manera que eventualmente uno y otro puedan ser
remplazados o intercambiados ya sea porque uno de ellos es mas sencillo, menos
COSt0s0.

De acuerdo a las técnicas utilizadas, las cuales fueron evaluadas con un 95% de
confiabilidad se determiné la relacién entre el método de deteccién de bacterias con el
MVP ICON vy el método de cultivo tradicional Caldo Infusion Cerebro-Corazén en un
modelo in vitro e in vivo; esto se realiz6 bajo las siguientes pruebas estadisticas:

K2Z— 72 4 z2 r_c = (2 (SCxy))/(SCx"2+ SCy"2+ (n-1) (X -
o oer e ¥)"2)
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados In Vitro
Grafica de Resultados de Reproductibilidad In Vitro 1.
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Escala Logaritmica In Vitro Gréfica 2.
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La concordancia (correspondencia) entre ambos métodos puede considerarse media, con
un coeficiente del 63.9% en el experimento in vitro. Por tanto, y con base en los datos
obtenidos, a pesar de que con ambos métodos se obtiene el mismo patron de resultados,
ambos métodos son poco concordantes entre si.

En cambio, ambos métodos presentan una asociacion fuerte y positiva del 98.1%, con
base en los resultados obtenidos. Lo que indica, que a pesar de no manejar las mismas
unidades, cuando se obtengan valores altos con un método, se obtendran valores altos
con el segundo método (en sus respectivas escalas), y viceversa. Entre ambos métodos
se mantiene el promedio de las piezas contaminadas y como es deseado la disminucion
del nivel de contaminacién en las piezas desinfectadas
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7.2 Resultados In Vivo
Griafica de Resultados de Reproductibilidad In Vivo 1.

Coeficiente de correlacian [r) r=0.802
Coeficiente de determinacidn (r') F= 0.643
Coeficiente de concordancia (r.} r-=0.185
Reproducibilidad de resultados entre dos métodos
0.45
0.4
0.35 y = 0.6592% + 0.1758
R = 06269 *
0.3
* »
@ (.25 4
g s
£
= o2 “‘
0.15 J
+
01
Meétodo A- Método Tradicional
005 Meétodo B- Método MVP ICON
# Reproducibilidad del métode B vs métodoA.
o = Reproducibilidad perfecta [método A vs método A,
0 0.05 o1 0.15 0.2 0.25 0.3 035
Métado A

Grafica Escala In Vivo 2.

Evaluacidn in vivo

==Prueha Laboratario

2 == Pruha WP 00N

36



Escala Logaritmica In Vivo Grifica 2.
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En este estudio In Vivo la concordancia entre ambos métodos puede considerarse baja o
inexistente, con un coeficiente del 18.5% en el experimento in vivo. Por tanto, y con
base en los datos obtenidos, se puede afirmar que ambos métodos en tales condiciones
experimentales son completamente distintos. Y que en condiciones in vivo existen mas
variables no controladas.

En cambio, ambos métodos presentan una asociacion fuerte y positiva del 80.2%, con
base en los resultados obtenidos. Lo que indica, que a pesar de no manejar las mismas
unidades, cuando se obtengan valores altos con un método, se obtendrdn valores altos
con el segundo método, en sus respectivas escalas, y viceversa.
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8. DISCUSION

Aunque el objetivo del tratamiento de endodoncia es eliminar las bacterias que se
encuentran dentro del sistema de conductos de las piezas con necrosis pulpar y/o con
periodontitis apical; la evaluacion del grado de desinfeccion actualmente no se realiza de
forma rutinaria, en parte debido a la falta de un método rapido y eficaz durante la cita
del tratamiento (Tan K et al.,, 2015, Herzog, D et al., 2017). Actualmente se ha
introducido el método de bioluminisencia a nivel laboratorio, el cual tiene un alto
potencial en la lectura del ATP para comprobar los microorganismos bacterianos
persistentes en los tratamientos de endodoncia (Tan K., 2015). Sin embargo, los
procedimientos empleados siguen incrementando el tiempo de obtencion de resultados
en cuanto a la presencia de bacterias.

El ATP es la principal fuente de energia de organismos vivos y sirve como un indicador
de actividad metabodlica en células viables. Se ha reportado en la literatura el uso del
ATP con el método de bioluminiscencia en detectar la contaminacion de bacterias en
muestras de alimentos, agua potable y dispositivos médicos (Venkateswaran K et al.,
2003; Roda A, 2004; Delahaye E et al., 2003; Magic-Knezev A., 2004). En el d&mbito
odontologico este método se ha utilizado para cuantificar bacterias orales en muestras de
placa dentobacteriana (Sanchez M et al., 2013).

Los métodos tradicionales disefiados para recolectar e incubar microorganismos
anaerobios son poco practicos y tardan alrededor de 24 a 72 hrs para obtener resultados
sobre el nivel bacteriano, siendo una desventaja al no tener la posibilidad de garantizar la
calidad y seguridad del procedimiento efectuado. (Herzog, D., 2017). La lectura del ATP
no solo permite identificar rdpidamente un problema si no, tomar acciones correctivas
inmediatas para asegurar que un area critica se encuentra bajo los requerimientos de
higiene adecuados. (Modragon G., 2010)

A diferencia de otros estudios (Sato et al., 2012; Herzog, D et al., 2017), se utilizaron
tinciones de fluorescencia los cuales se identifican con un microscopio fluorescente y un
espectrometro a nivel laboratorio, en otro estudio realizado por Tan K et al., utilizaron el
luminémetro GloMax Microplate el cual es un dispositivo utilizado de igual manera a
nivel laboratorio; en nuestro estudio se utiliz6 el luminometro MVP ICON que toma la
lectura en un rango de tiempo de 10 a 15 segundos durante la el procedimiento
endododntico, siendo el primer articulo en utilizar esta tecnologia.

El método utilizado para tomar la muestra pudiera ser criticado, en el presente estudio se
empled la técnica escrita por Moller para la desinfeccion antes de la toma de cada
muestra asi como fue utilizado en otros estudios (Moller AJ, 1996; Tan et al., 2015). La
contaminacion durante el proceso de muestreo se control6 mediante controles de
esterilidad.

Se tom6 una muestra al realizar el acceso y después del desbridamiento quimico-
mecdnico; para garantizar la reduccién de la carga bacteriana comparando las muestras
en estas dos etapas del tratamiento, demostrando la deteccion de bacterias residuales
directamente en puntas de papel, empleando sélo el tiempo necesario para el tratamiento
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de conductos, apegdndose a los tiempos y procedimientos que nosotros realizamos en
nuestra practica endodontica diaria, haciendo del método clinicamente mds relevante que
otros (Sato et al., 2012; Sadnchez M et al., 2013).

Cada muestra fue validada por el standard de oro el actualmente aceptado el cultivo
bacteriano anaerobio (Estrela, 2005; Gray J et al., 2010).

El tomar la muestra con punta de papel estd restringido, sin embargo estas puntas de
papel tienen como ventaja que son altamente absorbentes y flexibles, mejorando la
deteccion de las células vivas en el dpice radicular, asi como poder tocar las paredes
laterales del conducto, que pudieran permanecer intactas por la instrumentacion
mecanica (Peters et al., 2003).

El objetivo del estudio es desarrollar un método que permita a los endodoncistas detectar
de manera objetiva y rdpida la contaminacion bacteriana residual durante el tratamiento
de conductos evitando causar alguna interrupcion en el trabajo clinico.

El potencial para minimizar las infecciones endoddnticas reduciria los costos de
tratamiento y evitaria una visita secundaria innecesaria cuando no se detectan bacterias.
Esta tecnologia también tiene el potencial de ser aplicada en otras dreas, clinicamente y
en investigacion. Las aplicaciones de investigacion podrian incluir la evaluacion de
métodos de desinfeccion de biofilm en dreas de periimplantitis e infeccién Osea, asi
como investigacion general de antibidticos y antimicrobianos.

Con las limitaciones de este estudio en el tiempo que se tuvo el aparato MVP ICON y
por las distintas variables presenten en cada estudio se puede determinar que no existe
proporcionalidad entre la Unidades Formadoras de Colonia (UFC) obtenidas por método
tradicional y las Unidades Relativas de Luz (URL) obtenidas por método de
bioluminiscencia, ya que son dos métodos distintos con diferentes unidades de medicion
y hay diversas variables que se pueden presentar al tomar una muestra como el tiempo
de exposicion, tiempo de traslado, manipulacion, pH, flora bacteriana nativa,
biopeliculas, entre otras.

Asi como se ha reportado en otros estudios, el método de deteccion de ATP puede
usarse como una herramienta rdpida y eficaz para determinar la presencia de bacterias
viables durante la terapia del conducto radicular determinando el grado de desinfeccion,
debido a que los resultados se conocen en pocos segundos, logrando asi la rapidez y
optimizacion en los resultados generando la seguridad requerida para demostrar la
calidad microbioldgica de inmediato. Este método puede ser potencialmente util como
complemento del tratamiento de conducto (Tan K et al., 2015; Herzog D et al., 2017).
Aunque el ATP no permite identificar la microbiota endoddntica presente dentro del
sistema de conductos, dicha informacion tiene un valor limitado ya que las infecciones
endoddnticas son polimicrobianas, pueden haber diversas etiologias y variar entre cada
individuo (Siqueira J et al., 2004, 2009).

Aun no hay informes en donde se afirme que las pruebas de bioluminiscencia

reemplacen las pruebas de microbiologia tradicional, esta nueva técnica es una
herramienta complementaria que permite hacer eficientes los procesos de limpieza y
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sanitizacion (Mongragén G, 2010). AGn con estas limitaciones, sigue siendo el analisis
microbioldgico con base en el cultivo liquido o sélido més valioso para conocer si sigue
existiendo la presencia de microorganismos. (Estrela, 2005).

En este estudio el método de bioluminiscencia permitié cuantificar los niveles de ATP
de los microorganismos intraconducto midiéndolo en URL, de igual manera en el
método tradicional analizando las muestras en UFC, por tanto su comparacion en el
estudio in vitro e in vivo son muy bajas ya que el fundamento de cada técnica es distinto,
ademas las unidades de medida utilizadas en el estudio por ambos métodos son
diferentes por ende solo pueden ser descriptivas.
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9. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones experimentales del presente
estudio. Se llegaron a las siguientes conclusiones:

Con respecto al nivel de correlacion entre los dos métodos se puede definir que se
obtuvieron un indice de correlacion alto mostrando que existe una relacion de estos dos
métodos en cuanto a sus resultados cuantitativos, obteniendo en este caso rangos
similares de contaminacion y desinfeccion.

Por lo anterior, fue posible apreciar que existe una relacion significativa entre los grupos
evaluados, lo anterior se concluyd mediante un nivel de confiabilidad del 95%.

Como recomendaciones:

e El método de bioluminiscencia puede ser un adicional al método tradicional, de
forma continua para el control microbiologico de superficies radiculares y/o de
control de sepsis durante el tratamiento y de esta forma tener como verificar el
nivel de contaminacion de los tratamientos, optimizando los resultados.

e Realizar mas investigaciones in vivo con un numero de muestra mayor al actual.

e Desarrollar un dispositivo mas especifico para el nivel odontologico ya que el
MVP I con es un dispositivo utilizado a nivel industrial.
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