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I. INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos del tratamiento endodontico es lograr la
eliminacién de los microorganismos que colonizan el sistema de conductos radiculares
(SCR); para lograrlo se utiliza en conjunto la instrumentacion mecénica y el tratamiento
quimico, este ultimo incluye protocolos de irrigacion y medicacion tépica intraconducto.

En la terapia endodontica la irrigacion forma parte del tratamiento quimico y es
una de las etapas mas importantes, ya que es la responsable del 60% de la limpieza y
desinfeccién del sistema de conductos. Aunque sea definida como un procedimiento
auxiliar de la instrumentacion mecanica, su uso es indispensable debido al dificil acceso
y la alta complejidad anatomica del SCR.

La irrigacién ejecuta tres funciones principales que por si sola la preparacion
biomecanica no podria llevar a cabo, en primer lugar elimina por disolucion los detritos
preexistentes y aquellos creados como consecuencia de la instrumentacién, en
segundo lugar reduce la carga bacteriana del SCR gracias al acto mecénico de lavado y
efecto antibacteriano propio de la sustancia utilizada, y por ultimo hidrata y lubrica las
paredes dentinarias facilitando la instrumentacion mecanica.

Con el transcurso del tiempo y el avance de la tecnologia se han utilizado y
desarrollado distintas sustancias quimicas y combinaciones de estas, estableciendo
secuencias y sistemas de irrigacion especializados con el fin de hacer més eficiente el
procedimiento.

Durante décadas el hipoclorito de sodio se ha considerado el irrigante universal
debido a su alta eficacia, existiendo diferentes concentraciones de este irrigante,
concentraciones menores (0,5% a 1%) disuelven principalmente tejido necrético con un
porcentaje bactericida menor, mientras que en concentraciones maximas (hasta 5.25%)
tienen un efecto bactericida cercano al 100% pero a costa de la disoluciéon de material
organico tanto necrético como vivo, esto ultimo corresponde a la principal desventaja
del hipoclorito, su citotoxicidad. Ademas existe el riesgo de extrusion hacia los tejidos
periapicales generando reacciones alérgicas, dolor, edema, enfisema facial y formacion
de hematomas entre otros.

Es por esto que en ocasiones se ha utilizado en combinacion con una variedad
de sustancias para potenciar sus cualidades y disminuir sus efectos no deseados.

Como una alternativa mas actual de irrigantes encontramos el agua ozonizada, la
cual es un poderoso agente oxidante utilizado para eliminar bacterias del SCR, esta
corresponde, junto a las otras formas de ozono, a una de las nuevas generaciones de
los agentes desinfectantes. Diversos estudios han demostrado que puede ayudar a la
desinfeccién del SCR y ademas a mejorar el postoperatorio, estimular la respuesta
inflamatoria innata y acelerar el proceso de sellado biologico de los pacientes.

Considerando al hipoclorito de sodio como el irrigante Gold estandar en
endodoncia e intentando disminuir sus efectos nocivos disminuyendo su concentracion
y coadyuvandolo con el agua ozonizada, cabe preguntarse ¢El uso de agua ozonizada
coadyuvara el efecto bactericida del hipoclorito de sodio al 1%?



Il. MARCO TEORICO
Capitulo I:
MICROBIOLOGIA

La Microbiologia es la rama de la biologia que estudia los microorganismos, bajo
esta denominacion se encuentran especies celulares como bacterias, algas, hongos y
protozoos; y microorganismos sub o acelulares como virus y priones?.

Los microorganismos son esenciales en el desarrollo de enfermedades
perirradiculares y son los factores mayormente asociados a fracasos endodonticos.

En los dultimos veinte afios se ha obtenido mucha informacion sobre la
microbiologia de las infecciones endododnticas, estas suelen desarrollarse tras la
necrosis pulpar y la falta de tratamiento de la misma. Aunque en estas infecciones se
han encontrado hongos, arqueas y virus, las bacterias son los principales
microorganismos implicados?.

Estas comunidades microbianas pueden sobrevivir y reproducirse en el tejido
organico remanente de la pulpa y del exudado del periodonto, encontrando condiciones
ecolégicas ideales en el ambiente bajo en oxigeno del sistema de conductos
radiculares®.

Los anaerobios estrictos son faciles de erradicar durante el tratamiento de los
conductos radiculares, pero las bacterias facultativas sobreviven con mayor
probabilidad a la instrumentacién e irrigacion del conducto radicular®.

1. Microbiota Endoddntica

Hasta la década del 1970, la mayoria de los autores citaba a los Streptococcus
viridans como la especie mas prevalente en la infeccibn pulpar, seguido por
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus. Con el desarrollo de las técnicas
para bacteriologia anaerobia, se comenzaron a detectar frecuentemente mas especies
anaerobias”.

Las comunidades bacterianas que se encuentran en la boca son muy complejas
con participacién de alrededor de 1.000 especies®, pero actualmente se describe un
namero limitado de microorganismos en la infeccion endodéntica, desde una a doce
especies. Esto indica que existen determinantes ecoldgicos a nivel de la pulpa y el
periapice, cuya presion selectiva va a definir qué microorganismos seran capaces de
colonizar esos tejidos. Se describen estos determinantes como el potencial de oxido
reduccion, la disponibilidad de nutrientes, y las interacciones microbianas de sinergismo
y antagonismo’.

Ademas de las bacterias, otros microorganismos como hongos Yy virus pueden
ser encontrados en las infecciones endoddnticas, aunque es mas frecuente en dientes
con retratamiento®,

A través de las técnicas de cultivo y biologia molecular se ha confirmado el
caracter polimicrobiano de la infeccidon endodontica, con un predominio marcado de
bacterias anaerobias estrictas en las infecciones primarias. El 40%-55% de las
bacterias de la microbiota endodéntica no se han podido cultivar?.



Los microorganismos aislados mas frecuentemente en infecciones de pulpa vital
son: S. aureus, Streptococcus orales, Peptostreptococcus, Actinomyces, Eubacterium,
Capnocytophaga, Campylobacter, Eikenella, Porphyromonas, Prevotella, Mitsuokella,
Selenomas, Lactobacillus, Enterococcus y Treponemas orales”.

La infeccidn de la pulpa necrética se puede producir por las mismas vias que la
pulpa vital, pero la extension de la infeccion es incontrolable ya que los mecanismos de
defensa del hospedero son incompetentes. Normalmente al inicio de la necrosis pulpar
se aisla un promedio de seis especies bacterianas, mientras que en la infeccion
exacerbada pueden aislarse entre doce y quince, predominando especies de los
géneros Porphyromonas y Prevotella °. A continuacién se muestran las bacterias mas
frecuentes aisladas en pulpa necrotica.

Géneros Especies
Bacterias anaerobias estrictas
Bacilos gramnegativos Porphyromonas P gingivalis, P endodontalis
Frevotella P oris, P buccae
F intermedia, P melaninogenica,
P nigrescens
Mitsuokella M. dentalis
Fusobacterium F. nucleatum
Selenomonas 5. sputigena
Bacilos grampositivos Eubacterium E. lentum
Cocos gramnegativos Peptostreplococcus F micros, P anaerobius,
P prevotii, P asaccharolyticus,
F magnus
Cocos grampositivos Veillonelia V parvula
Espirogquetas Treponema T denticola
Bacterias anaerobias facultativas
Cocos grampositivos Streptococcus S, mitis, S. anginosus, 5. oralis,
5. intermedius
Enterococcus E. faecalis, E. faecium
Staphylococcus 5. aureus, S. epidermidis
Bacilos gramnegativos Campylobacter C. rectus
Eikenella E. corrodens
Capnocytophaga C. ochracea
Bacilos grampositivos L actobacillus L. acidophilus, L casei L
fermentum
Actinomyces A. odontolyticus, A. naesiundi,

A_israelii, A. meyeri

Tabla I. Bacterias aisladas frecuentemente en la pulpa necrotica °




2. Distribucién bacteriana en el conducto radicular

La infeccion del sistema de conductos es un proceso dindmico y diferentes
especies bacterianas parecen dominar en diferentes fases del mismo. En las fases
mas tempranas del proceso infeccioso pulpar predominan las bacterias facultativas. Al
cabo de algunos dias o semanas disminuye el oxigeno en el interior del conducto
radicular a causa de la necrosis pulpar y el consumo por las bacterias facultativas, se
crea asi un entorno anaerobio con un potencial redox reducido, lo que favorece la
sobrevivencia y desarrollo de las bacterias anaerobias estrictas, con el paso del tiempo
se acentuan las condiciones anaerobicas, sobre todo en el tercio apical del conducto
radicular, y las bacterias anaerobias pasan a dominar la microbiota superando el
namero de bacterias facultativas. La distribucion de las bacterias en los conductos
radiculares es equitativa predominando gérmenes aerobios en el tercio coronario del
conduzcto, anaerobios facultativos en el tercio medio y anaerobios estrictos en el tercio
apical“.

3. Crecimiento bacteriano

Se entiende como crecimiento o desarrollo el aumento ordenado de todos los
componentes quimicos de una célula. En bacteriologia, el término crecimiento hace
referencia al incremento del nimero de células y no al tamafio (éste no varia
significativamente a lo largo de la vida de la bacteria excepto cuando se encuentra en
division). Al dividirse la mayoria de las bacterias por fision binaria, cada célula origina
dos, dos originan cuatro, cuatro originan ocho, etc; el crecimiento bacteriano es, pues,
una funcién exponencial. Para que este proceso ocurra, las bacterias tienen que estar
en un ambiente donde sean capaces de desarrollar todas sus funciones metabdlicas y
sintetizar todos los compuestos que necesitan a partir de los nutrientes del medio; se
produce asi lo que se denomina un crecimiento equilibrado, que normalmente sélo se
consigue en medios de cultivo®.

3.1. Curva de crecimiento

Si se introduce en un medio de cultivo liguido una poblacién bacteriana,
procedente toda ella de la misma célula madre, y el sistema es cerrado, es decir, ni se
afiaden ni se eliminan sustancias de desecho, se genera una curva de crecimiento con
las etapas que se indican a continuacién®®:

/§§

Log del nimero de bacterias

0 ) 5 10
Tiempo (h)

Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano®



3.2 Determinacioén del crecimiento bacteriano

La medicion del crecimiento sirve para determinar las bacterias presentes en un
cultivo o en un habitat natural o patolégico. Se puede realizar de forma directa,
mediante determinacién del nimero celular, con métodos de recuento de placa, técnica
del numero mas probable, método de filtracion, recuento de camara y clitometro de
flujo; o de manera indirecta, sin contar las células, con métodos de medicion de peso,
analiticos o de turbidimetria™®**.

El método directo de recuento de placa no mide el numero total de células sino
Unicamente las viables. Se efectia en placas de Petri que contengan el medio de
cultivo idoneo para el desarrollo del tipo de bacteria que se investiga, se realiza
mediante una siembra en masa de una cantidad conocida de la muestra problema; para
ello debe distribuirse uniformemente el in6culo sobre la superficie del medio. Tras la
inoculacion apropiada se cuentan las colonias que crezcan, suponiendo que una
bacteria al multiplicarse dara origen a una colonia o unidad formadora de colonias
(UFC). Si se sospecha que la cantidad de bacterias es elevada, habra que efectuar una
dilucién de la muestra. Para ello se preparan diluciones y se siembra un determinado
volumen en la superficie del medio contenido en las placas de Petri, tras la inoculacion
correspondiente, se calcula el numero de células viables aplicando la férmula:

_ n® de colonias
n® de células viables =

dilucidn = volumen

Figura 2. Férmula para calcular nimero de células viables®

Por ejemplo si en la dilucién 10° se cuentan 28 colonias, inoculando 0,1 ml en
cada placa, el nimero de células viables en la muestra problema sera de 28 x 10*
UFC/ml, como es obvio, deben elegirse aquellas placas en las que el recuento sea
posible (sin crecimiento confluente), hacer el calculo con varias diluciones y al final
establecer una media™*,

4. Métodos de identificacion microbiana

Se entiende por identificacion microbiana al conjunto de técnicas vy
procedimientos que se aplican para establecer la identidad de un microorganismo®®. A
continuacion se describen distintas técnicas de identificacion:

4.1 Métodos basados en tincion diferencial

4.1.1 Tincion de Gram

Para realizar este tipo de tincion se debe seguir la siguiente secuencia: el frotis
bacteriano se fija con calor, se tifie con cristal violeta por un minuto, se lava con agua,
se le aplica un mordiente por un minuto y se lava nuevamente con agua, después se



decolora con una mezcla alcohol etilico/acetona. Escurrir y cubrir con safranina (color
de contraste) durante un minuto y luego lavar y secar.

Las bacterias Gram positivas y Gram negativas tifien de forma distinta debido a
las diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de la
células Gram positivas es gruesa y consiste en varias capas interconectadas de
peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram negativas se componen de una capa
delgada de peptidoglicano, por lo cual estos dos tipos de bacterias se tifien de diferente
color y es posible identificarlas como Gram positivas si se tifien de color violeta 0 Gram
negativas si se tifien de color rojo™°.

4.2 Métodos basados en pruebas bioquimicas

4.2.1 Prueba de la ADNasa

Es utilizada para identificar Staphylococcus potencialmente patdgenos;
manifiesta la actividad de la desoxirribonucleasa, la cual es indicadora de su
patogenicidad.

Asimismo, se investiga la capacidad del microorganismo de producir enzimas
que hidrolicen el ADN. La aparicion de halos transparentes alrededor del area de
crecimiento se considera resultado positivo, ya que estas corresponden a zonas de
hidrélisis del ADN. La prueba es considerada negativa en caso de que los halos
caracteristicos no estén presentes™®.

4.2.2 Prueba de la Catalasa

Se utiliza para probar la capacidad del microorganismo de producir la enzima
catalasa, las bacterias aerobias y anaerobias facultativas producen catalasa, la cual
facilita la conversién de peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, siendo de utilidad
para evitar la formacion de radicales téxicos por el sistema de la mieloperoxidasa en las
células fagociticas. La prueba es positiva cuando la bacteria reacciona produciendo la
liberacién de burbujas, que es la caracteristica dada por la descomposicion del perdxido
de hidrégeno en agua y oxigeno™.

4.2.3 Prueba de la Coagulasa

Esta prueba se emplea para determinar y diferenciar especies dentro del género
Staphylococcus, asi como para probar la existencia de S. aureus. Dicho
microorganismo tiene la capacidad de activar dicha enzima. La coagulasa es un factor
de agregacién y constituye una prueba muy sensible y especifica para esta bacteria.
Esta proteina representa un importante factor de virulencia. La coagulasa puede unirse
al fibrinogeno y convertirlo en fibrina insoluble, la cual tiende a formar depaositos donde
los Staphylococcus pueden agregarse. La prueba puede hacerse de dos maneras: en
portaobjeto, en la cual la solucibn se ha tratado previamente con acido
etilendinitrilotetraacético (EDTA) y plasma de conejo. Por otra parte, la prueba se puede
realizar en tubo, para lo cual se inoculan 0.5 ml de una dilucién de plasma de conejo
con la colonia sospechosa™®.



4.2.4 Prueba de Bilis Esculina

Es un medio selectivo y diferencial que se usa para aislar e identificar un gran
namero de miembros del género Enterococcus y también Streptococcus. Las sales
biliares son el ingrediente selectivo, mientras que la esculinaes el componente
diferencial. Los Enterococcus hidrolizan la esculina en unos subproductos que
reaccionan con el citrato férrico que contiene el medio, produciendo sales insolubles de
hierro que resultan en un ennegrecimiento del medio. Los resultados del test deben ser
interpretados junto a una morfologia de tincién de Gram™®.

4.3 Métodos basados en laresistencia a ciertas sustancias

4.3.1 Prueba de Resistencia a la Bacitracina

La bacitracina es un antibiético que inhibe la sintesis de pared celular bacteriana.
Esta prueba es utilizada para la diferenciacion del Streptococcus beta hemolitico del
grupo A de otros Streptococcus beta hemoliticos. Sus resultados se interpretan si es
gue existe o no presencia del halo de inhibicion del desarrollo alrededor del disco
(independientemente del diametro) 3.


https://es.wikipedia.org/wiki/Sales_biliares
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https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Citrato_f%C3%A9rrico&action=edit&redlink=1
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Capitulo II:
IRRIGACION DEL SISTEMA DE CONDUCTOS RADICULARES

La irrigacion consiste en el lavado del sistema de conductos radiculares (SCR) y
aspiracion de los restos y sustancias que puedan estar contenidos en la cAmara pulpar
y/o conductos radiculares, empleando una o0 mas soluciones de diversa compaosicion
quimica utilizadas para la desinfeccion y limpieza del SCR™.

La morfologia del SCR genera dificultades al profesional para lograr el total
debridamiento del contenido, ya que con la sola instrumentacion manual no se tiene
acceso a todas las estribaciones de éste. Por tal razon es necesario utilizar sustancias
irrigantes o secuencias de estos que permitan llegar a estas zonas con el fin de obtener
una mejor desinfeccién del SCR™.

1. Objetivos de la irrigacion

Entre los objetivos de la irrigacion tenemos en primer lugar la limpieza, que
consiste en eliminar por remocioén y/o disolucién los detritos presentes en el interior del
SCR, ya sean preexistentes o creados como consecuencia de la instrumentacion. En
segundo lugar se encuentra la desinfeccion, con la cual se busca reducir la cantidad de
bacterias existentes en el SCR por el acto mecanico del lavado y por la accion
antibacteriana de la sustancia. Y finalmente la lubricacion, con la cual se facilita la
accion conformadora de los instrumentos endoddnticos por mantener las paredes
dentinarias hidratadas y ejercer una accién lubricante™®.

2. Requisitos del irrigante ideal

Dentro de los requisitos que deberia cumplir el irrigante ideal tenemos que
debera poseer un amplio espectro microbiano, alta eficacia contra microorganismos
anaerobios y facultativos organizados en las biopeliculas, capacidad de disolver restos
de tejido pulpar necrético, capacidad para inactivar endotoxinas, capacidad para
prevenir la formacion de una capa de barrillo durante la instrumentacion,
sistémicamente no téxicos cuando entran en contacto con los tejidos vitales, no
caustico a los tejidos periodontales, y con poco potencial de causar una reaccion
anafilactica®’.

A lo largo de la historia diferentes agentes irrigantes han sido utilizados, entre
éstas, una de las soluciones de irrigacion mas populares es el hipoclorito de sodio
(NaOClI) 8,

3. Técnicade Irrigacion

Durante la técnica de irrigacion se deben llevar las soluciones a la zona apical
del conducto y, al mismo tiempo aspirar con una canula de diametro moderado para
ejercer el efecto de succién cerca de la entrada de los conductos™®.

En general existe el consenso de que para que un irrigante tenga un efecto
importante se deben usar agujas de pequefio calibre y que puedan llegar idealmente a



la longitud de trabajo menos un milimetro, ya que es esto el radio de accion del irrigante
dentro del SCR®. Al insertar una aguja endodéntica no se debe taponar el conducto ya
gue de hacerlo existe un alto riesgo de extrusion del liquido, tampoco se debe ejercer
presion, la aguja debe estar en todo momento holgada dentro del SCR™.

Los irrigantes se deben dejar actuar durante un tiempo que varia entre uno a
cinco minutos ya que es conveniente permitir la renovacién constante de irrigacién®®.

Hoy en dia ningun irrigante cuenta con todos los requisitos de un irrigante ideal,
una alternativa son las secuencias de irrigantes que buscan utilizar las propiedades
positivas de cada uno en un mismo tratamiento disminuyendo asi las probabilidades de
dejar bacterias viables dentro del SCR™.

4. Clasificacion

Las soluciones y sustancias usadas en endodoncia son®:

Clasificacion Solucidn
Compuestos o Solucién de hipoclorito de sodio 0,5 a 5,25%
hal6genos o Solucién de Gluconato de Clorhexidina al 2%
Detergentes o Duponol C — al 1 (alquil — sulfato de sodio )
sintéticos . Zefirol — cloruro de alquildimetil — bencilamonio (cloruro
de 3. Benzalconium)
o Dehyquart — A (cloruro de cetiltrimetilamonio)
o Tween — 80 ( Polisorbato 80)
Quelantes . Soluciones de acido etilenodiaminotetracetico — EDTA
o Largal ultra (agente quelante comercial)

Redta (agente quelante comercial)

RC Prep (Acido etilenodiaminotetracetico + perdxido de
urea + base hidrosoluble e polietilenoglicol — Carbowax)

Asociaciones

o Endo — PTC (perdxido de urea + Tween 80 + Carbowax
o Glyde File Prep
o MTAD —(Asociacion de una tetraciclina ismérica, acido
citrico y un detergente—Tween80)
o Smear Clear
Otras soluciones o Agua destilada esterilizada
de irrigacion . Agua de hidroxido de calcio — 0.14 g%
o Peréxido de hidrogeno — 10 vol.
o Suero fisioldgico
o Solucion de &cido citrico
o Agua ozonizada

Tabla II. Clasificacién de Irrigantes endodoénticos™
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4.1 Hipoclorito de Sodio

El NaOClI es el agente irrigante mas estudiado en la endodoncia, siendo a su vez
el gold standar de los irrigantes, a pesar de su recurrente uso en endodoncia, este
irrigante no se encuentra aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) debido a
su alta toxicidad, potencial caustico, riesgo de provocacion de enfisemas si es extruido
y alergias de parte de los pacientes?.

4.1.1 Concentraciones de Hipoclorito de sodio?

. Solucién de Dakin: NaOCI al 0,5% (Neutralizado con acido borico)
. Solucién de Dausfrene: NaOCI al 0,5% (Neutralizado con Bicarbonato de
Sodio)
Solucién de Milton: NaOCIl al 1%
Solucién de Labarraque: NaOCI al 2,5%
Solucion de Grossman: NaOCI al 5%
Soluciéon de NaOCI al 5.25% (preparacion oficial, USP)

La accion bactericida y de disolucion de tejidos del NaOCI puede ser modificada
por tres factores: concentracion, temperatura y pH de la solucion®.

Se ha estudiado la efectividad de diferentes concentraciones de NaOCI con
respecto a su accion solvente y bactericida. Varios investigadores estan de acuerdo en
gue las soluciones con una concentracion mas alta de NaOCIl son mas efectivas que las
soluciones con concentraciones mas baja?*2>%%2

El NaOCI al 1% (solucion de Milton) es la mas utilizada segun la literatura, por las
importantes propiedades que brinda en la irrigacién intracanal™®.

El NaOCI en concentraciones inferiores a 2.5% actta eficazmente eliminando los
microorganismos, pero debe utilizarse durante un tiempo prolongado durante el
tratamiento para disolver los restos pulpares®.

El NaOCI al 2.5% y 5.25 % son soluciones mas inestables, por ser més
concentradas, su método de almacenamiento es un factor importante ya que el
producto puede verse afectado ante la exposicién a luz, el calor y el medio ambiente?®.

Se afirma que la Unica concentracion capaz de remover fisicamente la capa de
biofilm y volver no viables las bacterias es el NaOCI al 6%%; por su parte,otros autores
encontraron que la solucién al 5% disuelve los tejidos pulpares necréticos mas rapido
que la solucién al 2,5%%%. Sin embargo, en otro estudio se encontré que la
concentracion del NaOCI no es tan importante como el cambio constante de la solucion
y Su uso en cantidades significativas®’.

Estudios han demostrado que la capacidad antibacteriana y disolventes de una
solucion de NaOCI al 5,25% disminuyen cuando la misma es diluida, al mismo tiempo
reducen sus efectos toxicos; asi una solucion al 5% es fuertemente bactericida, pero
altamente toxica y una solucion al 0,5%, aunque menos irritante, sus efectos
antimicrobianos estan disminuidos®® 331,
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4.1.2 Mecanismo de accion’*

Las acciones del hipoclorito de sodio operan mediante tres mecanismos’:

4.1.2.1 Saponificacion: donde actia como solvente graso y organico, saponifica
los acidos grasos dividiéndolos en sales y glicerol, reduciendo la tension superficial de

la solucioén.

o} (o)
Il

I
R-C-0~-R + NaOH
Acido graso Hidréxido
Sodio

R-C~0~Na + R-0OH

Jabén Glicerol

Figura 3. Mecanismo de accién hipoclorito de sodio, reaccién de saponificacion’

4.1.2.2 Neutralizacién: cuando el &cido hipocloroso toma contacto con tejido
organico libera cloro, el cual se une a los grupos amino liberados de la hidrolizacion de
aminoacidos formando cloraminas. Sera el acido hipocloroso y los iones de hipoclorito

quienes lleven a la degradacion proteica e hidrélisis.

(o} H o]
I /" | 1
R-C-0-C + NaOH R-C-0-C + H20
| |
NH2 OH
Amino acido Hidroxido
De Sodio

H

NH2 ONa

Sal Agua

Figura 4. Mecanismo de accién hipoclorito de sodio, reaccién de neutralizacién’

4.1.2.3 Cloraminacion: algunas de las cloraminas sintetizadas son capaces de

interferir con el metabolismo celular. Por su parte, el cloro es un potente oxidante y
tiene un gran potencial antimicrobiano, inhibiendo las enzimas bacterianas y llevando a

la oxidacion irreversible de los grupos sulfhidrilos.

Cl O

Amino acido

" !

OH
Acido

Hipocloroso

Cloramino

R-C-0-C + H20

|

NH2
Agua

OH

Figura 5. Mecanismo de accidn hipoclorito de sodio, reaccion de cloraminacion’
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4.1.3 Efectos nocivos del hipoclorito

El NaOCI presenta un gran numero de propiedades negativas como la corrosion
del instrumental endodontico, inefectividad para algunos microorganismos cuando es
utilizado a bajas concentraciones, por si solo no remueve el barro dentinario ya que
solo actua sobre la materia organica de la pulpa y de la predentina; ademas presenta el
riesgo de sobrepaso de NaOCI a los tejidos periapicales y es potencialmente alérgico y
CitOtéXiC015'20'21'29'30'32

Las investigaciones in vitro y en animales han demostrado efectos toxicos del
NaOCI en tejidos vitales. Estos efectos son hemolisis, ulceracion cutanea, dafio celular
severo en células endoteliales y fibroblastos e inhibicibn de la migracion
neutréfila®3134353¢,

Si el NaOCI es ingerido se absorbe en forma de cloruro, el cual pasa a la sangre
y es excretado por el riidn. Aun asi, su ingesta provoca efectos irritantes sobre el tracto
digestivo, especialmente si son soluciones concentradas. Es irritante para la piel y el
tejido subcutaneo, en el cual provoca citotoxicidad en fibroblastos y células endoteliales,
y reaccion a cuerpo extrafio®.

Su sobrepaso hacia la zona perirradicular ha sido reportada como causante de
dolor, edema, enfisema facial y formacion de hematomas. Otro reporte fue el de
inyeccion cerca del nervio dentario inferior que afiadié a los sintomas trismus de dos
semanas®*
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Capitulo IlI:
EL OZONO
1. Historia

Fue detectado en 1785 por el fisico Von Marum, gracias a su olor caracteristico.
Mas adelante en 1840 el fisico Schobein bautiza esta sustancia como ozono (O3),
proveniente de la palabra alemana “Ozein”, que se traduce como “olor”. En 1857 Von
Siemens fabric6 el primer generador de Og, el cual permitié estudiar sus propiedades y
efectos quimicos. En 1870 el médico aleman Lender realiz6 la primera publicacion
sobre los efectos biolégicos referidos a la desinfeccion de aguas. El descubrimiento de
las propiedades antimicrobianas de la molécula revolucioné la medicina de la época
generando desde esta instancia en adelante su utilizacién en el &rea industrial y
meédica, fundandose instituciones para la desinfeccion de aguas y departamentos de
ozonoterapia. Por primera vez en 1932 en Suiza un odontdélogo, el Dr. Fish, publica sus
aplicaciones en odontologia como tratamiento de caries, y patenta el primer aparato
especifico para esta aplicacion, seguido por el odontélogo Dr. Payr quien publico
“Aplicaciones del ozono en cirugia”, premiado por la asociacion alemana de cirugia,
actualmente se realizan mdultiples ensayos clinicos, estudios experimentales, tesis
doctorales e investigaciones referentes al uso del O3 en areas como la medicina y
odontologia en diferentes paises del mundo®®.

2. Composicion

El O3 es una molécula triatbmica, compuesta por tres atomos de oxigeno. Su
peso molecular es 47,98 g/mol. Es altamente inestable termodindmicamente,
dependiendo de las condiciones del sistema como la temperatura y la presion se
descompone a oxigeno puro con una vida media corta®®.

El O3z es una modificacién alotropica de oxigeno (O3) que puede existir en las tres
condiciones fisicas de la materia. En condiciones normales, el O3 es un gas incoloro
con un olor acre®.

3. Sintesis del ozono

En la naturaleza el O3 es creado por una combinacion de O, en el aire bajo la
influencia de factores tales como la radiacion ultravioleta (del sol) y las descargas
eléctricas (rayos). También es creado en las zonas donde hay una intensa tension fisica
en el agua (tales como cascadas y las olas del mar rompiendo en las rocas)*.

De manera artificial existen tres sistemas diferentes para la generacion de gas
Os. El primero es el sistema de luz ultravioleta que produce bajas concentraciones de
O3 y es utilizada en estética y purificacion de aire. Secundariamente el sistema de
plasma frio que se utiliza en la purificacién del aire y el agua. Y finalmente el sistema de
efecto corona (Corona discharge) que produce altas concentraciones de O3, este es el
sistema mas comun utilizado en el campo médico — dental, es facil de manejar y tiene
una tasa de produccién de O3 controlada®.
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Debido a la inestabilidad de la molécula de O3z éste debe prepararse
inmediatamente antes de su uso, ya que al pasar una hora solo la mitad se mantiene
como molécula de O3z y la otra se convierte en O,. Con el fin de controlar su
descomposicion el Oz puede ser asociado a un vehiculo con propiedades acuosas para
promover su conversion rapida o a un vehiculo mas viscoso para retardar su
conversion®.

3.1 El equipo de ozono odontolégico MWM D-3000

Una forma de obtencién del agua ozonizada (H,O3) se realiza a través de la
maquina GO3; Advance de origen Chileno, esta empresa se dedica a fabricar dos
equipos de Oz, uno para medicina y otro para odontologia, el dispositivo para
odontologia es el MWM D-300, y genera H,O3 a partir de O, médico combinandolo con
agua bidestilada*.

Figura 6. Equipo de O3 odontolégico MWM D-3000 (GO; Advance)

Las principales caracteristicas del MWM D-3000 corresponden a que es un
sistema de Oz completamente integrado, 100% libre de quimicos y bi-productos téxicos,
con una concentracion de O3z de 120 ug/ml, utiliza sélo O, de grado médico y con un
caudal regulado a un litro por minuto®.



15

4. Mecanismos de accion terapéutica del ozono

Existen varios mecanismos de accion del Oz sobre el cuerpo humano a
continuacion se describiran uno a uno.

4.1 Accién antimicrobiana

El O3 funciona como bactericida natural, inactiva bacterias, virus, hongos,
levaduras y protozoos. El Oz en esta forma es muy inestable y se disocia facilmente de
nuevo en O,, esta reaccion genera la liberacion de O; el cual es un fuerte agente
oxidante. Este agente oxidante actla sobre la membrana citoplasmatica de la célula
produciendo ozonolisis de enlaces dobles y también modificacién inducida por Oz de los
contenidos intracelulares (oxidacién de las proteinas y pérdida de funcion de los
organelos) debido a los efectos secundarios de los oxidantes, esta accidn no es
especifica ni selectiva para las células microbianas, no dafa a las células del cuerpo
debido a su capacidad antioxidante. EI O3 ademas es muy eficiente en cepas
resistentes a los antibiéticos y aumenta su actividad antimicrobiana en ambiente de pH
acido™.

Las bacterias Gram positivas son méas sensibles a la accion de O3 que las Gram
negativas. Las bacterias anaerobias también son sensibles al O3 4z

4.2 Accion inmunoestimulante

Estimula la proliferacién de las células inmunes y sintesis de inmunoglobulinas.
También activa la funcion de los macréfagos y aumenta la sensibilidad de los
microrganismos a la fagocitosis**.

4.3 Accibn anti-hipdxica

El O3 genera el aumento de la presion parcial de oxigeno (pO2) en los tejidos y
mejora el transporte de O; en la sangre, lo que resulta en el cambio del metabolismo
celular, la activacién de los procesos aerobicos (glucolisis, ciclo de krebs, B-oxidacion
de los &cidos grasos) y el uso de los recursos energéticos**.

Las dosis bajas de Oz activan enzimas superéoxidos (catalasa, deshidrogenasas y
peroxidasas) las cuales son parte de los sistemas enzimaticos complejos que protegen
los organismos contra la accién de los radicales libres de O, .

El O3 actla sobre los eritrocitos aumentando la superficie de contacto para el
transporte de O,. Ademas cambia la estructura de su membrana celular aumentando su
elasticidad™.

4.4 Accidon analgésica

Estos efectos se deben a la facultad del O3 en altas concentraciones de generar
una menor produccion de mediadores de la inflamacion, la oxidacion (inactivacion) de
metabolitos, mediadores del dolor (4cido araquiddnico y prostaglandinas) y la mejoria
de la microcirculacion sanguinea local mejorando la entrega de O, a los tejidos y
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eliminando toxinas.
Un estudio realizado el afio 2013 muestra que los pacientes con terapia de O3 no
tomaron la misma cantidad de analgésicos que el grupo que no habia sido *.

4.5 Acciéon antiinflamatoria

Por otro lado el O, en bajas concentraciones posee un efecto inmunoestimulante
provocando la sintesis de sustancias biolégicamente activas tales como interleuquinas,
leucotrienos y prostaglandinas que es beneficioso tanto para la reduccion de la
inflamacién como la cicatrizacion™.

En otro estudio publicado el afio 2007 se demuestra que el H,O3 tiene una
excelente capacidad antiinflamatoria lo que disminuye las molestias sobre heridas y
procesos infecciosos*.

4.6 Bioenergética y accién biosintética

Activa los mecanismos de la sintesis de proteinas, aumenta la cantidad de
ribosomas y mitocondrias celulares. Estos cambios aumentan la actividad funcional y
regeneracion potencial de tejidos y 6rganos**.

5. Usos del ozono en la odontologia

El O3 se puede utilizar como agente desinfectante, en control de sangrado, para
limpieza de heridas en tejidos duros y blandos, mejora cicatrizacion (incrementando
nivel de O, en la zona de la herida), como enjuague bucal y spray en caso de gingivitis,
aftas, estomatitis, desinfeccion localizada, caries y cirugia general) y finalmente como
irrigante para tratamientos de endodoncia®.

6. Vias de administracion del ozono
6.1 Ozono gaseoso

Se utiliza con mayor frecuencia en odontologia restauradora y endodoncia. En
terapia minimamente invasiva de caries se usa como un desinfectante antes de la
colocacibn de wuna restauracibn directa y como terapia para los dientes
hipomineralizados®’.

6.2 Agua ozonizada

Ha demostrado ser eficaz contra bacterias, hongos y virus, dado que se ha
encontrado que el Oz tiene efectos negativos si se inhala en el tracto respiratorio por lo
que el H,O3 es una opcion de tratamiento mas segura®.

En el ambito de la endodoncia diversos estudios han reflejado una clara
efectividad del H,0;.Se concluye que el H,Os; es efectiva contra S. aureus y
Pseudomona aeruginosa demostrando ser un potente bactericida en poco tiempo de
exposicion (30 segundos) *2.



17

Otra investigacion concluye que para Enterococcus feacalis, si combinamos el
H.Os con el ultrasonido es igual de efectiva que el NaOCI *°.

En estudios con dientes bovinos inoculados con Streptococcus mutans y E.
feacalis ha demostrado la misma eficacia que el NaOCI al 2.5%, pero este es citotoxico
y disminuye la actividad metabolica fibroblastica en ratones, no asi el H,O3, que ha
demostrado ser inocua para los tejidos™°.

Todo lo anterior nos lleva por un camino en el que sita el H,O3 en un contexto
vanguardista y prometedor, y cada vez la literatura toma mas peso validando
cientificamente sus propiedades antimicrobianas, y demostrando que es inocua para los
tejidos.

6.3 Aceite Ozonizado

Ha demostrado ser eficaz contra Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pseudomonas y especialmente Micobacterias®’.
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto antimicrobiano coadyuvante del agua ozonizada utilizada
dentro de un protocolo de irrigacion preestablecido con hipoclorito de sodio al 1% vy
suero fisiolégico, en conductos de dientes humanos inoculados con microbiota.

Objetivos especificos:

l. Comparar la presencia de colonias bacterianas en raices dentarias
inoculadas con microbiota, antes de la aplicacion de cuatro protocolos de irrigacion
diferentes (hipoclorito de sodio 1%, hipoclorito de sodio 5.25%, agua ozonizada mas
hipoclorito de sodio 1%, suero fisioldgico)

Il. Comparar la presencia de colonias bacterianas en raices dentarias
inoculadas con microbiota, después de la aplicacion de cuatro protocolos de irrigacion
diferentes (hipoclorito de sodio 1%, hipoclorito de sodio 5.25%, agua ozonizada mas
hipoclorito de sodio 1%, suero fisiologico)

Il. Describir las bacterias mas prevalente en la microbiota antes y después

de los protocolos de irrigacion.

IV. HIPOTESIS

El protocolo de irrigacién con hipoclorito de sodio al 1% mas agua ozonizada
tiene una capacidad bactericida mayor o igual al protocolo de irrigacién con hipoclorito
de sodio al 1% en conductos dentarios inoculados con microbiota.
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V. DISENO METODOLOGICO

1. Muestray universo

1.1 Disefio de estudio

Estudio experimental in vitro en paralelo con doble ciego y grupo control.

1.2 Definicion de universo

Se constituird por la microbiota caracteristica de la pulpa con necrosis séptica

parcial.

1.3 Determinacion del tamafio muestral

Nuestra investigacién corresponde a un estudio para contraste de hipoétesis
unilateral. Determinamos el tamafio muestral basandonos en el estudio de Alamo and
cols®*. Se utilizara una desviacién estandar de 210,9, ademas un valor minimo de
disminucion de UFC de 300. Se consideré un nivel de confianza del 95% (a: 0,05) y una
potencia del 80% ([3: 0,20).

El tamafio muestral quedara determinado a través de la siguiente férmula:

Py

2(zu +zﬁ)“ 5’
d2

n =

Figura 7. Formula tamafio muestral para dos medias

Simbolo Definicion Valor en
estudio
n Es el numero de sujetos necesarios para cada una de las muestras X
Za Es el valor de Z correspondiente al riesgo a 1,645
Zp3 Es el valor de Z correspondiente al riesgo B 0,842
S? Es la varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control 210,97
d Es el valor minimo de la diferencia que se desea detectar 300

En conclusiéon tenemos que el tamafio muestral

Tabla lll. Componentes formula tamafio muestral

2(1,645 + 0,842)? x 210,92

300?
n=6.113

Figura 8. Desarrollo formula tamafio muestral para dos medias

menos 7 unidades de estudios.

por cada grupo es de por lo




1.4

1.4

Seleccion de muestra

.1 Definicion de muestra
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La muestra se constituird de la microbiota presente en una pulpa con necrosis
séptica parcial extraida de una sola paciente, cumpliendo con los criterios de inclusion y

exclusion.

1.4

1.4

.2 Criterios de inclusion y de seleccion

Pulpa con necrdsis séptica parcial (reciente)

Via de infeccion cariogénica

Con al menos 50 % de su constitucion indemne
Proveniente de un paciente adulto joven (18 a 30 afios)
Extraida de incisivos centrales superiores o caninos
Diagnéstico de necrosis pulpar sin lesion apical

.3 Criterios de exclusién

Pulpa necrotica séptica

Pulpa necrotica aséptica

Vias de infeccidn no cariogénica

Con menos del 50% de su constitucion indemne

Proveniente de pacientes infantiles, adulto y adulto mayor
Extraida de molares, premolares e incisivos centrales inferiores.
Diagnostico de pulpa necrética séptica con patologias apicales

2. Desarrollo del estudio

ETAPA 1: Recoleccidon dentaria

Para la obtencion de dientes se fijo un plazo entre los dias primero y quince de

diciembre

del 2015.

Se obtuvieron solo de una odont6loga quien contaba con un stock de dientes
humanos sanos que fueron extraidos por indicacion de tratamiento ortodoncico durante
el segundo semestre del afio 2015. Cada paciente autoriz6 previamente a la odontéloga
para utilizar sus dientes con fines académicos.

Una vez obtenidos fueron desinfectados y conservados refrigerados en el
laboratorio de microbiologia de la facultad de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso.

El protocolo de desinfeccién® utilizado consisti6 en eliminar los tejidos organicos
con un cepillo de cerda dura y luego conservarlos en un frasco de vidrio con hipoclorito
de sodio al 5.25%.
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ETAPA 2: Selecciéon dentaria

2.1 Corte coronario: el corte coronario fue realizado bajo refrigeraciéon con una
turbina y fresa cilindrica extralarga numero 8. Se cortd la corona dentaria a la altura
necesaria de tal forma que cada raiz quedo con una longitud de 15 mm.

Figura 9. ETAPA 2.1 Corte coronario

2.2 Prueba Lima k#20: se introdujo la lima k#20 y se verificO que avanzara
facilmente hasta los 15 mm. Un total de 55 raices cumplieron con este requisito y solo
éstas se les tomaron radiografias.

Figura 10. ETAPA 2.2 Prueba lima k#20

2.3 Radiografias con lima k#15: se montaron las raices en un rodete de cera
fijadas por el &pice cubriendo 1 cm de esta y permitiendo que se mantuvieran de
manera vertical y estable por si solas. Luego se enumeraron de manera arbitraria y se
les tomaron radiografias periapicales ortorradiales con una lima k#15 calibrada a 15
mm. Cada radiografia fue rotulada con el nUmero de la raiz a la que pertenecia.

Figura 11. ETAPA 2.3 Preparacion dentaria previa a radiografia
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Figura 12 a 15. ETAPA 2.3 Radiografias con lima k#15 de raices 1, 7, 15 y 24 respectivamente

Con estos tres procedimientos realizados se cont6 con la informacién necesaria
para seleccionar las raices que cumplieran con los criterios detallados en el Anexo 1.

ETAPA 3: Preparacion dentaria

3.1 Montaje e identificacion: cada raiz fue montada sobre una superficie cubica
de acrilico transparente de termopolimerizacion lo que permitid su esterilizacion en
autoclave. Todas las raices fueron identificadas con numeros del 1 al 28 de manera
arbitraria con un plumén negro en la base del acrilico.

Figural6. ETAPA 3.1 Montaje e identificacion

3.2 Instrumentacién con sistema WaveOneTM lima large: cada raiz fue
instrumentada segun el protocolo propuesto por Densply (Anexo 2).

Figura 17 y 18. ETAPA 3.2 instrumentacion con sistema WaveOneTM
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3.3 Esterilizacion y almacenamiento: las raices fueron esterilizadas dentro de
sobres de papel grado médico segun las normas de bioseguridad de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Valparaiso (Anexo 3). Una vez estériles cada sobre
fue conservado en el laboratorio de nuestra facultad bajo las normas impuestas en el
protocolo de esterilizacion antes mencionado.

ETAPA 4: Extraccion pulpa necrética

La obtencion de la pulpa necroética la realizé uno de los integrantes de nuestro
grupo en las dependencias de la facultad de Odontologia de la Universidad de
Valparaiso dentro del horario de clinica integral, una vez que fueron ejecutadas las
etapas anteriores.

La obtencién del tejido pulpar se realiz6 en un campo de trabajo con aislamiento
absoluto y utilizando una lima endoddntica basandonos en el método propuesto por
Huang en el afio 2009,

Una vez que fue extraida la pulpa se depositd el vastago de la lima, cortado con
una tijera estéril, en un tubo de ensayo con 3 ml de caldo de cultivo cerebro corazén
(BHI), el cual fue incubado por 24 horas a 37°C en aerobiosis en el laboratorio de
nuestra facultad, donde se llevaron a cabo todas las etapas posteriores. Este cultivo fue
nombrado cultivo madre (C.M).

Figura 19 y 20. ETAPA 4 Extraccion pulpa necrética y cultivo madre

ETAPA 5: Recuento bacteriano y frotis del cultivo madre

Una vez que transcurrieron las 24 horas se llevé a cabo el procedimiento que
consistio en las siguientes etapas:

5.1 Recuento bacteriano del cultivo madre: se utilizé el método del numero
mas probable y conteo bacteriano de UFC con el contador de Quebec.

Se dispuso del cultivo madre mas cuatro tubos de ensayo con 9 ml de suero
fisiolégico cada uno, rotulados con las siglas C.M 10%, C.M 10%, C.M 10®y C.M 10% mas
cuatro placas petri de 10 cm de diametro con agar cerebro corazén, una para cada tubo
rotuladas de igual manera.
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Figura 21 a 22. ETAPA 5.1 Método del nimero mas probable, C.M, dilucién y placas petri

Con una pipeta estéril se extrajo 1 ml de cultivo madre y se diluyo en el tubo C.M
10%, con otra pipeta estéril se extrajo 1 ml del tubo C.M 10" y se diluy6 en el tubo C.M
107, luego con otra pipeta estéril se extrajo 1 ml del tubo C.M 10? y se diluyé en el tubo
C.M 107 con otra pipeta estéril se extrajol ml del tubo C.M 10% y se diluyé en el tubo
C.M 10% vy finalmente con otra pipeta estéril se extrajo 1 ml del tubo C.M 10*y se
desechd en un frasco de vidrio con hipoclorito al 5%. Todos los tubos fueron sellados.

Figura 23 a 27. ETAPA 5.1Método del nUmero méas probable (Izquierda a derecha)
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Posteriormente con una pipeta se extrajo 0,1 ml del tubo C.M 10" se deposité en
la placa petri rotulada C.M 10%y se distribuyé homogéneamente en toda su amplitud con
un tubo capilar doblado y estéril, el mismo procedimiento se realizé con los tubos y
placas petri C.M 10%, C.M 10° y C.M 10* respectivamente.

Figura 28 a 30. ETAPA 5.1 Método del nimero més probable

Para finalizar todas las placas Petri fueron cultivadas por 24 horas a 37°C en
aerobiosis, y luego de esto se realiz6 el conteo de UFC utilizando el contador de
Quebec.
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Figura 33 a 35. ETAPA 5.1 Placa petri luego de 24 hrs y conteo de UFC utilizando el contador
de Quebec.
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5.2 Frotis del cultivo madre: se realizo un frotis del cultivo madre. Para lo cual
se extendié 0,3 ml de cada tubo con una pipeta colocandola directamente sobre el
portaobjetos. Luego se fij6 la muestra dejandola por tres horas en la estufa de cultivo a
37°C conservandola en una caja de metal sellada y a temperatura ambiente.

g@

Figura 36. ETAPA 5.2 Frotis del cultivo madre
ETAPA 6: Inoculacion dentaria con cultivo madre
Cada raiz se inocul6 con 0,1 ml de cultivo madre y se sell6 con cemento

temporal sin eugenol (Coltosol® F), luego se cultivaron por 24 horas a 37°C en
aerobiosis.

LR SR
.....

.....

s S e s o Y s 305 e I i
O e Rt e R S e R R ke R

Figura 37 a 39. ETAPA 6 Inoculacién dentaria con cultivo madre
ETAPA 7: Divisién aleatoria de raices y formacion de grupos de estudio

Se utilizé el programa Epidat 3.0 para generar la distribucion aleatoria de las
muestras ya inoculadas. Se formaron cuatro grupos (A, B, C y D) cada uno con 7 raices
numeradas. Cada raiz fue rotulada con la sigla compuesta XY donde X correspondio a
la letra de su grupo e Y al numero de la raiz, por ejemplo, si la raiz 1 por aleatorizacion
quedo en el grupo A, fue llamada Al.
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Grupo de estudio Raices
A 1, 3,28, 25,5,13,21
B 2,20,22,12,18,10,7
C 5, 16, 23, 14, 26, 19, 24
D 4,8,15,11,9, 17,27

Tabla IV. Grupos de estudio

ETAPA 8: Obtencion, recuento de colonias bacterianas y frotis de cultivos
iniciales

Se realizé el procedimiento, de manera aséptica, a partir de cada raiz de los
cuatro grupos cultivados a 37°C por 24 horas desde su inoculacion.

8.1 Obtencion de los cultivos iniciales: una vez que termind el proceso de
inoculacion y cultivo de las raices, se eliming el sello de cemento, se introdujo un cono
de papel #40 y se dejé por 5 minutos basandonos en el trabajo realizado por lhsan® el
afno 2014. Posteriormente se introdujo el cono en un tubo de ensayo con 3 ml de BHI
que fue rotulado como cultivo inicial mas la sigla del grupo y namero de cada raiz
(CIA1, CIAS, etc). Cada cultivo inicial fue cultivado por 24 horas a 37°C en aerobiosis.
Posteriormente con una jeringa se le inyectaron 0,1 ml de BHIla cada raiz y fueron
nuevamente selladas con cemento temporal libre de eugenol y cultivadas por 24 horas
a 37°C en aerobiosis, para luego obtener el cultivo final a partir de cada una.

Figura 43y 44. ETAPA 8.1 Cultivo de raices para luego obtener el cultivo final a partir de ellas.
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8.2 Recuento bacteriano y frotis de los cultivos iniciales: Una vez que
transcurrieron las 24 horas se realizo el recuento de colonias del cultivo inicial con el
método del nUmero mas probable, el conteo bacteriano de UFC con el contador de
Quebec y ademés frotis de un cultivo inicial por grupo de estudio (todas las técnicas
fueron descritas en la etapa 6). Los Cultivos iniciales seleccionados arbitrariamente
para los frotis fueron CIA1, CIB2, CIC5 y CIDA4.

Figura 45 a 49. ETAPA 8.2 Placas petri (sup) y conteo bacteriano en contador de Quebec (Inf) del CIAL1

ETAPA 9: Irrigacion

Una vez transcurridas las 24 horas de cultivo de las raices, se eliminé el sello de
cemento y se realizo el protocolo de irrigacion asignado para cada grupo.

Un solo integrante realizé esta etapa y se encontrd en total desconocimiento de
gué protocolo de irrigacion aplicé a cada grupo.

Se utilizé el programa Epidat 3.0, el cual de manera aleatoria nos indic6 el color
que diferencidé y representd la secuencia de irrigantes utilizada, este color se puso en
las jeringas de cada grupo de estudio.

El experimento cont6 con cuatro secuencias de irrigacion diferentes, todas con 6
pasos lo que permitié su estandarizacion, cada paso se realizé en 1 minuto.

Se contdé con 6 jeringas por grupo y estas se rellenaron con la secuencia de
irrigacion correspondiente. El integrante que cargo las jeringas e irrigd nunca supo el
contenido de cada una de estas.
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G.E. Raices

Color

Secuencia de Irrigacion

A 1,3, 28, 25,5,13, 21 Rojo

1-Hipoclorito 1%
2-Hipoclorito 1%
3-Hipoclorito 1%
4-Hipoclorito 1%
5-Hipoclorito 1%
6-Suero Fisiolégico

B 2,20,22,12, 18,10, 7 Verde

1-Hipoclorito 1%
2-Hipoclorito 1%

3-Agua ozonizada 120ug/ml
4-Agua ozonizada 120ug/ml
5-Agua ozonizada 120ug/ml
6-Suero fisiologico

C 5, 16, 23, 14, 26, 19, 24 Amarillo

1-Hipoclorito 5.25%
2- Hipoclorito 5.25%
3- Hipoclorito 5.25%
4- Hipoclorito 5.25%
5- Hipoclorito 5.25%
6-Suero fisioldgico

D 4,8,15,11,9,17, 27 Azul

Suero fisiolégico x 6

Tabla V. Grupos de estudios y secuencias de irrigacion

ETAPA 10: Obtencion, recuento de colonias bacterianas y frotis de cultivos

finales

10.1 Obtencién de cultivos finales: Una vez terminado el proceso de irrigacion
de las raices se introdujo un cono de papel #40 y y se dejo por 5 minutos basandonos
en el trabajo realizado por lhsan®®. Posteriormente se introdujo el cono en un tubo de
ensayo con 3 ml de BHI que fue rotulado como cultivo final mas la sigla del grupo y
numero de cada raiz (CFA1, CFAS3, etc). Cada cultivo final fue cultivado por 24 horas a

37°C en aerobiosis.

Figura 50 a 52. ETAPA 10.1 Obtencion cultivo final
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10.2 Recuento de colonias y frotis de los cultivos finales: Una vez que
transcurrieron las 24 horas se realizd el recuento de colonias del cultivo final con el
método del nUmero mas probable, el conteo bacteriano de UFC con el contador de
Quebec y ademés frotis de un cultivo final por grupo de estudio (todas las técnicas
fueron descritas en la etapa 6). Los Cultivos finales seleccionados arbitrariamente para
los frotis fueron CFA1, CFB2, CFC5, y CFDA4.

Figura 53 a 57. ETAPA 10.2 Placas petri (sup) y conteo bacteriano en contador de Quebec (Inf) del
CFAl1

ETAPA 11: Identificacion Bacteriana

11.1 Pruebas de identificacién microscopica del cultivo madre, cultivos
iniciales, cultivos finales y colonias bacterianas representativas: se seleccionaron
frotis del cultivo madre y provenientes de un cultivo inicial y otra de un cultivo final de
los cuatro grupos de irrigacion (CM,CIA1,CIB2,CIC5,CID4,CFAL1,CFB2,CFC5,CFDA4).

Ademés se utilizaron dos placas petri, una del cultivo madre (C.M 10%) y una
del grupo control (CFD4 102).

De estas placas se eligieron tres unidades formadoras de colonias
representativas para su identificacion: una colonia blanca (UFC1), una transparente
(UFC2) y una pequeiia con halo hemolitico (UFC3). Se le aplicaron diversas pruebas de
laboratorio con dos objetivos. El primero demostrar que las bacterias presentes en la
pulpa necrotica son las mismas encontradas en el cultivo del grupo control que fue
irrigado solo con suero fisiolégico y descartar una contaminacién involuntaria durante el
tratamiento, y el segundo objetivo fue tratar de dilucidar el tipo de bacterias encontradas
en los cultivos con la aplicacion de pruebas de identificacidbn microscopica, pruebas de
identificacion bioquimicas y pruebas de identificacion basadas en la resistencia a ciertas
sustancias.
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Figuras 60y 61. ETAPA 11.1 Seleccién y frotis de colonias bacterianas representativas

Se realiz6 tincibn Gram a los frotis del cultivo madre, cultivos iniciales, cultivos
finales y las tres colonias bacterianas representativas. Posteriormente se observaron
con el microscopio Optico con lente de inmersion (100x).

oa S B 7y ’ d

ke ” M(\d Ve

Cristal de violeta

Figura 62 a 70. ETAPA 11.1Secuencia de Tincion Gram (arriba abajo y de izquierda a derecha)
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Figura 71y 72. ETAPA 11.1 Observacion microscépica (100x) de Frotis

11.2 Pruebas de Identificacion bioquimicas: se aplicaron un total de cuatro
pruebas de identificacion bioquimica: de Catalasa, Coagulasa, Bilis Esculina y ADNasa.

Nos basamos en sus caracteristicas macroscopicas para guiarnos en qué tipo de
pruebas realizar a cada colonia. A todas las colonias se les realizo la prueba de la
catalasa, a las UFC1 se les realizaron ademas las pruebas de Coagulasa y ADNasa, y
a las UFC2 también se les aplico la prueba de bilis esculina.

Figura 73 a 76. ETAPA 11.2 Prueba de identificacion bioquimica Catalasa, Coagulasa, ADNasa y Bilis
esculina respectivamente.

11.3 Pruebas de Identificacibn basadas en la resistencia a ciertas
sustancias: Se realiz6 esta prueba a las UFC2.

\\’

Figura 77. ETAPA 11.3 Prueba de identificacién basada en resistencia a Bacitracina



33

VI. RECOLECCION DE DATOS

1. Variables estadisticas

Variables Tipo Dimension Escala Indicador
.P r_otoc_c,)lo de Independiente | Cualitativa | Nominal Verde/Rojo/Azul/Amarillo
irrigacion
Poder . o . Conteo por dilucion
bactericida Dependiente | Cuantitativa | Discreta (UEC)
Con_cgntramon Independiente | Cuantitativa | Continua | % v/v
del irrigante
Forma del Redondo
Independiente | Cualitativa | Nominal Oval
conducto
Irregular
Recuento
bacterianos . o . Conteo por dilucién
del cultivo Independiente | Cuantitativa | Discreta (UFC)
madre
Recuento
bac.terlano de Dependiente | Cuantitativa | Discreta Conteo por dilucion
cultivos (UFC)
iniciales
Recuento
bac_terlano de Dependiente | Cuantitativa | Discreta Conteo por dilucion
cultivos (UFC)
finales
e, Tincion Gram (+/-)
Identificacion R
: . L , Pruebas bioquimicas (+/-)
bacteriana de | Independiente | Cualitativa | Nominal : .
. Pruebas de resistencia
cultivo madre : )
(resistente/sensible)
Identificacion Tincién Gram (+/-)
bac_terlana de Dependiente | Cualitativa Nominal Pruebas bloqw_mlcas_(+/-)
cultivos Pruebas de resistencia
iniciales (resistente/sensible)
Identificacion Tincién Gram (+/-)
bac_terlana de Dependiente | Cualitativa | Nominal Pruebas blqu|m|cas_(+/-)
cultivos Pruebas de resistencia
finales (resistente/sensible)

Tabla VI. Variables estadisticas
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2. Definiciones conceptuales y operacionales

Variables

Definicién conceptual

Definicién operacional

Protocolo de

Técnica y secuencia
predeterminada de irrigacion
con un compuesto activo en
concentracion estable,

Secuencia de irrigantes utilizados en cada
grupo (A, B, C, y D) durante el
experimento,

La secuencia A esta compuesta por
hipoclorito y suero fisiolégico al 1%

La secuencia B esta compuesta por

irrigacion . . hipoclorito al 1%, agua ozonizada y suero
aplicada en un determinado S
. fisiologico.
volumen por una cantidad de . .
tiempo definido L_a secuencia Cesta compuesta por
' hipoclorito al 5,25% y suero fisiol6gico.
La secuencia D estd compuesta solo por
suero fisiolégico.
Capacidad de producir muerte
bacteriana, se determina Remocién efectiva de la biopelicula
calculando la cantidad minima | bacteriana por parte de la secuencia de
Poder : : S L i . .
bactericida de dicha sustancia capaz de irrigante utilizada, reflejada en la diferencia

producir la muerte de una
suspension patrén en un
tiempo determinado.

del conteo de UFC del cultivo inicial con el
final

Concentracion

Proporcion o relacion que hay
entre la cantidad de soluto y la

Volumen de soluto por cada cien unidades
de volumen del irrigante, en el estudio
utilizaremos el porcentaje representado por

del irrigante : : ;
9 cantidad de disolvente. el compuesto activo en el volumen total de
la disolucién irrigante expresado en % v/v.
Forma del : L, Configuracién externa del conducto
Configuracion externa de algo. .
conducto radicular en un corte transversal.
Recuento
bacterianos Valor cuantitativo de una Conteo de UFC en cada placa Petri
del cultivo poblacion bacteriana cultivada con el cultivo madre.
madre
Recuento
bacteriano de | Valor cuantitativo de una Conteo de UFC en cada raiz cultivada con
cultivos poblacién bacteriana el cultivo madre.
iniciales
Conteo de UFC en cada raiz cultivada con
Recuento . . !
. N el cultivo madre después de haber sido
bacteriano de | Valor cuantitativo de una . o .
. i ; previamente cuantificada y sometida al
cultivos poblacion bacteriana

finales

proceso de irrigacion.
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Identificacion
bacteriana de
cultivo madre

Ejercicio de pruebas de
laboratorio que determinan
género y especie de un
microorganismo.

Observacion macroscoépica y microscopica
y aplicacién de pruebas bioquimica y de
resistencia de los microorganismos del
cultivo madre registrados en tabla de
resultados Excel.

Identificacion
bacteriana de
cultivos
iniciales

Ejercicio de pruebas de
laboratorio que determinan
género y especie de un
microorganismo

Observacion macroscoépica y microscoépica
y aplicacién de pruebas bioquimica y de
resistencia de los microorganismos de los
cultivos iniciales registrados en tabla de
resultados Excel.

Identificacion
bacteriana de
cultivos
finales

Ejercicio de pruebas de
laboratorio que determinan
género y especie de un
microorganismo

Observacion macroscoépica y microscopica
y aplicacién de pruebas bioquimica y de
resistencia de los microorganismos de los
cultivos finales registrados en tabla de
resultados Excel.

Tabla VII. Definiciones conceptuales y operacionales de las variables estadisticas

3. Instrumentos o indices

Se utilizo el método de dilucién del nimero mas probable y frotis especificados
anteriormente en el desarrollo del estudio, consignados como conteo bacteriano por
unidades formadoras de colonias y morfologia por tincion gram, pruebas bioquimicas y

de resistencia.

4. Informe de deserciones y duracion del estudio

No existieron pérdidas ni deterioro de ninguna de las muestras.
En su totalidad el estudio se extendié por 9 meses, iniciando en octubre del 2015
y finalizando en julio del 2016. A continuacion se detallaran las etapas realizadas en

cada periodo:

Curso

Meses

Etapas del estudio

Elaboracién de marco tedrico y disefio

Tesis | Octubre - Diciembre .
de metodologia.
Marzo Correcciones Proyecto de Tesis
Marzo — Mayo Desarrollo del experimento y obtencion
Tesis I de resultados

Junio - Julio

Andlisis de resultados
Discusion
Conclusion

Tabla VIII. Duracion del estudio, Etapas del estudio por periodo de tiempo
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5. Aprobacién por comité de éticay bioseguridad

No fue necesario solicitar la aprobacion del comité de ética por tratarse de un
estudio in vitro, solo se aplicé un consentimiento informado (Anexo 4) que fue explicado
y firmado por el paciente donador de la pulpa necrética.

Ademas se siguieron las normas de bioseguridad estipuladas por la universidad
para el manejo de desechos biolégicos y manejo de microorganismos patdégenos
(Anexo 3).

Cabe mencionar que para el desarrollo del estudio fue necesario realizar los
siguientes tramites administrativos:

o Solicitud al comité de bioseguridad

o Solicitud de uso del laboratorio de investigacion.

Requerimientos para el uso del laboratorio de investigacion:

. Inscripcién via plataforma virtual de los dias de uso del equipo requerido
. Entrenamiento del uso de los equipos requeridos y calibracion
. Cumplir con las normas de seguridad, tales como uso lentes de

proteccion, delantal blanco y gorro.
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VIl. ANALISIS ESTADISTICO

1. Tipo de estudio estadistico
Estudio experimental in vitro en paralelo con doble ciego y grupo control
2. Test a utilizar y programa estadistico

Primero fue necesario verificar la homogeneidad de las varianzas en los cultivos
iniciales de cada grupo de estudio. Para este fin utilizamos el programa Stata 13.0, el
cual autométicamente aplico tres pruebas estadisticas para el analisis de las varianzas,
dentro de ellas la Prueba de Levene, su alternativa que reemplaza la media por
mediana y su otra alternativa que sustituye la media con el 10% de la media truncada.

El resultado obtenido fue de p>0,05 por lo que se acepta la hipo6tesis nula de
igualdad de las varianzas, concluyendo que los cuatro grupos de estudio poseen
homogeneidad.

Para determinar qué tipo de andlisis estadistico utilizar, si paramétrico o no
paramétrico, antes se debié determinar la distribucion y homocedasticidad en los
grupos de hipoclorito 1% y suero fisiol6gico. En vista de que el resultado fue de una
disminucién absoluta para el grupo de hipoclorito al 5.25% y el de hipoclorito 1% mas
agua ozonizada, ambos no fueron considerados.

Se aplico el Test de Barlet, lo que indico que existia homocedasticidad y luego se
aplico el Test de Shapito-Wilk W que indico una distribucion normal, tanto en el grupo
de Hipoclorito 1% como en el de suero fisioldgico.

Por lo que el andlisis estadistico que corresponderia utilizar es para métrico,
especificamente la Prueba T, debido a que el estudio cuenta con una muestra inferior a
30, se tuvo que aplicar la alternativa no paramétrica el Test de Wilkoxon.

El resultado de este ultimo indico que existia una disminucién estadisticamente
significativa en el grupo del hipoclorito 1% y un aumento estadisticamente significativo
en el grupo del suero fisioldgico.

Por dltimo para demostrar que existe una diferencia estadisticamente
significativa en la eficacia bactericida del hipoclorito al 1% mas agua ozonizada Yy del
hipoclorito al 1% se aplico la prueba de Pr test lo que resulto en su confirmacion.

Los andlisis estadisticos y gréaficos fueron desarrollados en el software
estadistico Stata 13.0.
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1. Pruebas cuantitativas:
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Se realizaron los conteos de UFC, mediante el método del nUmero mas probable,
se escogio6 la placa de cultivo con la dilucién correspondiente a 10* de cada raiz en
cada grupo de estudio. Esto se realizé antes para las UFC iniciales y después para las
UFC finales de cada protocolo de irrigacidn, los resultados se expresan en la siguiente

tabla:
Grupo Raices UFC Inicial UFC Final
Al 46800000 28000000
A3 55800000 22300000
A28 32500000 9100000
A NaOCI 1% A25 35600000 12400000
A5 26700000 7200000
Al3 11700000 3500000
A21 46800000 15400000
B2 42400000 0
B20 42400000 0
B22 35200000 0
NaOCI 1%
B mas H,05 B12 43200000 0
B18 46400000 0
B10 24600000 0
B7 51200000 0
C5 38400000 0
Ci16 5440000 0
c NaOCl Cc23 72800000 0
5.25% Ci4 41600000 0
C26 74400000 0
C19 70400000 0
C24 65600000 0
D4 21600000 92800000
D8 13800000 76800000
D15 54000000 93600000
D ﬁsisotl‘ggi’co D11 57600000 71200000
D9 30200000 94400000
D17 29400000 97600000
D27 54400000 88000000

Tabla IX. Resultados de recuento UFC antes y después del protocolo de irrigacion
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En la tabla se observa que tanto en el grupo B como en el grupo C no existio
crecimiento bacteriano a las 24 horas después de aplicado el protocolo de irrigacion.
Mientras que en los grupos A y D si se contabilizd UFC luego de aplicado el protocolo
correspondiente a cada grupo, siendo el grupo D el que presenté mayor nimero de
UFC.

Se realizo el andlisis de homogeneidad de las varianzas entre los grupos de los
cultivos iniciales mediante el uso de tres pruebas estadisticas; primero el test de
Levene (WO0), segundo otra test que remplaza las medias por la mediana (W_50), y por
altimo otra alternativa que sustituye a la media con el 10% de media truncada (W_10).
Se procesaron los datos y los resultados fueron los siguientes para el p valor en cada
test:

e W0=0.298
e W_50=0.743
e W_10=10.298

En los tres test el p valor obtenido es mayor a 0.05, esto quiere decir que las
varianzas son homogéneas para los tres grupos, por lo tanto las muestras son similares
entre si.

Posteriormente se evalu6 con graficos de cajas y bigotes los resultados,
comparando la reduccion o aumento de las UFC en los distintos grupos, teniendo en
cuenta que el resultado fue absoluto para los grupos de NaOCI 1% mas H,O3 y el grupo
de NaOCI 5.25%, y que no se considerd el grupo de suero fisiolégico por ser grupo
control.
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Figura 78. Comparacion de los protocolos de irrigacion mediante el conteo de unidades formadoras de
colonias inicial y final.
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El grafico 1 de cajas y bigotes nos entrega la siguiente informacion:

. En los grupos NaOCI 5,25% y NaOCl| 1% mas H,Os, se observa una
disminucién absoluta, por lo que nos entrega una efectividad del 100% para ambos
grupos.

o En el grupo del NaOCI al 1% se observa una disminucion de las UFC
finales con respecto a las iniciales, la cual no es absoluta.

Suero Fisioldgico

e e

I

2 0e+07 4.0e+07 5.0e+07 B.0e+07 1.0e+08

' I

| viciAL [ FINAL |

Graphs by GRUPO

Figura 79. Gréfico de unidades formadoras de colonias del grupo control irrigado con suero.

El grafico 2 de cajas y bigotes nos entrega la siguiente informacion:
. Se observa un aumento en las UFC entre el conteo inicial y final.

Considerando que los resultados del grupo NaOCI 5.25% y del grupo NaOCI 1%
mas H,O3 fueron absolutos, con efectividad del 100%, solo se procedid a analizar la
media (M), desviacion estandar (DE), P valor para Test de Barlett (homocedasticidad) y
P valor para test de Shapiro-Wilk W (normalidad) para los grupos que tuvieron
efectividad bactericida menor a 100%, que corresponden a NaOC| 1% y suero
fisiol6égico. Para saber si las diferencias entre el conteo de las UFC iniciales y finales
son estadisticamente significativas se utilizo la prueba paramétrica T y su alternativa no
paramétrica prueba Wilkoxon, debido a que el tamafio muestral es inferior a 30.
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P valor para P valor Test P valor P valor

Grupo | UFC M DE Testde | Snapiro-Wilk |- para para

Barlett W Prueba P_rueba

T Wilkoxon

A N?S/)OCI Inicial | 3.66e+07 | 1.48e+07 0.21 0.68965 0.023 0.0180
Final | 1.40e+07 | 8659374

D | Suero | 'Mcial | 3.73e+07 | 1.78e+07 | ) 14,4 0.19056 0 0.0180
Final | 8.78e+07 | 9956859

Tabla X. Parametros estadisticos y test aplicados con un nivel de significancia de 0.05 para los grupos
NaOCI 1% y suero fisioldgico

Se concluye con esta tabla que ambos grupos presentan una distribucion normal

y homocedasticidad.
Para la prueba T,

tanto en el grupo NaOCI 1%

como en el grupo de suero

fisiolégico se obtiene un p valor < a 0.05, por lo tanto la disminucién de unidades
formadoras de colonias en el grupo del hipoclorito de sodio al 1% y el aumento de estas
en el grupo del suero es estadisticamente significativo.

Para la alternativa no paramétrica se obtuvo que en ambos grupos el p valor fue
distinto de cero, por lo que se puede afirmar que los deltas provienen de poblaciones
distintas a cero, por lo tanto hay diferencias estadisticamente significativas en ambos

grupos.

Ya que la disminucion del grupo del NaOCIl al 1% fue estadisticamente
significativa, es necesario determinar exactamente el porcentaje de disminucién.

UFC Inicial UFC Final
46800000 28000000
55800000 22300000
32500000 9100000
r N | 1%
Grupo NaOC ° 35600000 12400000
26700000 7200000
11700000 3500000
46800000 15400000
Promedio inicial y 36557142,9 13985714,3
final
Promedio 38,26

Tabla XI. Porcentaje de disminucién del grupo NaOCI al 1%
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Por lo tanto el porcentaje de disminucion de UFC finales con respecto a las
iniciales es de 38,26, por lo tanto el hipoclorito de sodio al 1% es 61.74% efectivo,
pero esto no se puede considerar estadisticamente significativo.

Se realiza Prtesti (test para igualdad de proporciones), obteniéndose como
resultado un p valor de 0.0344, por lo tanto la diferencia entre los porcentajes de estos
dos es estadisticamente significativa, lo que indica que el NaOCI 1% mas H,03
presenta una eficacia considerablemente mayor por lo que es mejor utilizar este
protocolo que el otro.
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2. Pruebas cualitativas:

2.1 Pruebas de identificacion microscopica del cultivo madre, cultivos
iniciales, cultivos finales y colonias bacterianas representativas

Se aplico tincién Gram a los cultivos mencionados, posteriormente se observaron
con el microscopio 6ptico con lente de inmersion, los resultados obtenidos fueron:

FROTIS Cocos Gram + Cocos Gram - Bacilos Gram + Bacilos Gram -
CM v v v v
CIA1 v v v v
CIB2 v v v v
CIC5 v v v v
CID4 v v v v
CFA1l v v v v
CFB2 X X X X
CFC5 X X X X
CFD4 v v v v
UFC1 v v v v
UFC2 v v v v
UFC3 v v v v

Tabla XIl. Resultados de Identificacion microscépica

Se encontraron Cocos y Bacilos Gram+ y Gram- en todos los frotis a excepcion
de aquellos provenientes de los cultivos finales B y C (CFB2 y CFC5) que pertenecian
al grupo de irrigacién con hipoclorito de sodio 1% mas agua ozonizada y al grupo de
hipoclorito de sodio 5.25% respectivamente, donde no se observaron microorganismos.

e %w. ;_ |
'&» Y o -

Figura 80 Imagenes Microscopio éptico 100x, Cocos y Bacilos Gram+

-

Figura 81. Imagenes Microscopio 6ptico 100x, Cocos y Bacilos Gram-
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2.2 Pruebas de Identificacion bioquimicas y de resistencia a ciertas
sustancias

Se utilizaron dos placas Petri, una del cultivo madre (C.M 10%) y una del grupo
control (CFD4 10%). Las UFC seleccionadas fueron: una colonia blanca (UFC1), una
transparente (UFC2) y una pequefia con halo hemolitico (UFC3). Nos basamos en sus
caracteristicas macroscoépicas para guiarnos en qué tipo de pruebas realizar a cada
colonia. A todas las colonias se les realizé la prueba de la Catalasa, a las UFCL1 se les
realiz6 ademas las pruebas de Coagulasa y ADNasa, y a las UFC2 también se les
aplico la prueba de Bilis esculina. Finalmente se aplicO la prueba de resistencia a
Bacitracina a la UFC2.

De la aplicacion de estas pruebas se obtuvieron los siguientes resultados:

PRUEBAS | UFC1 CM UFC2 CM UFC3 CM UFC1 GC UFC2 GC UFC3 GC

Catalasa (+) ) ) (+) ) )

Coagulasa | (-) ()

ADNasa () ©)

E!fulina 0 0
Bacitracina Sensible Sensible

Tabla XIll. Pruebas de identificacion bioquimicas y de resistencia. Cuadros sombreados indican
gue no se aplicé la prueba.

De acuerdo a los resultados obtenidos se determin6 que hay altas probabilidades
de que la UFC1 se trate de S. epidermidis, UFC2 Streptococcus del grupo A y UFC3
Lactobacillus acidophilus.
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IX. DISCUSION

Hallazgos principales

En el presente estudio se puso a prueba un protocolo de irrigacion de hipoclorito
de sodio al 1% y agua ozonizada con el fin de aminorar todos los efectos adversos que
conlleva el uso de hipoclorito en altas concentraciones y a la vez aprovechando las
caracteristicas positivas que presenta el agua ozonizada para los tejidos vivos.

Al trabajar con microorganismos cultivados a partir de una muestra fidedigna de
pulpa con necrosis séptica parcial abarcamos una microbiota diversa y representativa,
el principal hallazgo de este estudio fue que el agua ozonizada actia como un
potenciador efectivo del hipoclorito de sodio al 1% ya que se obtuvo una capacidad
bactericida de un 100%, nuestro estudio arroj6 por lo tanto, resultados absolutos
igualando la eficacia bactericida del gold estandar hipoclorito de sodio al 5,25%.

Por otro lado en los resultados cualitativos, los hallazgos de las pruebas
microbiolégicas aplicadas permiten inferir sobre los posibles tipos de bacterias mas
representativas que se encontraron en las UFC seleccionadas. Teniendo en cuenta
estos resultados, y apoyandonos en la evidencia cientifica existente de la compaosicion
microbiolégica endoddntica comun, se presume que .dentro de las tres UFC
identificadas la primera corresponderia a un Estafilococo Coagulasa Negativa vy
ADNasa negativa lo que podria indicar que es un Staphylococcus Epidermidis u otro, la
segunda UFC se identific6 como un Streptococcus del Grupo A por lo que podria ser un
Streptococcus Pyogenes, y la tercera UFC indicé ser un Lactobacillus Gram +, por lo
gue podria tratarse de un Lactobacilus Acidophilus.

Validez Interna y Externa

Al ser este un estudio in vitro se contdé con la posibilidad de controlar y
estandarizar todo el procedimiento, evitando factores de confusion y posibles errores
sistematicos en su ejecucion.

Se disefio el experimento de tal forma que contara con doble ciego, el primer
ciego correspondi6 a la aleatorizacion de las raices para las formaciéon de los grupos de
estudio, y el segundo se encontrd en el desconocimiento del contenido de las jeringas e
igualando el numero de pasos de cada protocolo de irrigacion.

Para otorgar validez interna al estudio, un solo operador fue el encargado de
realizar los procedimientos clave en la ejecucion de la etapa experimental. Este
previamente fue calibrado con un experto, el cual fue considerado gold- estandar. Las
etapas realizadas fueron el método de dilucion del nimero mas probable, el conteo
bacteriano en el contador de Quebec (que ademas fue realizado bajo las mismas
condiciones de iluminacion y estratificacién para la cuantificacion) y la secuencia de
irrigacion de los protocolos.

En el tratamiento de la muestra se estandarizaron las condiciones eligiendo las
raices bajo criterios de seleccion bien definidos, de manera que sus diferencias fueron
minimas. Los medios de cultivo y crecimiento bacteriano utilizados fueron no selectivos
y la manipulacion de las muestras desde la obtencion de la pulpa necrotica hasta los
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posteriores cultivos fueron realizados bajo la normativa correspondiente y de forma
aseéptica.

Para contextualizarnos el estudio puede ser aplicado en otras poblaciones
bacterianas in vitro y otros microorganismos aislados, por otro lado como no es posible
emular las condiciones bucales no es de esperar que los resultados sean igual de
efectivos, por ultimo se debe destacar que en este estudio se trabajé con
microorganismos representativos de una pulpa necrotica, exceptuando aquellos
microorganismos anaerobios estrictos.

Interpretacion de los resultados e implicancias clinicas

Coincide con los hallazgos de este estudio la eficacia bactericida del hipoclorito
en altas concentraciones ya que al cuantificar las colonias bacterianas después del
protocolo de irrigacion con hipoclorito al 5,25% se encontré una cantidad nula de
microorganismos. Si bien es cierto una solucion al 5% es fuertemente bactericida, pero
altamente toéxica; una solucibn al 0,5%, es menos irritante pero sus efectos
antimicrobianos estan disminuidos®?**. Coincidente a esto Ultimo los resultados de
este estudio determinaron una eficacia bactericida del hipoclorito de sodio 1% cercana
al 65% , lo que reafirma que este por si solo no es suficiente para ser utilizado como
una solucion irrigante efectiva.

Para suplir esta capacidad bactericida disminuida de hipoclorito al 1% se utilizé
junto al agua ozonizada, en base a las excelentes propiedades que le atribuye la Gltima
evidencia cientifica disponible. El agua ozonizada estd cada vez mas presente en la
literatura siendo utilizada de diversas maneras, en general y de acuerdo a la evidencia
cientifica esta requiere de algun coadyuvante para aumentar su eficacia como por
ejemplo sistemas de activacion de ultrasonido u otros.

El hallazgo principal de este estudio indica que el agua ozonizada con hipoclorito
de sodio al 1% como protocolo de irrigacion tiene un eficacia bactericida absoluta, lo
que sugiere que seria factible realizar en un futuro estudios clinicos controlados que
permitieran reafirmar los resultados obtenidos in vitro y reemplazar asi el irrigante Gold
estandar utilizado hasta el momento.

El protocolo de irrigacion propuesto por el estudio, comparado con los otros
protocolos utilizados en la investigacion, es el que mas se acerca a cumplir con las
caracteristicas del irrigante ideal segiin Kandaswamy 2010%.

El ozono presenta diferentes mecanismos de accién terapéutica y bactericida lo
gue en consecuencia atafie al agua ozonizada, ya que esta es solo un vehiculo de
transporte como tantos otros.

Uno de los pilares fundamentales para justificar este estudio fue explotar las
propiedades que tiene el agua ozonizada al interactuar con tejidos vivos. Destacando
dentro de las mas importantes su accidn inmunoestimulante®®, anti-hipoxica®,
analgésica**, antiinflamatoria y cicatrizante***°.

Por si solo el agua ozonizada presenta caracteristicas que la hacen una muy
buena opcién al momento de elegir una solucién irrigante segin Broadwater™ bajas
concentraciones de agua ozonizada son suficientes para inactivar células bacterianas y
sus esporas. Otro autor demuestra en su estudio que el agua ozonizada tiene una
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efectividad del 100% en 60 segundos contra las bacterias Streptoccos Mutans,
Lactobacilos Casei y Actinomices Naeslundii*.

Segun Sadatullah y cols el agua ozonizada afecta la viabilidad de los
microorganismos patdgenos de dos maneras, una es mediante la inactivacion directa
de la célula bacteriana por oxidacién, y por otro lado alterando el ecosistema normal de
la placa mediante la creacién de un ambiente rico en oxigeno después de la disociacion
del ozono™®.

En nuestro estudio el protocolo de agua ozonizada fue un eficaz bactericida en
comparacion con el grupo control a las 24 horas, eliminando el 100% de la microbiota al
igual que Nagayoshi et al*® informé que después de la irrigacién con agua ozonizada, la
viabilidad de Streptococcus Mutans y Enterococcos Faecalis, invadiendo tubulos
dentinarios reduce significativamente. Por otro lado, los resultados se obtuvieron
utilizando un tiempo de irrigacion del agua ozonizada de un minuto, similar al tiempo de
irrigacion utilizado por Bialoszewski et al*’, quien después de 30 segundos de
exposicion determind que agua ozonizada era un agente bactericida eficaz contra las
biopeliculas.

Las implicancias de este estudio radican en la posibilidad de reemplazar el
hipoclorito en altas concentraciones debido a sus caracteristicas altamente toxicas y
perjudiciales para los tejidos vivos frente a la posibilidad de ser extruido, se pretende
ser una base para futuros estudios clinicos que puedan continuar con esta linea de
investigaciéon de forma de obtener mejores resultados que prueben la factibilidad de
utilizarlo en conductos de dientes endodonciados e insertos en tejidos vivos.

Limitaciones y sugerencias

Este estudio se basa en un experimento in vitro donde las condiciones
experimentales pueden no corresponder a las condiciones reales dentro del sistema de
conductos radiculares, por lo que se pueden producir resultados poco exactos.

Consideramos como una debilidad solo medir el efecto antibacteriano de los
irrigantes utilizados, teniendo en cuenta que el hipoclorito también posee efectos de
solventes de tejidos.

Torabinejad 2010 plantea que la infeccion endododntica es de caracter
polimicrobiano con un predominio de bacterias anaerobias estrictas en las infecciones
primarias?.

Ya que para este experimento se utilizaron medios de cultivos para aerobios y
anaerobios facultativos, el estudio contaria con baja representatividad bacteriana al
dejar fuera a la flora anaerobia estricta. Ademas las bacterias utilizadas en la
investigacién no poseen la misma organizacion del biofilm caracteristico del SCR.

En los resultados el agua ozonizada como potenciador del hipoclorito al 1% fue
un antimicrobiano tan eficaz como el hipoclorito de sodio al 5.25% en 24 horas, sin
embargo no se realizaron mediciones en otros momentos por lo que no se puede medir
si su eficacia antimicrobiana disminuyd en el tiempo. Teniendo en consideracion la
capacidad difusora de los irrigantes a las zonas mas profundas de los tubulos
dentinarios y las irregularidades del sistema de conductos donde podrian existir
bacterias residuales.
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Finalmente es considerado una desventaja el no contar con pruebas que
permitan realizar una identificacion bacteriana exacta de las colonias analizadas.

En investigaciones futuras se sugiere evaluar la efectividad del agua ozonizada
sobre la microbiota anaerobia facultativa y estricta, siendo esta ultima la predominante
en infecciones endododnticas primarias. Ademas recomendamos utilizar pruebas de
identificacion bacteriana que permitan detectar exactamente al microrganismo
involucrado.

Se recomienda realizar estudios adicionales que investiguen sobre la
concentracion 6ptima del agua ozonizada, asi como su profundidad de la accion en los
tubulos dentinarios y el momento ideal para conseguir un efecto antimicrobiano total.

En una préxima investigacion se sugiere medir tanto el efecto antimicrobiano
como las otras propiedades de los irrigantes estudiados.
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X. CONCLUSION

Conclusion general:

El efecto antimicrobiano del agua ozonizada, utilizada como irrigante
coadyuvante a la accién del hipoclorito de sodio al 1% y suero fisiolégico en conductos
de dientes humanos inoculados con cultivo de pulpa necroética es absoluto.

Conclusiones especificas:

l. Antes de aplicar los protocolos de irrigacion se cuantificaron en promedio
un total de colonias bacterianas de 36.557.142 en el grupo del hipoclorito de sodio 1%,
38.171.428 en el grupo de hipoclorito de sodio 1% mas agua ozonizada, 56.800.000 en
el grupo de hipoclorito de sodio 5.25% y 37.285.714 en el grupo de suero fisiologico.
Después de aplicar cada protocolo de irrigacién se cuantificaron en promedio un total
de colonias bacterianas de 13.985.714 en el protocolo hipoclorito 1% y 87.771.428
protocolo con suero fisioldgico, mientras que el protocolo de hipoclorito 1% méas agua
ozonizada y en el protocolo de hipoclorito de sodio al 5.25% no existian colonias.

Il. Los dos protocolos de irrigacion mas efectivos, en orden decreciente, son
los de hipoclorito 1% mas agua ozonizada y de hipoclorito de sodio 5,25%. Luego el de
hipoclorito de sodio 1% y finalmente en el suero fisioldgico.

Il. Las bacterias mas prevalentes en los cultivos de pulpa necrotica
corresponden a S. epidermidis, S. Grupo A, L. Acidophylus.
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XI. RESUMEN

Objetivo: evaluar el efecto antimicrobiano coadyuvante del agua ozonizada
utilizada dentro de un protocolo de irrigacion preestablecido con hipoclorito de
sodio al 1% y suero fisioldgico, en conductos de dientes humanos inoculados con
cultivo de pulpa necrdtica.

Materiales y métodos: se trabajé con una muestra de 28 raices de premolares
preparados y seleccionados bajo los mismos criterios de homogenizacion. Se
dividieron en cuatro grupos de siete raices cada uno segun la secuencia de
irrigacion que se utilizé sobre ellos. Se extrajo una muestra de pulpa necrotica la
cual se cultivd para obtener un cultivo madre con el cual se inocularon y cultivaron
cada una de las raices, se cuantifico la cantidad de UFC en los cultivos iniciales de
cada grupo los que luego de ser sometidos a sus respectivas secuencias de
irrigacion volvieron a cultivarse para obtener los cultivos finales y cuantificar las
UFC presentes. Finalizado esto se determind el poder bactericida de cada
secuencia de irrigacion segun la disminucién en la cantidad de UFC de los cultivos
finales respecto a los iniciales

Resultados: el hipoclorito de sodio al 1% con agua ozonizada tiene un efecto
bactericida similar al hipoclorito de sodio al 5,25%, y significativamente mayor que
el efecto bactericida del hipoclorito de sodio al 1%.

Conclusioén: el efecto antimicrobiano del agua ozonizada, utilizada como irrigante
coadyuvante a la accion del hipoclorito de sodio al 1% es absoluto, ya que esta
mostré una eficacia bactericida del 100% a las 24 horas de la irrigacion.
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Del total de dientes obtenidos se seleccionaron un total de 28 dientes que

cumplieron con los siguientes criterios de seleccion y de exclusion:

Seleccion dentaria

Criterios de Seleccién

Criterios de exclusion

Dientes sanos

Dientes con raiz integra

Dientes unirradiculares de conducto
principal Unico y recto

Dientes de conducto permeable
Dientes sin alteracion de forma 'y
estructura

Dientes que no hayan sido tratados
endodonticamente

Dientes cuyo instrumento apical inicial
corresponda a lima K #15 o mayor
Dientes extraidos por indicacion
ortodoncica

Dientes con alteraciones de
mineralizacién que afecten la
integridad de la dentina y/o cemento
Conductos muy calcificados o
atresicos

Dientes cuyo conducto tenga una
curvatura moderada a severa
Conductos cuyo instrumento apical
inicial sea menor a lima K#15
Dientes multirradiculares

Dientes con mas de un conducto
Dientes con endo o exorisalisis
Dientes tratados endodoénticamente

Tabla XIV. Criterios de seleccion dentaria para el investigacion
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Anexo 2: Protocolo WaveOneTM

Sistema de instrumentacion WaveOneTM Densply

1. Composicion:

La parte cortante de estos instrumentos esta fabricada con una aleacion de
niquel titanio.

2. Indicaciones de uso:

Se utilizan en el tratamiento endoddntico, para la limpieza y conformaciéon de los
conductos radiculares.

No deberian utilizarse en aquellos casos que presenten curvaturas apicales
severas y bruscas.

3. Procedimiento:

1. Establecer un acceso coronal en linea recta hasta el orificio de entrada del
conducto radicular.

2. Estimar la longitud de trabajo mediante radiografias

3. Crear una permeabilidad del conducto usando suavemente la lima K 10,

con la ayuda de irrigacidon, hasta que se encuentre resistencia y la lima ya no avance
mas. Luego, se trabaja hasta que la lima tenga holgura en el conducto.

4, Seleccion de la lima WaveOne™ large: Si la lima K 20 alcanza con
facilidad la longitud estimada, entonces el tamafio adecuado es el WaveOne™ large
(040 .08)

5. Iniciar la preparacion con la lima WaveOne™ seleccionada, junto con el

irrigante. Realizar un movimiento de picoteo suave hacia adentro, con avances de 2-3
mm de profundidad, hasta que la lima WaveOne™ avance en forma pasiva, y se note
resistencia.

6. Sacar la lima WaveOne™, eliminar los restos de dentina e inspeccionar
las espiras cortantes, irrigar y repetir los pasos 3 y 5 hasta haber conformado los dos
tercios coronales del conducto radicular.

7. Preparar el tercio apical del conducto con una lima K 10 junto con un
irrigante. Utilizar esta lima con suavidad hasta que quede completamente suelta al
alcanzar la longitud de trabajo estimada.

8. Establecer la longitud de trabajo final, confirmar la permeabilidad apical,
verificar que el conducto es totalmente permeable e irrigar.
9. Usar la lima WaveOne™ a la longitud de trabajo final. Se considera

terminada la preparacion cuando las espiras apicales de la lima estan llenas de dentina.
Irrigar, recapitular, y volver a irrigar. Calibrar el tamafio del foramen apical con una lima
manual ISO del mismo diametro que la lima WaveOne™ que alcanzé la longitud de
trabajo. Si la lima manual de calibrado ofrece resistencia cuando alcanza la longitud de
trabajo, la preparacion ha terminado.
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Anexo 3. Normas de bioseguridad de la Facultad de Odontologia
Universidad de Valparaiso 2015

Grupo de trabajo:

Dr. Jaime Jamett Rojas, Director de Unidad de Servicio Clinicos, Facultad de
Odontologia, Universidad de Valparaiso.

Ilvette Marticorena Sartori, Enfermera de Facultad de Odontologia, Universidad
de Valparaiso

Aprobado por:
Aprobado el dia Miércoles 9 de Julio del afio 2015, por el Consejo de Facultad de
Odontologia de la Universidad de Valparaiso.

Puntos relevantes para Investigacion:
1. Esterilizacién de raices:
1.1 Procedimiento de esterilizacion

La esterilizacion y desinfeccion constituye un eficiente mecanismo para la
prevencion de IAAS. Este proceso esta compuesto de varias etapas en las que
participan activamente los alumnos de esta Facultad, estas son Lavado, Inspeccion y
Empaque. Parte de ellas las efectuaran en “Sala de Lavado”.

1.1.1 Transporte de Instrumental Contaminado:

Todo instrumental utilizado durante la atencion odontolégica se deposita en cajas
plasticas con tapas que se manejan en areas sucias de cada unidad. Estas cajas deben
manejarse con detergente enzimatico en su interior, para evitar adherencia de materia
organica. El traslado desde el box de atencién hasta Sala de Lavado, debe efectuarse
con caja con tapa cerrada, para evitar derrames. Este traslado debe ser
inmediatamente posterior a las atenciones realizadas durante la jornada. No postergar
el lavado de instrumental. El instrumental contaminado debe ser procesado el mismo
dia en que se utiliz6. Recordar que algunos virus como la Hepatitis B sobreviven a
temperatura ambiente en sangre seca durante una semana.

1.1.2 Empaque:

En esta etapa se utilizara solo empaques grado médico, en este caso mangas de
papel mixto, que son una combinacion de papel grado meédico con polimero
transparente, compatible con autoclaves. Desde area de lavado se debe trasladar
instrumental limpio y seco hacia area de empaque. El area de empaque es considerada
limpia, por tanto el flujo de circulacién es unidireccional, no se debe devolver con
material limpio a area de lavado, considerada area sucia. Depositar solo instrumental
sobre mesa de empaque. Esta mesa es area limpia, en ella no se debe colocar bolsos
ni celulares. Se recomienda proteger todo el instrumental que tenga filos o puntas, con
gomas de silicona, evitando punciones del empaque. Empaquetar instrumental o
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material en las mangas dejando un 20% libre para evitar la ruptura del empaque
producido por los cambios de presidn dentro de autoclaves. El tamafio de los paquetes
debe permitir la penetracion efectiva del vapor a la totalidad del contenido. Los
paquetes no deben ser muy densos ni de gran volumen. Los empaques deben se
sellados por calor. No utilizar corchetes, ni alfileres, ni clip, ni elasticos para sellar o
acumular paquetes. Cada empaque debe contar con un control quimico interno,
ademas del externo presente en las mangas. El termosellado debe ser realizado a 2-3
cm de la orilla del empaque, para una correcta apertura del paquete y presentacion del
instrumental. En cada empaque debe colocar etiqueta que indiqgue N° de Alumno y
Fecha de Vencimiento. No escribir el empaque con plumén. Con todo el instrumental
empaquetado, se realiza entrega por ventanilla a personal de Esterilizacidon para
continuar proceso. Todo material entregado a Central de Esterilizacion debe ser
registrado con fecha, nombre del alumno, tipo de instrumental y cantidad. La unidad de
esterilizacion se reserva el derecho de no recibir los empaques que no cumplan con
esta normativa.

2. Manejo Jeringas de Insulina:
2.1 Prevencion de Accidentes Cortopunzantes:

Use siempre las cajas cortopunzantes de color amarillo dispuestas en la unidad
para eliminar todo elemento cortopunzante : agujas, bisturi, etc. No eliminar agujas en
tacho de basura comun, ni abandonar agujas en cualquier lugar. No doblar ni romper
agujas. No recapsular agujas. No tomar agujas con la mano. Desmontar agujas de
jeringas de cualquier tipo con pinzas ( Kelly, Anatémica, Kocher ). Desmontar bisturi de
mangos con pinzas. No entregar “mano a mano” ningun articulo cortopunzante.
Desmontar la fresa una vez terminada la atencion del paciente y tener especial cuidado
durante su uso.

3. Manejo de residuos:

El manejo apropiado de los residuos generados en las diferentes unidades
clinicas de la Facultad tiene como objetivo prevenir riesgos a la salud y medioambiente.
Las normas REAS (Residuos de Establecimientos de Atencion de Salud), del Ministerio
de Salud dicta pautas para el manejo de residuos clinicos y los clasifican en cuatro
categorias, definiendo el manejo de cada una de ellos.

3.1 Clasificacion de residuos:

3.1.1 Residuos Especiales:

Que contienen o0 pueden contener agentes patdogenos en cantidades o
concentraciones que potencialmente podrian causar enfermedad en huésped
susceptible. De acuerdo a esta clasificacion, en la Facultad se generan los siguientes:

o Cultivos y muestras almacenadas: correspondientes a procedimientos
realizados en laboratorio de investigacion, por ejemplo placas de cultivo.
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o Residuos patologicos: Correspondientes restos bioldgicos tales como
tejidos u 6rganos.

o Sangre y productos derivados: presentes en torulas de algodon y gasas
saturadas.

o Cortopunzantes: Agujas, bisturi.

3.2 Eliminacion de Residuos:

3.2.1 Residuos cortopunzantes: En el area sucia de cada médulo de atencion
dental encontrard una caja de color amarillo destinada para la eliminacién de este tipo
de desechos. Solo eliminar en ellas agujas de sutura, de carpule, de jeringas y hojas de
bisturi. Los elementos cortopunzantes deben ser eliminados inmediatamente después
de ser usados, no al término de la jornada, usando para ello siempre pinzas. Las agujas
deben ser desmontadas y manipuladas con pinzas para su eliminacién. No recapsular
agujas. Cortar el hilo a las agujas de sutura antes de eliminarlas. Nunca tratar de sacar
o0 manipular objetos de las cajas cortopunzantes. Las cajas cortopunzantes solo se llena
alcanzando 2/3 de su capacidad. Si la caja ha sobrepasado su limite de llenado, debe
informar a asistente de la unidad que corresponda para su reemplazo.

3.2.2 Residuos patoldgicos / Sangre y productos derivados: En clinica post
extracciones se requiere eliminar dientes (residuos patoldgicos) y torulas o gasas
saturadas con sangre. Todos ellos se eliminan en tacho pequefio forrado con bolsa
plastica ubicado en braquet. Esta bolsa se retira del tacho, se cierra y se elimina en
contenedor amarillo rotulado “Residuos Bioldgicos”.

3.2.3 Otros residuos: La eliminacién del resto de residuos generados durante la
atencién odontolégica como son empaques, guantes, eyectores, etc, eliminar en tacho
de desechos comun ubicados en cada box y recubiertos con bolsa plastica negra.



Anexo 4: Consentimiento informado

1. Formulario informativo dirigido al donante de pulpa necrética:
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Es usted invitado a participar en ls investigacion "EVALUACION DEL AGUA OZONIZADA COMO
IRRIGANTE COADYUVANTE DE LA ACCION DEL HIPOCLORITD DE 50010 Al 1% EN CONDUCTOS
DENTARICQS INCCULADOS CON MICROBIOTA®

Imvestigadores:
Dr. Carles Marchant Pizarro, Especialista en Endodoncia.
Alumnos: Valenting Cabrera Affaro, Joaguin Mavarro Tapia v Marcela Asdo Asdo.

Junto con saludarle le explicaremos brevemente nuestro proyecto de tesis v en lo gue consistira su
participacion en ella. Somos estudiantes de cdontologia de sexto aho de la Universidad de Valparaiso v
estamos reslzando una investigacion que cormesponds @ nuestro seminaric de fesis para optar 3l thule de
Cirgjano Dentists. Musstro proyecto consiste en comparar s eficacis bactericida de distintos quimicos
utilzsdos (solucionss irigantes) en el tratamisnto de endodoncis, nusstra tesis 25 un estudio in vifro por
kv que necesitamos obtener tejido pulpar necrdtico fresco para poder cultivark, obtener sus bacterias v
asl poder medir ko que estamos buscando. Cuslguisr duda que 1enga, sientase con todo el derscho 3
preguntar.

Musstro objstivo principsl &5 inccular los dientes humanos con microbiots (bacterias) provenisntes de una
pulps necrotica o que nos assgurara gue lss becterizs gue shi encontraremaos seran sguellos petogenos
Carscteristicos gue busca eliminar 2l tratamiznto de endodoncis.

Sy participacion en el presente estudio no requernrd nada mas que la donacion del tejido pulpar necratico
que le extirpen dentro del tratamiento de endodoncia gue usted vine a3 reslizarse, por ende no involucra
ninguna Iccion extrs fusras de lo gue es cumplir con su rol de paciente durante |3 resizscion del
tratamiento de endodoncia gue se llevara a cabo segun los protocolos gue dicta nuestra wniversidad. Una
vez obtenido este tejido su participacion habra concluido.

Su participacion s voluntaria, v de no participar, s& reslizara 2l tratamiznto de la misma forma solo gue
los tejidos biolegicos invelucrades (incluide =l tejide pulpar necrotico extraido) seran eliminados de
acuerdo a las normas de eliminacitn de desechos biclogicos.

Cabe destacar que el procedimients al cusl sera sometido no presenta 2l riesgo de complicaciones ni
rescciones adversas asociadas 3l hecho de extrasr =l tgjido necrotico con extractores pulpsres, va gue
=st0 =5 3lgo gue 5= hacos =n todo tratamisnto de endodoncis.

De presentarse cuslguier inguisted, pusde comunicarse con nosotros. Siusted ya no guisre participar en
este procedimiento esta en derecho de retractarse de hacer |z donacion sun que antes hubisrs sceptado.

Los datos personsles obtenidos durante la investigacion son confidencizles v solo los investigadores
tendran aooeso 3 25108,

En caso de  consulias  pusde  contactarnos 3l nomero T334E583 o 3 wia  e-mail
wvalentinacabrara. ai@gmail.com

Este estudic ha sido aprobado por 2l comite de bicstica de la Universidad de Valparaiso.




2. Consentimiento informado dirigido a donante de pulpa necroética:
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He sido invitado & participar en la investigacion “EVALUACION DEL AGUA
OZOMNIZADA COMO IRRIGANTE COADYUWANTE DE LA ACCION DEL
HIPOCLORITO DE SODIO Al 1% EN CONDUCTOS DENTARIOS INOCULADOS COM
MICROBIOTA"

Entiendo que seré donante voluntario de tejido pulpar necrotico, procedimiento que solo
requernra la extraccion de la pulpa infectada durante la realizacidn habifual del
tratamiento de endodoncia por el cual acudi a la Clinica de Endodoncia de la
Universidad de Valparaiso.

He sido informado que los nesgos son los mismos del procedimiento endoddntico
convencional.

Se me ha proporcionado e nombre de los investigadores gue pueden ser facilmente
confactados.

He leido la informacién proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactonamente las preguntas que he
realizado.

Consiento voluntanamente participar en esta investigacion como donante y entiendo
gue tengo el derecho de refirarme de la investigacion en cualquier momento sin que me
afecte en ninguna manera.

Mombre del Participante
Firma del Participante
Mombre del Investigador Principal: Carlos Marchant Pizarro.
Firma del Investigador Principal
Mombre del Director de la Institucion: Antonio Radich M.
Firma del Investigador de la Institucidn
Fecha




