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RESUMEN

Objetivos: Comparar la efectividad de diferentes soluciones irrigadoras en la eliminacién de cepas de Entero-
coccus faecalis en pacientes con patologia periapical crénica, mediante pruebas microbioldgicas.

Meétodos: Se evaluaron 21 dientes con diagnéstico de periodontitis apicales crénicas no supurativas de pacien-
tes que asistieron a consulta en las clinicas odontolégicas de la Universidad de Cartagena, previa firma y
aprobacién del consentimiento informado para participar en el estudio. Los sujetos de estudio se asignaron
aleatoriamente en tres grupos usando las siguientes sustancias irrigantes: hipoclorito de sodio al 5%, clorhexi-
dina al 2% e hipoclorito de sodio 2,5% con irrigacién final de MTAD. Se identificaron microorganismos por
medio de la prueba Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se cuantificaron las unidades formadoras de
colonias de Enterococcus faecalis antes y después de ser utilizadas las sustancias irrigadoras. Analisis estadis-
tico: Se realizé el test de Kruskal wallis.

Resultados: La investigacion demostré que todas las sustancias fueron efectivas en la eliminaciéon de E.
faecalis en pacientes con periodontitis apicales crénicas no supurativas. El hipoclorito de sodio al 5% (p=
0,018), hipoclorito de sodio y MTAD (p= 0,021) y clorhexidina al 2% (p= 0,028) fueron igual de efectivas.
Conclusiones: El hipoclorito de sodio al 5%, clorhexidina al 2%, hipoclorito de sodio y MTAD pueden ser
utilizadas en pacientes con periodontitis apical crénica no supurativa por ser efectivas en la eliminacion de E.
faecalis.
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SUMMARY

Objectives: To compare the effectiveness of different irrigating solutions in eliminating of Enterococcus faeca-
lis in patients with chronic periapical pathology by applying microbiological tests.

Methods: Twenty one teeth with chronic apical periodontitis of non suppurative diagnosis of patients that
attended the dental clinics of the University of Cartagena were evaluated after the patients signed the consent
form to participate in the study. The study subjects were randomized into three groups using the following
irrigating substances: Sodium hypochlorite at 5%, chlorhexidine 2% and sodium hypochlorite and MTAD.
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Microorganisms were identified through the Chain Reaction (PCR) and quantified the colony forming units
before and after Enteroccocus faecalis be used irrigating substances for cleansing. Statistical analysis: We
performed the Kruskal Wallis test.

Results: The research showed that all substances were effective in eliminating E. faecalis in patients with
chronic apical periodontitis non suppurative. Sodium hypochlorite 5% (p= 0,018), sodium hypochlorite and
MTAD (p= 0,021) and chlorhexidine 2% (p= 0,028) were equally effective.

Conclusions: Sodium hypochlorite 5% chlorhexidine 2% and sodium hypochlorite and MTAD can be used in
patients with chronic apical periodontitis non suppurative after being proven effective in eliminating E. faecalis.
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INTRODUCCION

El objetivo fundamental del tratamiento endodénti-
co, es la eliminacién de los microorganismos (1). En
casos de Periodontitis Apical Crénica No Supurativa
(PACNS) la terapia del canal radicular a través de la
preparaciéon quimiomecénica busca eliminar el ma-
terial organico, inorgénico y los microorganismos
presentes en el conducto. Se espera que luego de la
realizacién del tratamiento de conductos, se desen-
cadene un proceso de cicatrizacion periapical, que
conducira a la resolucién de la lesién. Diversas in-
vestigaciones demuestran que el Enterococcus fae-
calis es uno de los responsables de los fracasos
endodonticos en los casos de PACNS, ademés de
ser resistente a la accién de numerosas sustancias
irrigantes, su permanencia en el conducto radicular
esté asociado, por un lado, a la capacidad de sobre-
vivir en ambientes hostiles y, por otro, a la formacién
de un biofilm con otros microorganismos. Actual-
mente, se usan diversos tipos de sustancias irrigan-
tes para la eliminacién del Enterococcus faecalis pero
alin no se encuentra la ideal (2).

El hipoclorito de sodio de 0,5-6% (NaOClI), se consi-
dera la solucién irrigadora maés utilizada en la préac-
tica clinica endodéntica, por ser la que més se acer-
ca a las condiciones ideales por su efectividad para
eliminar tejido vital y no vital, ademas de poseer un
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amplio efecto antibacteriano, matando rapidamente
bacterias, esporas, hongos y virus. Sus concentra-
ciones clinicas varian entre el 0,5% al 6%, con la
dilucién del NaOCI disminuye significativamente la
propiedad antibacteriana al igual que disminuye su
toxicidad (3).

La clorhexidina, es un compuesto catiénico antibac-
teriano como irrigante endodontico es utilizado al
0,12% o 2%, las propiedades antibacterianas son
similares al NaOCl e incluso tiene mejor efecto resi-
dual a las 24 horas, pero no tiene la capacidad de
disolver tejido pulpar (4).

Actualmente, se dispone de una nueva sustancia
irrigadora, el MTAD, solucién acida con pH de
2,15, es una mezcla de un isémero de tetraciclina
(doxiciclina), un acido (acido citrico) y un detergen-
te (Tween). Su principal accién es la remocién efec-
tiva del barrillo dentinario, posterior al empleo de
NaOCl. Las tetraciclinas son de naturaleza bacterios-
tatica, presentan un pH bajo, poseen capacidad de
quelar calcio y tienen actividad anticolagenasa, lo
que confiere al MTAD sus efectos antibacterianos.
Singla et al. demostré que el MTAD es capaz de eli-
minar la capa de barrillo dentinal y ser eficaz contra
el Enterococcus faecalis. Sin embargo, no pudo
simular un ambiente clinico y sugiere se realicen
mas estudios para determinar el efecto del MTAD
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en la infeccion bacteriana a nivel de los tabulos den-
tinarios (5).

Luego, es importante estudiar la efectividad de las
soluciones irrigadoras tradicionales como; el hipo-
clorito de sodio y alternativas como; clorhexidina y el
MTAD en la eliminacién de Enterococcus faecalis en
conductos radiculares de pacientes con periodonti-
tis apicales crénicas con el propésito de analizar y
establecer cuél es la terapéutica adecuada.

MATERIALES Y METODOS

Estudio clinico experimental. Se evaluaron 21 dientes
en 19 pacientes con periodontitis apicales crénicas
no supurativas, seleccionados a partir de los siguien-
tes criterios: se incluyeron sujetos con diagndstico
clinico y radiogréafico de periodontitis apical crénica
no supurativa en dientes unirradiculares con con-
ducto permeable no tratados endodénticamente, que
asistieran a consulta en las clinicas odontolégicas de
la Universidad de Cartagena. Fueron excluidos indi-
viduos con enfermedades sistémicas no controladas
y que estuvieran siendo tratados con antibiéticos y
corticosteroides.

En esta investigacion prevaleci6 el respeto, dignidad,
bienestar, proteccion de los derechos del paciente, y
consideraciones bioéticas contempladas en la De-
claracién de Helsinki. El paciente, previa atencion,
firmé y aprob6 a los investigadores un consentimien-
to informado donde se le explicé que se realizaba
una investigacion cientifica en seres humanos de ries-
go minimo a través de procedimientos comunes y
no invasivos, quedando sujeto a todo lo dispuesto
en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud de Colombia.

Las mediciones principales de la variable respuesta
en el presente estudio fueron: identificacion de mi-
croorganismos a través de PCR y la cuantificacién
de unidades formadoras de colonias de Enterococ-
cus faecalis.

Los 21 conductos radiculares fueron distribuidos por
asignacion aleatoria simple, a tres grupos de estu-
dio usando las siguientes sustancias irrigantes: hi-
poclorito de sodio (grupo 1= 5 sujetos), clorhexidi-

na (grupo 2= 7 sujetos), hipoclorito de sodio y MTAD
(grupo 3=7 sujetos). En los sujetos tratados con hi-
poclorito de sodio al 5% y clorhexidina al 2% la Irri-
gacion fue de 2 ml entre cada lima, se preparé api-
calmente con 5 ml durante 60 segundos para cada
lima a 1 mm de la longitud real de trabajo (LRT).
Para los tratados con Hipoclorito de sodio y MTAD
combinado, el procedimiento inicial fue igual que el
primer grupo, pero en la preparacién apical la irriga-
cién final fue de 5 ml de MTAD 1 mm de LRT duran-
te 60 segundos.

Procedimiento para la toma de muestras
intracanales

Se realizé profilaxis con solucién salina, instrumental
rotatorio de baja velocidad, copa de caucho y cepillo
profilactico a nivel coronal en el cuadrante del 6rga-
no dentario a tratar y a continuacién aislamiento con
tela de caucho, se seleccioné la grapa y se colocé la
tela, el arco de Young y la grapa al mismo tiempo. Se
realizé la apertura del conducto, con estrictas medi-
das de bioseguridad, con fresa de diamante redonda
n® 4, se introdujo en los conductos radiculares una
lima estéril tipo Hedstrom 08 hasta una longitud de
1 mm del &pice radiogréfico, se realizé un limado
sobre las paredes del conducto radicular, hasta ob-
tener una cantidad considerable de barrillo dentinal.
Luego se tom6 una muestra con puntas de papel
esterilizado n® 15, que permaneci6 en el conducto
radicular por 20 segundos. La entrada de los con-
ductos fue sellada después de la instrumentacion e
irrigacioén, en forma hermética con resina compues-
ta de foto polimerizado, evitando de esta manera la
sobreinfeccién del mismo.

Estas muestras fueron almacenadas en tubos
eppendorf con 500 microlitros de solucién buffer TE
(Tris — EDTA, pH 8,0) y transportadas al laboratorio
de microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cartagena en donde fueron inmedia-
tamente cultivadas. A los siete dias siguientes el su-
jeto de estudio fue citado para la segunda toma de
muestra en los canales radiculares, la cual se llevo a
cabo de la forma anteriormente descrita. Se realizd
la reinstrumentacién y preparacién apical y finalmente
se obturaron los conductos radiculares con la técni-
ca de condensacién lateral (6).
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Procesamiento de las muestras

En el laboratorio de microbiologia cada muestra se
agit6 en un mezclador Vortex para homogeneizar bien
la muestra, méxima velocidad por 30 segundos.
Luego se tomaron 20 uL de la solucién bacteriana y
se inocularon en una placa de agar selectivo para
Enterococcus faecalis (ChromID CPS3, Biomeriux).
Posteriormente se incubaron en un ambiente de
microaerofilia a 37°C por 48 horas. Se observé cre-
cimiento de colonias de color verde y bordes defini-
dos para E. faecalis. Se realiz6 recuento de unida-
des formadoras de colonias (UFC), y pruebas de
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para la
identificacion final de los microorganismos aislados.
Los cultivos que eran negativos en las primeras 48
horas eran incubados hasta 96 horas, para determi-
nar que la muestra era negativa. Los aislamientos
positivos fueron almacenados a —80°C para su pos-
terior identificacién por PCR.

Identificacién molecular por PCR

La extraccién del ADN bacteriano se realiz6 a par-
tir de las colonias obtenidas de un cultivo de 24
horas. Las colonias fueron suspendidas en 500 uL
de buffer TE (1 mM EDTA. 10 mMTris-HCI-pH 8,0).
Luego, la suspensién bacteriana era calentada a 99°C
por 30 minutos. Se centrifugaba a 13.000 X g por
15 minutos vy, finalmente, 5 uL del sobrenadante
eran utilizados para las reacciones de PCR. La PCR
multiple de todos los aislados se llevé a cabo utili-
zando tres juegos de oligonucleétidos cebadores
descritos en la literatura, obtenidos de: EntG-F: 5°
TACTGACAAACCATTCATGATG3 y EntG-R:
5AACTTCGTCACCAAC GCGAAC'3 que amplifica un
fragmento de 112 pares de bases (pb) del gen tuf,
especifico para identificar el género Enterococcus;
Efaeca-F : 5ATCAAGTACAGTTAG TCT'3 Efaeca-R:
5ACGATTCAAAGCTAACTG 3 que amplifica un frag-
mento de 941 pb del gen dd! especifico de Entero-
coccus faecalis. El ADN fue amplificado en un volu-
men de reaccién de 25 pl que contenia 12,5 uL de
la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega), 0,2
wM de cada cebador y 5 uL. de ADN molde. La reac-
cién se llevé a cabo en un termociclador Perkin-Elmer
bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizaciéon a 94°C por 5 minutos (min), se-
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guido por 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1
min, y 72°C por 2 min, con un ciclo de extension
final a 72°C por 5 min. Como controles se utilizé la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 33591. Todos
los productos amplificados fueron visualizados en Gel
de agarosa al 2,0% con bromuro de etidio 0,5 ug/ml,
mediante un transiluminador de luz UV.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados estadis-
ticamente de la siguiente forma: de cada muestra se
tomé un dato del recuento inicial y otro final de UFC
de Enterococcus faecalis. La evaluacion de las sus-
tancias utilizadas fue cuantitativa, se obtuvieron los
datos con las tres sustancias en la eliminacién del
Enterococcus faecalis y se analizaron con la prueba
de Kruskal Wallis. Para comparar los resultados ob-
tenidos entre las tres sustancias se realiz6 el test de
Wilcoxon.

RESULTADOS

Las muestras de estudio fueron tomadas de 21 con-
ductos radiculares, divididas en tres grupos de 7
conductos que corresponden a 33,3% de la muestra
total. El recuento inicial de las unidades formadoras
de colonias (UFC) para las muestras tratadas con
hipoclorito de sodio fue de 82,5 y las finales de 78
UFC. Para la clorhexidina las UFC fueron 82,5 en el
recuento inicial y en el recuento final fue de 96,5.
Los valores de UFC iniciales para el grupo de hipo-
clorito de sodio y MTAD fue de 66 y de 56,5 para el
recuento final. Estas diferencias entre los tres grupos
no fueron estadisticamente significativas. Esta inves-
tigacion demostré que el hipoclorito de sodio (p=
0,018), clorhexidina (p= 0,028) e hipoclorito de so-
dio y MTAD (p= 0,021) fueron efectivas en la elimi-
nacién de E. faecalis en pacientes con periodontitis
apicales crénicas no supurativas.

Con el fin de determinar si los microorganismos ais-
lados correspondian a E. faecalis se llevaron a cabo
pruebas moleculares a través de la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) (7), usando tres juegos
de oligonucleétidos cebadores, obtenidos de: EntG-
F: 5° TACTGACAAACCATTCATGATG'3 y EntG-R:
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5AACTTCGTCACCAAC GCGAAC'3 que amplifica un
fragmento de 112 pares de bases (pb) del gen tuf,
especifico para identificar el género Enterococcus;
Efaeca-F: 5ATCAAGTACAGTTAG TCT'3 Efaeca-R:
5ACGATTCAAAGCTAACTG 3 que amplifica un frag-
mento de 941 pb del gen dd! especifico de Entero-
coccus faecalis. El ADN fue amplificado en un volu-
men de reaccién de 25 uL que contenia 12,5 uL de
la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega), 0,2
wM de cada cebador y 5 uL. de ADN molde. La reac-
cién se llevé a cabo en un termociclador Perkin-
Elmer. Se determiné que el 100% de las muestras
analizadas por PCR correspondian al Enterococcus
faecalis. Lo que indica que la PCR logro identificar
especificamente el agente causal de la lesi6on en
aquellos individuos con cultivos positivos.

DISCUSION

El papel de la instrumentacién endoddntica es la
reduccién de las poblaciones de bacterias a nivel
intracanal, que, sin embargo necesita ser comple-
mentada con el uso de sustancias irrigantes antibac-
terianas basado en un enfoque quimiomecénico (8-
10). El presente estudio fue llevado a cabo con el fin
de comparar la eficacia antibacteriana de tres sus-
tancias irrigantes; el hipoclorito de sodio, clorhexidi-
na y MTAD durante la preparacién quimiomecéanica
en la eliminacién de las poblaciones intracanales de
Enterococcus faecalis, microorganismo resistente a
las condiciones extremas y que, con frecuencia, se
encuentra en los casos de fracaso endodéntico
(2,11). La eficacia de las sustancias irrigadoras se
determiné a través de la medicién en la reduccion de
UFC a partir de dos muestras tomadas por conduc-
to radicular, una inicial y otra siguiente a la irriga-
cién, en pacientes diagnosticados con periodontitis
apicales crénicas.

El E. faecalis es una de las principales especies bac-
terianas aisladas en las muestras de infecciones en-
dodoénticas debido a su capacidad de invadir los ta-
bulos dentinarios y adherirse a las paredes del
conducto radicular mediada por componentes celu-
lares especificos (12) y As (coladgeno-proteina de
unién a los Enterococcus) (13). Ademés, algunos
componentes de la dentina, como el colageno tipo |,
puede actuar como factor de seleccién para la adhe-

sién bacteriana y la invasién (14). De esta forma, el
E. faecalis puede persistir dentro de los tibulos den-
tinarios después del tratamiento endoddntico (15).
Este estudio mostré un crecimiento de E. faecalis
en la mayoria de las muestras, coincidiendo con un
reciente estudio realizado por Williamson y col. (16),
donde se informé que el sistema de conductos radi-
culares de los dientes con lesién perirradicular fue-
ron significativamente més propensos a tener bacte-
rias, comparados con los dientes sin lesién
perirradicular, hallandose que las especies de Ente-
rococcus se asociaron mas con los dientes con le-
siones perirradiculares y demostraron ser capaces
de resistir los cambios de pH altamente basico, asi
como periodos prolongados con pocos o ningdn
nutrientes. Por su parte, Shabahang y col., en 2003
(17), mencionan que el E. faecalis es frecuente-
mente el patégeno dominante, a veces el Gnico, en
la periodontitis apical persistente, sugiriendo que
esté sola especie tiene el potencial para mantener
una infeccién del conducto radicular y la lesién pe-
rirradicular. En la mayoria de los trabajos se encon-
tré que el E. faecalis era el patégeno dominante
(2,18,19).

En cuanto a la reduccién del E. faecalis, el hipoclo-
rito de sodio al 5% en el presente estudio fue mayor
al 50%. Se comparo la proporcién de eliminacién de
microorganismos con estudios realizados por
Giardino y col. en el 2007 (20), donde demostraron
que el hipoclorito de sodio al 5% es altamente eficaz
en la erradicacién de colonias de E. faecalis. Estos
resultados son consistentes con trabajos publicados
anteriormente utilizando diferentes metodologias
(16,17,21). El grupo de hipoclorito de sodio y MTAD
en este estudio obtuvo una eliminacién significativa
de la mayoria de las UFC de E. faecalis, la eficacia
de este grupo coincide con estudios hechos por
Shabahang y col. en 2003 (17), donde demuestra un
alto nivel de sensibilidad de E. faecalis al MTAD,
incluso cuando esta solucién se diluye 200 veces,
este efecto es logrado gracias a la eliminacion de la
capa de barrillo dentinal y al efecto en la desinfec-
cion del canal radicular, eliminando bacterias incrus-
tadas en dicha capa (22,23).

El presente estudio mostré que el grupo del clorhexi-

dina obtuvo una disminucién cercana a la mitad de
UFC de E. faecalis, resultando la menos eficaz. Este
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resultado difiere con estudios hechos por Ercan y
col. (24) quienes hallaron una eficacia del 64% en los
tratamientos realizados con clorhexidina, conside-
randola mas eficaz que otras sustancias intracanales
como el hidréxido de calcio en la eliminacién de
infeccion por E. faecalis dentro de los tubulos den-
tinarios, y la sugiere como un irrigante en la terapia
endodoéntica. Por su parte, Abdullah y col. (22), en el
2005, demostraron que la clorhexidina es un poten-
te agente antimicrobiano, aunque no fue capaz de
erradicar el E. faecalis. Este hallazgo es consistente
con investigaciones previas (16,17,25,26) y apunta a
la necesidad de utilizar clorhexidina junto con otro
agente quimico que mejore su eficacia.

En este estudio se encontré efectividad en la irriga-
cién con hipoclorito de sodio al 5%, clorhexidina al
2% e hipoclorito de sodio y MTAD al eliminar las
cepas de E. faecalis. A diferencia de Gomes y col.
(26), en el ano 2009 en el cual se aprecia que el
NaOCl 2,5% y clorhexidina 2% gel no fueron efecti-
vas en la eliminacién de la endotoxina de los con-
ductos radiculares infectados. Wang y col. (27) mos-
traron una reduccién estadisticamente significativa
del grupo de hipoclorito de sodio y MTAD e hipoclo-
rito de sodio al 5,25% en la eliminacién del E. faeca-
lis. La sustantividad de la doxiciclina es una propie-
dad importante en la eficacia del MTAD (28).

La identificacién de microorganismos a través de la
técnica de biologia molecular PCR fue confirmatoria
de la presencia de E. faecalis en los conductos radi-
culares de los dientes tratados en este estudio. Ac-
tualmente en microbiologia la precisiéon de las meto-
dologias diagnosticas son demasiado limitados para
respaldar conclusiones definitivas debido:

1. Mas del 50% de la microflora endodéntica esta
todavia sin cultivar (29, 30).

2. La no supervivencia de bacterias debido a su fal-
ta de crecimiento en medios de cultivo (31).

3. Las técnicas de toma de muestra son limitadas
en cuanto a la obtencién de las bacterias en el
espacio del conducto radicular.

4. El riesgo de resultados falsos positivos.

Este estudio aporta una alternativa eficaz en la tera-
péutica de casos de periodontitis apicales crénicas;
se propone el uso combinado de hipoclorito de so-
dio y MTAD. Sin embargo hay limitantes en el estu-
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dio y los resultados indican que se debe continuar en
la blsqueda de la sustancia irrigadora ideal atin cuan-
do se cuenta con sustancias altamente eficaces.

CONCLUSION

El hipoclorito de sodio y MTAD resultan altamente
eficaces en la eliminacién de E. faecalis y puede ser
usada en el tratamiento con periodontitis apical cré-
nica no supurativa.
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