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MARCO TEÓRICO

Uno de los objetivos de la Endoperiodontología es la conservación y el mantenimiento en
condiciones de salud de los tejidos dentales, lo cual es esencial para que se lleven a cabo
adecuadamente las funciones del aparato estomatognático,

Los procesos patológicos, la reparación y regeneración de dichos tejidos, así como su
restauración por medio de materiales dentales requiere de un amplio conocimiento de la naturaleza
biológica y anatómica de los componentes del complejo endoperiodontal1 De los cuales se realizará
una breve descripción

El complejo Endoperiodontal está constituido por el esmalte, la dentina, la pulpa (fíg. 1) y
los tejidos periodontales: encía, cemento radicular1, ligamento periodontal y hueso alveolar (fíg,2);
es considerado como un complejo porque todos sus elementos tienen una estrecha intenelación
anatómica e interdependencia fisiológica

Fig. 1 Iejidos del diente: esmalte (E), dentina (D) y
pulpa (P),

El esmalte provee una estructura dura y resistente para las funciones que realizan los
dientes, y representa además una capa protectora para la dentina y la pulpa'

E! esmalte maduro contiene 90 % de mineral inorgánico ( calcio, fosforo apatita) pequeñas
cantidades de matriz orgánica y de 4 a 12 % de agua; esta última está contenida en los espacios
intercristalinos y en una red de microporos que forman una dinámica conexión entre la cavidad
bucal y el sistema de fluidos de la pulpa y los túbulos dentinarios1,

Comparado con otros tejidos el esmalte maduro es considerado único ya que su repaiación
o reemplazo sólo es posible a través de materiales sintéticos dentales, por lo tanto, una ve2 que
resulta dañado no se regenera1,,



La dentina constituye la masa del diente y proporciona en su paite coronal, una base elástica
para el frágil esmalte y junto con la dentina radicular, que a su vez está cubierta por1 el cemento,
proveen protección a la pulpa12

La dentina a diferencia del esmalte, que es un tejido acelular y predominantemente
mineralizado, está estructurada por cristales de apatita inorgánica incrustados en enlaces cruzados
de matriz orgánica de fibrillas colágenas; tiene un volumen de 45 a 50 % de dichos cristales,
aproximadamente 30 % de matriz orgánica y cerca de 25 % de agua1

Entre sus principales componentes estructurales se encuentran los odontoblastos, que son
las células que se encargan de originar la dentina12,

La dentina que se forma desde el inicio del desarrollo del diente hasta que termina de
formarse la raíz completa se le denomina dentina primaria; posterior' a este desarrollo se lleva a
cabo la formación de la dentina que constriñirá las dimensiones de la cámara pulpar y se le conoce
como dentina secundaria12

Existe un tercer tipo de dentina que se forma en respuesta a irritantes externos (caries,
exposición mecánica de la dentina, traumatismos, etc.); llamada dentina terciaria, reparativa,
reactiva, de respuesta o secundaria irregular12

De manera que la dentina es un tejido que logra su reparación a través de la continua
formación fisiológica, ya sea de forma regular o irregular; con lo cual logra proteger a los
componentes estructurales de la puípa1

La pulpa dental por su parte, se considera como un órgano muy especial debido a que ésta
se encuentra dentro de un entorno constituido por paredes rígidas de dentina y de esmalte que la
separan físicamente de los irritantes externos3

La pulpa está compuesta por tejido conectivo laxo y como tal desempeña cuatro funciones
básicas: formativa, nutritiva, nerviosa y defensiva Las cuales guardan una estrecha relación con su
autoprotección y reparación3,

La formación de la dentina es la primera función de la pulpa, tanto en secuencia como en
importancia, y continúa haciéndolo durante toda la vida del diente4

Su función nutritiva la lleva a cabo a través de su sistema vascular, el cual nutre a todos los
elementos vitales del complejo pulpodentinario La función nerviosa sé debe a ía presencia de
nervios motores y sensitivos que desempeñan un papel esencial en la transmisión del dolor y el
control (vasomotor) de los vasos sanguíneos13p4,

Por último, la pulpa cumple una función también de vital importancia y cuyo objetivo es su
preservación anatómica y fisiológica, ésta es la función defensiva, y la logra a través de la continua
formación de dentina de irritación o reparativa, o por medio de la inflamación del tejido conectivo
subyacente; ambas formas de defensa protegen a la pulpa misma de los irritantes físicos, químicos y
microbianos perjudiciales3 4,

La pulpa dental dispone además de una irrigación muy rica que obtiene principalmente a
través del foramen apical y en menor medida de los conductos accesorios que presenta cada uno de
los dientes. Este sistema de conductos radiculares, además de permitir la inervación e irrigación de
la pulpa, también son una vía importante de comunicación con los tejidos periodontales3 5



í a primera relación de la pulpa con el periodonto se establece entre el tejido conectivo de
ambas regiones, porque así como el tejido conectivo de la pulpa se anastomosa con el tejido
intersticial del ligamento periodontal a nivel de la unión del agujero apical del conducto radicular,
también los conductos laterales albergan normalmente tejido conectivo y vasos que conectan el
sistema circulatorio de la pulpa con el del ligamento periodontal; esas anastomosis se forman
durante las fases tempranas del desarrollo dentario*

Por su parte, el periodonto es considerado como una unidad funcional, biológica y
evolutiva, cuya función principal es unir el diente al tejido óseo de los maxilares6 Sin embargo, no
es una unidad independiente ya que su fisiología permite una relación biológica con la dentina y la
pulpa,

E

Fig 2 I ejidos periodontales: encía (E),
ligamento periodontal (LP), hueso
alveolar propio (HAP), cemento
radicular1 (CR) y apófisis alveolar1 (AA),

El cemento radicular tiene un buen potencial reparador debido a la presencia de su tejido
formativo, el ligamento periodontal, La continua formación de dentina depende de la conservación
de la pulpa, pero cuando el tejido pulpar es removido o destruido, la capacidad reparadora de la
dentina ante el daño quirúrgico o reabsortivo depende de la presencia de cemento; por otra parte, el
ligamento periodontal es el tejido más metabólicamente activo y por lo tanto, el más enciente, ya
que es capaz de original' la regeneración del hueso alveolar, del cemento radicular y de sí mismo7

Esta interdependencia fisiológica y el hecho de que el periodonto esté anatómicamente
relacionado con la pulpa dental por medio de los forámenes apicales y conductos laterales permite
las vías de intercambio nocivos cuando uno o ambos tejidos están enfermos6,,

Por lo tanto, la conservación de la pulpa en condiciones de salud puede dar como resultado
el mantenimiento de la integridad del periodonto y viceversa,,



Sin embargo, cualquier pérdida de integridad tísular que exponga directamente la dentina o
la pulpa puede permitir que las bacterias y los componentes bacterianos del medio bucal afecten el
estado normal de la pulpa y con ello lograr la interrupción de sus actividades fisiológicas

Esta invasión microbiana puede producirse por vía coronaria o radicular, ya sea por
procesos cariosos, por fracturas, procedimientos restauradores, traumatismos dentales o a través de
trayectos anatómicos anómalos4.

De acuerdo con algunos estudios se ha demostrado que sin la intervención microbiana, la
lesión inflamatoria resultante en la pulpa estaría dirigida entonces a la fuente de irritación y estará
confinada hasta que se lleve a cabo ía reparación y cicatrización de los tejidos8 De tal manera que
todos aquellos procesos o procedimientos que provoquen una contaminación microbiana masiva va
a dar como resultado el desencadenamiento y el mantenimiento de una reacción inflamatoria que
durante su progresión puede diseminarse y provocar daños en los tejidos periodontales5 9

Existen varios factores que son capaces de ocasionar tal contaminación, algunos de ellos ya
mencionados, pero sin duda que uno de los factores que puede provocar una contaminación
microbiana masiva directa, y no sólo en el tejido pulpar sino también en el periodonto es, la
perforación endodóntica (fig 3),

I '•

Fig 3 Perforación endodóntica

Las perforaciones endodónticas o yatrogénicas son procedimientos accidentales que se
producen durante la búsqueda de los orificios de los conductos en el piso de la cámara pulpar en
dientes multirradiculares, cuando se realiza la instrumentación biomecánica de los conductos
radiculares o en el proceso de preparación de un endoposte10,

Las perforaciones yatrogénicas representan un factor de riesgo muy importante para los
tejidos periodontales, ya que por un lado provocan una respuesta inflamatoria, y por otro, permiten
la diseminación de microorganismos directamente de los conductos radiculares (fig 4), lo que
favorece la perpetuación del mecanismo inflamatorio, trayendo como consecuencia una serie de



eventos tales como: formación de tejido granulomatoso, destrucción de fibras periodontales,
proliferación de epitelio, y por último el desarrollo de una bolsa petiodontal, situación que favorece
otia vía de entrada de microorganismos10"

Es bien conocido que los microorganismos de la cavidad bucal son los principales irritantes
de los tejidos pulpar y periodontales, sin embargo, no todos ellos representan un peligro potencial
para dichos tejidos,, De todas las especies que habitan en la microfiora bucal, solo las bacterianas
son de particular interés en el área endoperiodontal,

Existe un hecho que es particularmente significativo en las lesiones endodónticas y
periodontales, el tipo de bacterias tanto de uno como de otro medio ambiente, comprenden bacterias
aerobias y anaerobias, facultativas y estrictas, predominando estas últimas en lesiones ya
establecidas469

Fig 4, Diseminación bacteriana hacia
los tejidos del periodonto apical,

La razón para que exista colonización inicia! por' bacterias aerobias es favorecida por el
medio ambiente tico en oxígeno, elemento ideal para el crecimiento de este tipo de bacterias; la
transición hacia bacterias anaerobias facultativas y posteriormente a anaerobias estrictas se da por
diferentes factores: las bacterias tienen enzimas que utilizan el oxígeno y dan origen a diferentes
compuestos químicos, incluyendo sustancias tóxicas, el radical superóxido y el peróxido de
hidrógeno; estos dos compuestos reaccionan luego con el agua para formar el radical hidroxilo,
Todas estas sustancias son dañinas para las células debido a sus reacciones con lípidos, ácidos

• • r 4 9 12

nucleicos y proteínas ,

Estos cambios en el medio ambiente disminuyen la tensión de oxígeno, favorecen un
entorno rico en bióxido de carbono que ayuda al crecimiento de bacterias anaerobias; esto aunado a
la presencia de nutrientes presentes en los líquidos tísulares, como los originados por ta destrucción



de las células del tejido conjuntivo, crean un entorno apto paia el desarrollo de microorganismos
exigentes, tales como los microorganismos anaerobios estrictos49 '2

Las bacterias por lo tanto, tienen diversas características que independientemente de los
elementos que requieren para llevar a cabo su metabolismo y sobrevivencia, crean condiciones que
permiten el desarrollo de otras especies bacterianas, complicando de esta manera el proceso
patológico y en muchas ocasiones su tratamiento4,

De tal manera que tanto las bacterias aerobias como las anaerobias son de vital importancia
en las lesiones de! complejo endopeiiodontal, ya que ambas interactúan de alguna manera a la
invasión y propagación de las mismas Algunas especies como Pseudomonas aeruginósa.
Streptpcoccus faecalis y Staphylococcus aureus son resistentes a los agentes antibacterianos y en
ocasiones resulta difícil erradicarlas, otras sintetizan productos que pueden modificar el equilibrio
del proceso infeccioso a favor del microorganismo invasor con productos como toxinas, cápsulas,
irritantes metabólicos y enzimas extracelulares (colagenasa, proteasa, cinasas, etc.) que estimulan ía
respuesta inflamatoria y los procesos catabólicos tales como destrucción de colágena y hueso, Y
algunas otras pueden establecer infecciones en sitios distantes al diente mediante extensiones hacia
los planos faciales o a través del desarrollo de bacteriemia4

Dadas estas condiciones, el principal objetivo después de una perforación endodóntica es,
crear un entorno adecuado para que se pueda llevar a cabo una reparación biológica de los tejidos
periodontales Este proceso implica la supresión total del tejido enfermo o necrosado presente en el
conducto radicular y la exclusión de la infección bacteriana, de sus productos y de los sustratos que
precisan para desarrollarse, así como de un medio ambiente que impida la reinfección3 6,

De otra manera el proceso patológico podría dirigir a la pérdida de inserción periodontal, al
ftacaso del tratamiento endodóntico y posiblemente a la pérdida del diente

El pronóstico de un diente con perforación radicular depende de la severidad del daño
inicial a los tejidos periodontales, al tamaño de la perforación, la localización en relación al surco
gingiva!, el lapso de tiempo entre el daño y la reparación, y la accesibilidad para llevar a cabo el
sellado1014

Estudios clínicos han indicado que las perforaciones endodónticas pueden ser' exitosamente
tratadas con medios convencionales, lo cual ha podido ser corroborado con estudios histológicos en
los cuales se han determinado altas tasas de reparación tisular en el sitió perforado, esto se atribuye
principalmente a la ausencia de contaminación bacteriana y a la biocompatibilidad de material de
sellado15,

Para el sellado de las perforaciones se han ideado muchos materiales, los cuales debido a
que llegan a estar en contacto con tejidos vitales deben poseer ciertas características o cualidades
que les impidan ocasional un daño mayor a estos tejidos, por lo tanto deben ser: Bacteriostáticos o
al menos no favorecer el crecimiento de los microorganismos, biocompatibles, capaces de proveer
un sellado adecuado y de favorecer la regeneración de los tejidos involucrados También deben ser
radiopacos, no reabsorbibles y no tóxicos I416

Los materiales sugeridos para el sellado de perforaciones son: la amalgama, cementos de
óxido de zinc y eugenol ( Super EBA[ácido ó-etoxibenzoico] e IRM [Material de Restauración
Intermedio]), pastas de hidróxido de calcio, gutapercha, cavit, resinas y cementos de ionómero de
vidrio5 l0l6 '1/



Sin embargo se ha reportado que ninguno de ellos favorece o crea condiciones necesarias
para el reestablecimiento predecible de la arquitectura normal de los tejidos petiodontales en el sitio
de la perforación, ya que la mayoría de los materiales hasta ahora utilizados presentan algunas
desventajas, entre las principales se consideran: la microfiltración, cierta toxicidad de grado variable
y sensibilidad a la presencia de humedad, lo cual favorece el mantenimiento de la inflamación y la
infección5101718

Con el afán de desarrollar1 nuevos materiales se ha sugerido un material llamado Mineral
Trióxido Agregado (MÍA) como un compuesto potencial para e! sellado tanto del extremo radicular
como de las perforaciones entre el sistema de conductos radiculares y la superficie externa del
diente17"1*1»

El MTA es un polvo cuya composición no está publicada, pero se conocen sus principales
componentes: Silicato üicálcico, Aluminato tricálcico, Oxido tricálcico, Óxido de silicato y otros
óxidos minerales no identificados El MTA contienen partículas hidrofílicas finas que fraguan en
presencia de humedad dando como resultado un gel coloidal con un pH de 12,5,, Este gel solidifica
en menos de 4 horas, su resistencia a la compresión es de70 Mpa (Kg/cm2), que es comparable con
la del IRM y Supeí EBA, pero significativamente menor que la de la amalgama (311 Mpa)5"20.

El MÍA se ha investigado en una serie de experimentos in vitro e in vivo y se ha evaluado
en diferentes pruebas para conocer' sus propiedades,

Las pruebas in vivo demuestran que el MÍA es un material biocompatible, que no favorece
la inflamación al estar en contacto con el tejido conectivo; y que además induce la formación de
cemento radicular a pesar de su extrusión en los tejidos periodontales, incluso se ha llegado a
formar sobre el MÍA102021, Por otro lado, las pruebas in vitro han permitido conocer otras
propiedades que han podido ser comparadas con las de otros materiales de uso común en el sellado
de perforaciones

Una de las características que ha sido comparada ampliamente es la capacidad en el sellado
marginal, los experimentos hasta ahora realizados demuestran que la calidad de sellado por parte
del MTA en estudios de filtración bacteriana y de colorantes, resulta ser superior a la obtenida con
la amalgama, super EBA e IRM Se cree que esta propiedad se debe a la naturaleza hidrofilica del
MTA y a la ligera expansión que se produce cuando fragua en un medio ambiente húmedo, incluso
en presencia de fluido sanguíneo, el cual no afecta dicho fraguado5'1*21

Se ha demostrado también que el MÍA tiene propiedades antibacterianas sobre algunas
bacterias de la cavidad bucal entre ellas anaerobias facultativas, Los resultados de estudios de
filtración bacteriana demuestran que el MTA tanto fresco como solidificado tiene efectos
antibacterianos contra estos microorganismos; se ha observado también que el MÍA endurecido
tiene menos efectos antibacterianos que su contraparte fresca, sin embargo a pesar de ello, una vez
endurecido el MTA presenta impermeabilidad bacteriana, Esto parece indicar que el MÍA actúa
inicialmente como agente antibacteriano debido a que cuando esta fresco tiene dicha capacidad,
pero cuando solidifica sigue impidiendo el paso de bacterias y sus productos aún bajo condiciones
severas de contaminación, debido a su capacidad de sellado marginal Lx> cual crea condiciones
favorables para la regeneración de los tejidos periodontales15 n

Estos resultados aunados a su capacidad de estimular la formación de un puente dentinario
adyacente a la pulpa dental hacen pensar' que tienen mecanismo similar al del hidróxido de calcio5,



Sin embargo aún se desconoce la explicación a estos fenómenos ya que el MTA no tiene
hidróxido de calcio en su composición3,

Se deduce que las propiedades físicas y químicas del MÍA se deben a su composición y a
las diferentes fases que se suceden durante el proceso de endurecimiento, durante éste el MTA se
divide en oxido y fosfato de calcio, posteriormente aparece como discretos cristales y más tarde
como una estructura amorfa, El valor significativo de los prismas es de 87% de calcio y 2,7% de
silicio, mientras que el remanente es oxígeno En las áreas de estructura amorfa parece haber 49%
de fosfato, 33% de calcio, 6% de silicio, 3% de cloro y 2% de carbono19

Se cree que el óxido de calcio podría reaccionar1 con los fluidos del tejido para formar
hidróxido de calcio, y de esta manera estimular la deposición de cristales de calcio para la
formación de un tejido duro19

Sin conocer completamente el mecanismo de acción del MÍA, es un hecho que este
material posee un pH muy alcalino, el cual contribuye por un lado a la reducción de factores
microbianos, y por otro a estimular la dentinogénesis y la cementogénesiss l0

De tal manera que el MTA se postula como el material ideal para el sellado de
perforaciones, así como para otras aplicaciones clínicas; por sus propiedades superiores a las de
otros materiales y otias características no mostradas por algunos de ellos

No obstante a pesar del éxito clínico e histológico, el MÍA aun se considera un producto de
alto costo y de difícil disponibilidad.

Recientemente se ha señalado la existencia de un material que es similar química y
físicamente al MTA, sólo que de mas bajo costo y de fácil obtención, Este es el cemento Pórtland,
un material de uso común en la industria de la construcción24

El cemento Póitland es un producto cerámico que tiene la capacidad de desarrollar
resistencia y endurecerse en presencia de agua"

Y efectivamente el cemento Pórtland guarda similitudes con el MTA, químicamente tiene
cuatro compuestos principales que constituyen más del 90% del cemento: Silicato tricálcico,
Silicato dicálcico, Aluminato tricálcico y Ferroaluminato tetracálcico25 26 Dos de los compuestos
son los mismos que el MTA

Físicamente el cemento Pórtland es un polvo fino que al mezclarse con agua forma una
pasta, la cual es plástica temporalmente, lo que permite moldearla; su fraguado inicial es a los 45
minutos y endurece completamente en menos de 7 horas paia formar una masa compacta26

Para conocer su biocompatibilidad se realizó un estudio, en el cual fueron cultivadas células
semejantes a osteoblastos (MG63) en presencia de MTA y de cemento Pórtland : A las 4 y 6
semanas los cultivos mostearon que ambos materiales estimulan la formación de matriz en una
forma similar24

En otro estudio se ensayaron MTA y cemento Pórtland como materiales de recubrimiento
pulpar directo en pulpas estériles de ratas y los resultados obtenidos después del examen
microscópico fueron muy similares, Se observó la aposición de dentina en algunos casos, tanto al
inicio como 2 semanas después24



Estas observaciones preliminares acerca del cemento Pórtland, sugieren que puede ser un
material alternativo ai MTA, sin embargo los estudios acerca del cemento Pórtland aún son muy
escasos, por lo que se desconoce si este cemento tiene otras propiedades, una de ellas, la capacidad
antíbactenana, requisito importante que debe poseer1 cualquier material que pretenda ser utilizado
como sellador de perforaciones, ya que una de las condiciones que se requiere para ta reparación de
los tejidos es la ausencia de bacterias y sus componentes,

El cemento Pórtland a diferencia del MTA presenta una reacción química perfectamente
identificada, cuyos productos son significativamente importantes

Al hidratarse con e! agua, los componentes básicos del cemento se transforman en dos
nuevos compuestos: El gel de Tobermorita ( denominado así por su composición y estructura
semejantes a la de un mineral natural, llamado tobermorita, descubierto en Tobermory, Escocia ),
este gel es un compuesto cristalino que constituye el 50% del peso del cemento Su función es ligar
o aglutinar entre sí a todos los componentes del cemento Pórtland25,,

El otro compuesto producido y que representa el 25% del peso del cemento es el Hidróxido
de calcio 25

El hidróxido de calcio en el área endodóntica es considerado un agente antimicrobiano Se
ha demostrado ampliamente su eficacia clínica en la eliminación de microorganismos del espacio
del conducto radicular. Basa su actividad antibacteriana en su potente alcalinidad con un pH
aproximado a 12 5, el cual explica su efecto destructor de las membranas y estructuras proteínicas
de la célula bacteriana Pocas bacterias pueden sobrevivir a este pH4

Iíene actividad antibacteriana contra la mayoría de microorganismos aerobios Gram (+) y
anaerobios Gram (-), es ineficaz contra Pseudomonas aeruginoqa y Enterococcus faecatis27

Basados en la premisa de que el cemento Póitland al hidratarse produce hidróxido de calcio,
se cree que el cemento además de poseer un pH similar al hidróxido de calcio, tiene la capacidad de
inhibir el crecimiento bacteriano de microorganismos que colonizan comúnmente los conductos
radiculares



OBJETIVOS GENERALES

Q Evaluar la capacidad antibacteriana del cemento Pórtland
o Relacionar el pH deí cemento Pórtland con la capacidad antibacteriana

OBJEIIVOS ESPECÍFICOS

• Determinar la capacidad antibacteríana de! cemento Pórtland en algunas especies bacterianas
que Hegan a colonizar los conductos radiculares,

• Conocer la acción bacteriostatica o bactericida del cemento Pórtland sobre Pseudomonas
aeruginosa.

O Conocer la acción bacteriostatica ó bactericida del cemento Póitland sobre Streptococcus
faecqlis.

Q Medir el pH del cemento Póttland hidratado,
Q Conocer si existe relación del pH del cemento Pórtland sobre el desarrollo de los

microorganismos Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus faecalis.

HIPÓTESIS

1 • Si el cemento Pórtland tiene capacidad antibacteriana, inhibirá el crecimiento de algunas
especies bacterianas que llegan a colonizar los conductos radiculares,

2 - Si el cemento Pórtland posee un pH alcalino, tendrá capacidad antibacteríana contra especies
que llegan a colonizar los conductos radiculares,,
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DISEÑO METODOLÓGICO
Tipo de estudio
Experimental, analítico, transversal y prospectivo,

Ubicación del estudio
Se llevó a cabo en las instalaciones del Cepario de la Facultad de Química de la Universidad

Nacional Autónoma de México

Variables
a) Cualitativas: Capacidad antibacteriana

•Bacteriostático
-Bactericida

b) Cualitativas:
pH (potencial hidrógeno)
-Alcalinidad
-Acidez

Recursos
1) Humanos:

-Director de tesis
-Asesores de Metodología experimental: Biólogo, Química Farmacéutica Bióloga y
Iaboratorista
-Dos alumnos egresados de la especiaüzación en Endoperiodontología

2) Físicos:

Instalaciones del Cepario de la Facultad de Química de la UNAM

3) Materiales:

a) Material:
Aceite de inmersión para microscopio óptico (Sigma ®)
Agar AOAC (laboratorios Difco <S>)
Agar bacteriológico (Bioxon ®)
Agar Müeller Hinton (Dibico ®)
Agua destilada
Alcohol-acetona (Sanofi diagnostics Pasteur ®)
Asas microbiológicas,
Base de agar OF (Bioxon ®)
Bolsas de plástico de 14 x 18 cm
Caldo AOAC (Laboratorios Difco ®)
Caldo Casoy (Merck ®)
Caído nutritivo (Bioxon ®)
Cemento Pórtland (Cruz Azul ®)
Cinta testigo
Cloruro de sodio (Merck®)
Espátulas metálicas
Etanol al 96%
Glucosa (Merck <$>)
Gradillas metálicas para tubos de ensaye de 72 divisiones,
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Hidróxido de sodio,
Infusión Cerebro Corazón (BHI) Bioxon ®
Marcador de tinta indeleble
Materia! de plástico (probetas graduadas, cajas petri, micropipeías)
Material de vidrio (Tubos de ensaye de 16 x 150, pipetas graduadas, pipetas Pasteur,
triángulo de vidrio, vasos de precipitados, matraces, portaobjetos)
Mechero de gas de Bunsen y touch matic (Hanau ®),
N'N'N'N1' Tetrametil-p-feniíediamina (Merck ®)
Papel de estraza
Peróxido de hidrógeno al 3 %
Piedra de Arkansas
Pinzas de disección con punta roma
Safranina (Sanofi diagnostícs Pasteur ®)
Solución salina estéril al 0 85% (Reproquifin ®)
Solución violeta de genciana fenol (Sanofi diagnostics Pasteur ®)
Solución yodo «yoduro de potasio (Sanofi diagnostics Pasteur1 <g>)

a) Equipo:

• Autoclave vertical (Aclab ®, equipment company, USA)

• Balanza analítica - capacidad 600 x ,lg- ( Ohaus ®, modelo No, Ct, 600-S made in USA)

• Cámara cuentacolonias (Hellige ®, incorporated, Garden city Made in USA)

• Cámara fotográfica (Canon ®)

• Campana de flujo laminar (Veco <$>, hecho en México)

• Estufa de incubación de 37° (Riossa ®, modelo EC, hecho en México)

• Estufa de incubación de 42° C (Riossa ®, modelo EC, hecho en México)

• Horno de microondas (Panasonic®)

• Microscopio óptico (Olympus®, modelo CH30RF100, Oiympus optical CO,CTD, made in

Japan)

• Potenciómetro (Oaktom ®, WD-35613-00;-10;-U PHG Acorn series con electrodo de pH

y sonda para temperatura meters, made in Singapur)

• Refrigerador (American ®)

• Soluciones Buffet para calibración de pH (Merck ®, WD-00654-04 pH 7,01, WD-00654-

08 pH 10 01)

c) Material biológico: cepas bacterianas

1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2 Streptococcus faecalis ATCC 8043/ B020
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METODOLOGÍA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo la fase experimental se seleccionaron dos cepas bacterianas liofilizadas:

Pseudomonas aerueinosa (ATCC 27853) y Strentococcus faecalis (ATCC 8043/B020) ¡as cuales

fueron donadas por1 e! Cepario de la Facultad de Química

FASE EXPERIMENTAL

1. Hidratación de cepas liofilizadas

Paia llevar a cabo esta fase, se trabajó dentro de una campana de flujo laminar, en ella se realizó

la desinfección de las ampolletas de vidrio en las cuales están contenidas las cepas liofilizadas,

dicha desinfección se hace con etanol al 96%, se hidratan con Infusión Cerebro Corazón -BHI"

(apéndice 1), posteriormente se cultivan en estos medios y se meten a incubación de 37° C durante

24hrs,,

2, Comprobación de pureza, estabilidad y viabilidad de cepas bacterianas,,

Una vez obtenido el crecimiento de Pseudomonas aerueinosa y Streptococcus faecalis. en los

medios de cultivo líquidos se realizaron técnicas de aislamiento para obtener cultivos puros Para

ello se emplearon medios de cultivo sólidos de agar AOAC (apéndice 2),

El aislamiento de las cepas bacterianas se llevó a cabo con la técnica de agotamiento por estrías

Las cajas de ambas cepas se metieron a incubar1 a 37° C durante 24 horas,

Pasado el tiempo de incubación se observa que las colonias estén suficientemente separadas y

con características bien definidas para suponer que están puras, se realizan fiotis bacterianos y

tinción de Grarn para identificación microscópica y de esta forma se verifica la existencia de un

solo tipo de mirooorganismo

Iámbién se realizó la comprobación de la identidad de estos cultivos mediante pruebas

bioquímicas específicas (citocromo oxidasa, catalasa, BHI + NaCl al 6,5 .% y de

oxidación/fermentación de glucosa)
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3.. Elaboración de cajas Petri con cemento Póiiland en gradiente

Se llevó a cabo la preparación de un medio de cultivo sólido, agar Müeller Hinton (apéndice 3)

y se prepararon mezclas de cemento Pórtland con agua destilada estéril (apéndice 4)

Se utilizaron dos cajas Petri por cada cepa bacteriana, una de experimentación y la otra para

control

Las cajas experimentales se prepararon de la siguiente manera: Se hidrata el cemento Pórtland

con agua destilada, todo en condiciones estériles, una vez hidratado se vacía en las cajas Petri , las

cuales se inclinan ligeramente para que el cemento solidiñque en gradiente Una vez endurecido se

vacía sobre esta base de cemento el agar Müeller Hinton..

Las cajas Petri para control solamente se les agrega agar Müeller Hinton sin cemento Pórtiand

Una vez solidificado el agar, todas las cajas (experimental y control) se envuelven en bolsas de

plástico para evitar deshidratación y se meten a refrigeración,

4, Siembra bacteriana masiva en cajas experimental y control

El primer paso consiste en preparar suspensiones en solución salina isotónica con la

estandarización de Me Farland al 0,5 (1.5 x 108 bacterias/ml) con las cepas de Pseudomonas

aeruginosa y §treptococcus faecalis,

Para lograr estas suspensiones se transfiere una asada de bacterias a un tubo de ensaye con 3 mi

de solución salina isotónica estéril, la cual se agita hasta obtener una turbidez homogénea que debe

ser exactamente igual a la de otro tubo con 0,5 de la escala de Me Farland previamente establecida

(apéndice 5),,

Una vez preparadas las soluciones con ambas cepas bacterianas, se extrae 100 u¡ de cada tubo

con una mteropipeta y se deposita sobre la superficie de agar de la caja experimental, después de

ello se utiliza una varilla de vidrio triangular y se dispersa esta solución masivamente sobre el agar

con movimientos circulares

Iambién se deposita 100 ui de la misma suspensión bacteriana sobre el medio de cultivo de la

caja de control, y de igual manera se realiza la siembra masiva
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Se realiza el mismo procedimiento con las suspensiones de ambas cepas bacterianas

Una vez sembradas, las cajas experimental y control se envuelven en bolsas de plástico y se

meten a la estufa de incubación a 37° C durante 48 hrs

Cuantificacíón de microorganismos

5. Concentraciones de cemento Portland en medios de caldo Casoy pata la observación de la

inhibición bacteriana..

Se prepararon medios de cultivo con caldo casoy (apéndice 6) , se utilizan 6 tubos de ensaye de

16 x 150 por cada cepa bacteriana ( P aeruginosq y S faecalis) Las concentraciones se prepararon

como se indica en el cuadro 1..

Cuadro 1, Concentraciones de cemento Portland en caldo Casoy para la observación de

inhibición bacteriana.

Tubo

Control

Concentración 1:10

Concentración 1:5

Concentración 1:3

Concentración 1:2,5

Concentración 1:1

Caldo Casoy

10 mi

9

8

7

6

5

Cemento Portland

Og

1

2

3

4

5

Volumen de

microorganismos al 0,5

de la escala de

McFarland

SOul

50ul

50ul

50ul

50jil

50ul

6. Recuento de células viables (Método de dilación seriada y vaciado en placa)

Se realizó la preparación de solución de cloruro de sodio -NaCl- al 0,85% (apéndice 7), se

utilizaron 24 tubos de ensaye de 16 x 150 con tapón a los cuales se les vierten 9 mi., de dicha

solución en cada uno y se meten a esterilizar en autoclave ( 12I°C x 15 min), Se preparó también

agat Müeílet Hinton
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Se realizaron diluciones seriadas de los tubos más representativos obtenidos para la obtención de

células viables, por lo que se tomaron en consideración el tubo control, la primera y la última

concentración

tubo control -10 mi de caldo casoy + 50 p\ de cultivo al 0 5 de Me Farland,,

Concentración 1:10 - 9 mi de caldo casoy + 1 g de cemento Pórtland + 50 ul de cultivo al 0 5 de

Me Farland

Concentración 1:1 - 5 mi de caldo casoy + 5 g, de cemento Pórtland + 50 ul de cultivo ai 0 5 de

Me Farland,

Del tubo control de £. aeruginosa se toma 1 mi, con una micropipeta estéril, el cual se transfiere

a un tubo con 9 mi de solución salina isotónica estéril, éste se tapa y se agita perfectamente (este

primer tubo representa una dilución de 1/10 ó 10"1) Se te realizan diluciones que van desde 10"1

hasta 10 9, Durante este proceso también se transfiere 1 mi de cada una de las diluciones a cajas

Petri, para posteriormente verter sobre ellas 10 a 15 mi, de agar Müeller Hinton,,

Al tubo con la concentración 1:10 se le realiza el mismo procedimiento hasta obtener dos

diluciones: 10"' y 10 "2, De ambas diluciones se extrae 1 mi que se depositan en cajas Petri y sobre

ellas también se vierte agar Müeller Hinton,

Del tubo con la concentración 1:1 solamente se le realiza una dilución 10"' Se deposita en las

cajas 1 mi de la dilución 1:1 directa y otro mi 10"' y se vierte en ellas el agar

7. Conteo de unidades forra ador as de colonias (UFC)

El conteo se realizó con una cámara cuentacolonias por cuadrante, dependiendo de la cantidad de

UFC o de manera directa

S. Valoración del pH del cemento pórtland

Se llevó a cabo la preparación de medios de cultivo con caldo casoy, se utilizaron 6 tubos de 16

x 150 y se prepararon concentraciones similares a las presentadas en el cuadro 1,.

El pH se determinó con el uso de un potenciómetro, el cual se ajustó mediante la utilización de

soluciones bufíer con pH de 7 y 10, se realizó la valoración de pH inicial (al momento de la

hidratación), a la 2 '/: hrs, a los 7,14 y 21 días
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9, Evaluación del efecto del pH sobre Pseudomonas aerugittosa v Streptococcus faecalis,

Para comprobar la relación existente entre ei pH con la inhibición de crecimiento de R_

aeruginosa y de £ faecalis se realizó la preparación de 12 tubos con 8 mi de BHI (Infusión

Cerebro Corazón), se seleccionan 6 tubos para P. aeruginosa y 6 para 5 faecalis, A cada tubo se

le ajustó el pH a 7, 8,9, 10,11 y 12 respectivamente y se esterilizaron

Posteriormente se prepararon suspensiones al 0 5 de la escala de Me Farland de P, aeruginosa y

S. faecalis, de las cuales se tomaron 50uI con una micropipeta, se depositaron en cada una de los

tubos con pH previamente ajustado y se metieron a incubación de 37° C durante 24 horas

10. Cuantificación de microorganismos viables.

Al igual que con los tubos con cemento Pórtíand se realizó el método de dilución seriada y
vaciado en placa, después de 24 horas de incubación a 37° C se realizó la cuantificación mediante el
uso de la cámara cuenta colonias
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RESULTADOS

Las cepas bacterianas donadas por el Cepario frieron aisladas e identificadas, Los resultados
acerca de su pureza, estabilidad y viabilidad se presentan en el cuadro 2, Las características de
Pseudomonas aerupnosa y Streptococcus faecalis correspondieron a las descritas en !a bibliografía
microbiológica, por lo tanto se consideran viables pata ser utilizadas en las siguientes pruebas
biológicas

Cuadro 2,, Pruebas bioquímicas para la verificación de estabilidad bacteriana

Cepa bacteriana

P aerupnosa

S, faecalis

Morfología

Bacilo

Coco

Tinción de

Gram

Negativo

Positivo

Citocromo

oxidasa

Positiva

Negativa

Catalasa

Positiva

Negativa

Crecimiento

enBHI

+ NaCl 6,5 %

Negativa

Positiva

O/Fde

glucosa

+ / -

NR

O- Oxidación

F- Fermentación

NR- No realizado
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Para comprobar si el cemento Pórtland tiene acción antimicrobiana sobre ellas se utilizaron 2
medios de cultivo (experimental y control)., Las observaciones realizadas en la caja control de
Psgudomonas aerupinosa demuestran el desarrollo uniforme sobre la superficie del medio de
cultivo (fíg 5)

Mientras que en la caja experimental (cemento Pórtland y agar Müeiler Hinton) de P. aeruginosa
también se observó crecimiento bacteriano pero no de manera uniforme, ya que se presentan zonas
de inhibición, sobre todo en la zona de mayor concentración de cemento Pórtland (fíg 6),

Fig» 5,, Siembra masiva de Pseudomonas aerueinosa
en agar Müeiler Hinton (control)

Fig. 6., Siembra masiva de Pseudomonas
cemento Pórtland en gradiente,,

'1 I
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Las observaciones realizadas en las cajas control y experimental donde se llevó a cabo la
siembra masiva de Streptycoccus faegalis demuestran resultados similares a los obtenidos en las
cajas de P. aeruzinosa (fig 7 y 8)..

Fig. 7, Siembra masiva de Strepiofioccus faecalis,
en cajas control

Fig. 8 Siembra masiva en cemento Pórtland en
gradiente,
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Lo anterior demuestra que el cemento Pórtland tiene acción inhibitoria sobre el crecimiento de
colonias de los microorganismos utilizados en el estudio Sin embargo la técnica de siembra masiva
impide conocer el valor cualitativo y cuantitativo de dicha inhibición

Paia poder corroborar' y analizar la inhibición de crecimiento bacteriano se prepararon diferentes
concentraciones de cemento Pórtland en medios de cultivo líquidos (caldo casoy), La importancia
de este método es de valor cualitativo, ya que la presencia o ausencia de microorganismos está
determinada por una mayor o menor turbidez en los medios de cultivo

Los tubos correspondientes a Pseudomonas aeruginosa (fíg, 9) presentan los siguientes
resultados: El tubo control (el de la izquierda) es el de mayor turbidez, lo que indica que el medio
de cultivo es apto para el desarrollo de este tipo de microorganismos y por ello denota una alta
concentración bacteriana.

El segundo tubo de izquierda a derecha (fíg 9) es el que tiene la menor concentración de
cemento Pórtland, sin embargo se observa menor turbidez que la obtenida en el tubo control, lo que
indica inhibición de crecimiento bacteriano y por lo tanto menor concentración bacteriana

Fig 9 Inhibición de Pseud^monas (¡eruginosa con cemento
Pórtland en caldo Casoy
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Mientras que el tubo con la menor o nula turbidez es el correspondiente a la concentración 1:1,
por lo tanto, a una mayor concentración de cemento Pórtland mayor es la inhibición de desarrollo
bacteriano

Por otra parte, los tubos con los cultivos de Streptococcus faecalis, muestran resultados similares
en cuanto a la turbidez (fíg 10) Lo que corrobora que el cemento Pórtland tiene capacidad
inhibitoria sobre el desarrollo de Pseudomonas aeruzinosa y Streptococcus faecalis

Con base en estos resultados se deduce que las muestras más representativas de acuerdo con la
turbidez mostrada son los tubos control, los tubos con concentraciones 1:1 y los que tienen
concentraciones 1:10 El primero por no contener el material experimental y los otros dos por1 ser
los que mostraron mayor y menor inhibición bacteriana

Fig. 10 Inhibición de desarrollo de Streptococcus faecalis con cemento

Pórtland en caldo casoy
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Para la obtención del número de bacterias viables se procedió a un método de cuantificación, el
de dilución seriada y vaciado en placa

La serie de diluciones se realizó en relación a la concentración de microorganismos en los tubos
control y experimental

Los resultados obtenidos en los tubos control y experimentales fueron cuantifícados y se obtuvo

lo siguiente: En el tubo control correspondiente a P^eudomqnas aeruginosa (tabla y gráfico 1) ye

encontraron 4 9 X 10nUFCpormI lo cual corresponde a una cifra bastante elevada si se compara

con el tubo de la concentración 1:10 que es de 3100 ( 3 1 X 10 3 ) UFC por mi; pero que aún se

considera elevado el número si se toma en cuenta que con una concentración 1:1 la cantidad de

UFC por mi es de 30 ( 3 X 10 '), lo que indica que a mayor concentiación de cemento Pórtland,

mayor es la inhibición de desarrollo bacteriano

Tabla 1 Inhibición del desarrollo de UFC de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 con las

concentraciones de cemento Póttland en comparación con el tubo control.

Concentraciones de cemento Pórtland
Tubo control

Concentración 1:10
Concentración 1:1

UFC por mi.
4.9X1011

3100
30

Gráfico 1. Inhibición de UFC de Pseudomonas
aeruQinosa con cemento Pórtland

Concentración 1:1 Concentración 1:10

Cemento Pórtland
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El comportamiento de los cultivos de Streptococcus faecalis fae similar, en el tubo control

(labia y gráfico 2) se contabilizaron 1.24 X 10 " UFC por mi, mientras que en el tubo con la

concentración 1:10 se desarrollaron 1 8 X 106 (1872000) UFC por mi

En el tubo con la concentración 1:1 se notó una disminución muy significativa con respecto a la

concentración 1:10 ya que se observaron 1,3 X 103 (1300) UFC por mi Se corrobora que a mayor

concentración de cemento Pórtland, mayor1 !a inhibición de desarrollo bacteriano, sin embargo se

obtiene en base a la cuantíficación que dicha inhibición no es igual para los dos microorganismos

ya que la cantidad de UFC por mi tanto en la concentración 1:10 como en la de 1:1 es mayor en los

tubos de Streptocoficuf faecalis. con respecto a las obtenidas en los tubos de Pseudomonas

aeruzínosa, lo cual significa que £ faecali? es más resistente..

Tabla 2. Inhibición del desarrollo de UFC de Strepíococcus faecalis A ICC 8043 con las

concentraciones de cemento Póitland en comparación con el tubo control.

Concentraciones de cemento Pórtland
Tubo control

Concentración 1:10
Concentración 1:1

UFC por mi.
1.24X1011

1872000
1300

Gráfico 2. Inhibición de UFC de
Streotococcus faecalis con cemento

Pórtland

2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

0
Concentración 1:1 Concentración 1:10

Cemento Pórtland
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Se considera que el pH del cemento Pórtland sea el factor que contribuya a !a inhibición de
crecimiento de los dos microorganismos Dado que los valores del pH del cemento Pórtland se
desconocen se procedió a determinarlos, los resultados indican una estabilidad del pH neutro
(control) durante los 21 días en los que se evaluó; las concentraciones experimentales mostraron
gran variación durante el tiempo de registro,,

Los tubos en la concentración 1:1 que fue la que demostró una gran eficacia sobre los
microorganismos mostró un pH casi constante y estable durante los 21 días, el cual osciló entre 11,2
y 11,8 (cuadro 3)

Cuadro 3. Valores de pH del cemento Pórtland

Tubos
Control

Concentración 1:10
Concentración 1:5
Concentración 1:3
Concentración 1:2
Concentración 1:1

Inicial
7.3
8.3
8.8
10.9
10.7
11.2

2:30 Hrs.
7.3
9.8
10.0
10.9
10.7
11.2

PH
3er. día

7.3
9.8
10.0
10.4

11.30
11.4

14 días
7.3
9.8
11.1
11.2
11.3
11.8

21 días
8.0
11.0
113
11.1
11.0
11.8

El desarrollo de P. aeruginosa y S. faecalis es inhibido, se deduce que este efecto es producido por
el pH alcalino del cemento Pórtland; resulta importante conocer ¿ cuál es el efecto del pH sobre el
desarrollo de estos microorganismos ?

La respuesta a este cuestionamiento se obtuvo utilizando medios alcalinos sin utilizar cemento
Pórtland,, La inhibición en los tubos con caldo Casoy fue la siguiente: se obtuvo mayor turbidez en
el tubo control (pH neutro) y la menor turbidez en los tubos con pH de 11 y 12,, Si se toma en
cuenta que los valores de pH oscilan entre los encontrados para el cemento Pórtland se puede
determinar que corresponden a los tubos con la concentración 1:1,

En base a estas observaciones se seleccionaron los tubos con pH 1 ly 12 como los más
representativos tanto por su menor densidad óptica como por coincidir con la alcalinidad del
cemento Pórtland.

Dado que este método es de valor cualitativo se procedió a realizar la cuantificación de
microorganismos viables mediante el método de dilución seriada y vaciado en placa, en ellas
observamos que eí tubo con pH 11 correspondiente a Pseudomonas aeruginosa tiene 450000 UFC
por mi, en su última dilución (3/10), mientras que el tubo con pH 12 registró 230000 UFC por1 mi.,
(tabla y gráfico 3).
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Tabla 1, Efecto del pH sobre el desarrollo de UFC de Pseudomonas aerueinosa

Dilución
3/10

UFC por mi.
pH11

450000
pH12

230000

Gráfico 3 Efecto del pH sobre el desarrollo de
UFC de Pseudomonas aeruainosa
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350000
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250000
200000
150000
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50000

0

pH11

UFC

^ ^

por mi

^230000

pH12
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Los tubos con pH 1 ly 12 correspondientes a Streptopqccus faegalis tuvieron 332000 y 320000
UFC por mi, respectivamente en la dilución 3/10 (tabla y gráfico 4)

Tomando como referencia estos últimos valores se puede afirmar que son elevadas con respecto
a las ciftas de células viables obtenidas con la concentración 1:1 de cemento Pórtland, por lo que se
concluye que el desarrollo de los dos microorganismos en estudio resulta inhibido en medios con
pH alcalinos, pero esta inhibición resulta mas efectiva en medios que contienen cemento Pórtland

Tabla 4. Efecto del pH sobre el desmolió de UFC de Strepto$occus faecalis.

Dilución
3/10

UFC por mi.
pH11

532000
pH12

320000

Gráfico 4, Efecto del pH sobre et desarrollo de
Streotococcus faecalis
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ANÁLISIS DE RESULTADOS

El MTA es un material que se utiliza paia diversas aplicaciones clínicas, entre elias, el sellado de
perforaciones yatrogénicas (Torabinejad y cois, 1999; Arensy cois, 1996),,

Las perforaciones son consideradas como uno de los principales problemas asociados con los
tratamientos endodónticos y como tal constituye una causa de fracaso (Jew y cois, 1982), Y es que
una perforación establece una vía de comunicación entre el sistema de conductos radiculares y el
periodonto (Torabinejad y cois., 1999), lo cual peiraite la filtración bacteriana que ocasiona la
inflamación crónica de los tejidos periodontales (Arens y cois,, 1996), que puede dar lugar a la
migración apical del epitelio, así como a la destrucción del hueso subyacente (Nakata y cois, 1998)

El MTA como material sellador de perforaciones posee propiedades que impiden la penetración
bacteriana, tales como el sellado marginal y un pH que contribuye a la reducción de factores
bacterianos (Bates y cois., 1996; Torabinejad y cois, 1995; Arens y cois,, 1996), con lo cual tiende
a crear un ambiente que favorece la regeneración de los tejidos periodontales dañados,,

El cemento Pórtland ha sido considerado como un material tan ideal como el MTA para el
sellado de perforaciones, ya que presentan características físicas y químicas similares
(Wucherpfennig y cois, 1999) Existen pocos estudios del cemento Pórtland, sin embargo, se ha
reportado que es biocompatible (Wucherpfennig, y cois, 1999; Campos y cois, 2001) y que
favorece la aposición de dentina en casos de recubrimiento pulpar directo (Wucherpfennig, y cois,,
1999)

Uno de los objetivos de este estudio fue el determinar' la capacidad antibacteriana del cemento
Pórtland en dos especies bacterianas: Pseudomonas aerupnosa y Streptococcus faecaüs, que son
microorganismos que no han sido probados con el MTA, sin embargo son bacterias que colonizan
normalmente los conductos radiculares, están estrechamente relacionados con los fiacasos
endodónticos (principalmente £, aeruzinosa) y ambos son muy resistentes a los antibióticos (Ingle
y cois,, 1996), lo cual es clínicamente relevante,

Con base en los resultados podemos afirmar que el cemento Pórtland tiene la capacidad de
inhibir significativamente el desarrollo de ?seudompna^ aeruginosa y Streptococcus faecalis: es
importante resaltar que éste último a pesar de ser un microorganismo alcalófilo (Buchanan y cois;,
1974), capaz de sobrevivir a pH de 10 y 10 5, si se mostró inhibición de su desarrollo
considerablemente por1 la acción del cemento Pórtland; por otro lado, £.. aeruginosa es menos
resistente a los cambios ambientales, y aunque no existen reportes de que sea un microorganismo
alcalófilo, en este estudio se observó que si tolera pH alcalinos, sin embargo con el cemento
Pórtland existió inhibición del desarrollo casi en su totalidad

El MTA tiene capacidad antibacteriana, y ésta se le atribuye a su pH de 12 5, que es similar al
del hidróxido de calcio (Arens y cois, 1996; Iorabinejad y cois., 1999), un pH capaz de destruir las
membranas y estructuras proteínicas de la célula bacteriana (Ingle y cois,, 1999)

De igual manera y conforme a los objetivos planteados, en este estudio pudimos observar1 que el
cemento Pórtland posee un pH alcalino, ligeramente menor al del MTA e hidróxido de calcio; aún a
pesar' de producir éste último al ser hidratado,,

El cemento Pórtland con un pH de 11 8 alcanzado a los 21 días, tiene capacidad antibacteriana.,
Al comparar esta capacidad con la obtenida en los medios alcalinos con pH de U y 12, se observó
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que el cemento Pórtland es capaz de inhibir el desarrollo de Pseudomonas aeruslnosa y
Streptococcus faecalis con mayor eficacia que en los medios alcalinos
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CONCLUSIONES

• El cemento Póitland ha demostrado tener capacidad antibacteiiana sobre Pseudomonas
aeruzinosa y Streptococcus faecalis,

• El efecto del pH sobre el desarrollo de las bacterias influye de manera determinante, por lo
tanto se afuma que la capacidad antibacteriana del cemento Pórtland está directamente ligada a
su alcalinidad,

• Resulta evidente que el cemento Pórtland, ademas del hidróxido de calcio resultante y el pH
alcalino, tiene otros factores que potenciatizan su capacidad antibacteriana; por lo que se
sugiere mediante otra investigación la búsqueda de los mismos

• El cemento Pórtland demostró capacidad bactericida in vitro, por lo tanto se recomienda
realizar estudios experimentales in vivo para comprobar dicha capacidad,
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APÉNDICE 1

Infusión Cerebro Corazón (BHI)

Fórmula para 1000 mi de agua destilada :

Infusión de cerebro corazón 6,0 g
Peptona de carne 6 0 g
Cloruro de sodio 5 0 g
Dextrosa 3..0 g
Peptona de gelatina 14.5 g
Fosfatodisódico 2 5 g

pH final 7.4 ±0..2

Altamente higroscópico

Modo de preparación:
Suspender 37 g del polvo en un litro de agua destilada, mezclar perfectamente, calentar con

agitación frecuente y hervir duiante un minuto hasta disolución completa, distribuir en tubos de
ensaye y esterilizar a 121° C por 15 minutos

APÉNDICE 2

Agar AOAC

Ingredientes por' litio:

Leche peptonizada 15 g
Extracto de levadura 5 g
Dextxosa 10 g
Jugo de tomate 5 g
Fosfato potásico monobásico 2 g
Tween 80 1 g

Modo de preparación:

Suspender 38 g, en un litro de agua destilada, distribuir en cantidades de 10 mi en tubos de 16 a
20 mm, de diámetro Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121° C.
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APÉNDICE 3

Agar Müeller Hinton

Gramos por litro de agua destilada :

Infusión de caine de res 300 g
Peptona de caseína acida 17.5 g
Almidón : 1.5 g
Agar-agar 17,0 g

pHfinal74±02

Modo de preparación:

Rehidratar 38 g del medio de cultivo en un litro de agua destilada Remojar de 10 a 15 minutos,
agitar perfectamente hasta disolver el medio,, Esterilizar' a 121° C durante 15 minutos Enfriar a 40-
45° C y vaciar en cajas de Petri estériles.

APÉNDICE 4

Cemento Pórtland

Modo de preparación:

Pesar 20 mg. de cemento Pórtland en una balanza analítica, vaciar en un mortero, agregar 12 mi de
agua destilada estéril, mezclar con una espátula para cemento hasta obtener consistencia cremosa.
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APÉNDICE 5

ESCALA DE MC FARJLAND (CUADRO 4)

Clave de tubo

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Cloruro de Bario
(1%)

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
10

Acido sulfúrico (1%)

9.9
9.8
9.7
9.6
9.5
9.4
9.3
9.2
9.1
9.0

Suspensión
bacteriana

correspondiente por
ml.(X108)

3
6
9
12
15
18
21
24
27
30

APÉNDICE 6

Caldo Casoy

Composición para 1000 mi de agua destilada:

Peptona de caseína 17.0 g
Peptona de harina de soya 3 0 g
D (+) glucosa 2.5 g
Cloruro de sodio 5 0 g
Fosfato dipotásico 2 5 g

pH 7.3 ± 0 1

Modo de preparación:

Disolver 30 g, del medio por litro de agua recién destilada, en caso necesario calentar a baño
María hasta disolución total. Esterilizar en autoclave ( 15 minutos a 121° C)
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APÉNDICE 7

Cloruro de sodio cristal ( Reactivo analítico)

Modo de preparación al 0 85 % :

Pesar en una balanza analítica 85 g por cada 1000 mi, de agua destilada, agitar hasta disolver,
distribuir en cantidades en mililitros en tobos de ensaye con tapón de plástico y meter a esterilizar
en autoclave a 121° C durante 15 minutos

APÉNDICE 8

PRUEBA DE LA CATALASA

Principio: Comprobar la presencia de la enzima catalasa

Reactivos:
1, Peróxido de hidrógeno al 30 % (superoxal),
2 Buffer fosfato (M/l 5), pH:7
3, Tween80,10%,

Método:
1 Con una aguja de inoculación recoger el centro de una colonia puia de 18 a 24 horas y colocar

sobre un portaobjetos de vidrio limpios La ptueba no podrá aplicarse si el agar sangre es
introducido en e! peróxido de hidrógeno,

2, Agregar una gota de peróxido de hidrógeno al 30 % sobre el organismo del portaobjetos usando
un gotero o una pipeta de Pasteur,

• Nota: no invertir el orden del método porque pueden producirse resultados falsos positivos, Ni
mezclar con la aguja o el asa de inoculación,
No es necesaria ía mezcla del cultivo y el peróxido de hidrógeno,

• Observar la inmediata formación de burbujas (liberación de gas) y registrar el resultado

Interpretación:
• Prueba positiva: formación inmediata de burbujas bien visibles (formación de oxígeno),
• Prueba negativa: no hay formación de burbujas (no se forma oxígeno),
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APÉNDICE 9

PRUEBA DE LA OXIDASA

Principio: Determinar la presencia de las enzimas oxidasas

Reactivos empleados:
Reactivo de Kovacs: Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al VA,

Método en placa directa:
Se coloca una colonia sobre papel filtro y se agrega una gota del reactivo

Interpretación:
• Colonias oxidasa positivas: la colonia forma un color azul
• Colonia oxidasa negativa: no se produce cambio de color en las colonias o sólo adquieren un

color rosado pálido por el reactivo

APÉNDICE 10

PRUEBA DE OXIDACIÓN-FERMENTACIÓN

Principio: Determinar el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono

Medio empleado:
Medio básico OF de Hugo y Leifson,pH: 7.1

Método de preparación: Medio básico Bacto OF ®
1 Pesar las cantidades con precisión como se indica en el prospecto
2, Rehidratar con agua destilada o desmineralizada
3 Calentar suavemente hasta su disolución,
4. Esterilización en autoclave a 121° C durante 15 minutos,
5, Enfiiar el medio básico esterilizado hasta 40-45° C en un baño de agua.
6,, Agregado de hidratos de carbono, dos opciones:

a) Soluciones acuosas al 10 % : hidratos de carbono (glucosa)
b) Discos de hidrato de carbono comerciales

7 Enfiiar antes de su empleo y refrigerar' para su conservación (4-10° C)
8 Inoculación, prueba estándar en dos tubos Picar' con una aguja de inoculación en ambos tubos

hasta 0,6 mm del fondo del tubo, cubrir todos los tubos cerrados (o sellados) con 1 a 2 mi De
vaselina o parafina fundida estéril, para excluir el oxígeno,

9, Incubación a 35° C durante 48 horas o más, puede necesitar de 3 a 4 días o hasta 14 dias de
incubación prolongada

Interpretación:
• Positiva: Color amarillo,
• Negativa: Color verde, azul o naranja
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