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RESUMEN:

El propésito del presente estudio fue determinar si se logra sinergismo para el
efecto bactericida del hidroxido de calcio al mezclario con la clorhexidina para ser
utilizado como medicamento intraconductos en Endodoncia, ademas comprobar
la efectividad antimicrobiana sobre el Actinomyées israeli, Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosas, Bacilos subtilis, Estreptococcus mutans y una mezcla
de estos microorganismos. Ademas se determiné la concentracion minima
inhibitoria, y el efecto de los medicamentos propuestos a concentraciones,
saturadas y sobresaturas, tambien se identificarén los gérmenes obtenidos de
conductos necréticos o infectados por medio de los sistemas APl 20E NE para no
enterobacterias, APl STAPH, para Staphylococcus ssp. APl 20 E para
Enterobacterias y API CANDIDA para Candida spp.

La | etapa experimental consistio en comparar la eficacia antimicrobiana de los
medicamentos propuestos a una concentracion de 5%, sobre gérmenes extraidos
de conductos necroticos o infectados.

Etapa Il consistio en determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y
el tiempo en el cual son mas efectivas las soluciones antes mencionadas sobre
P. aeruginosas, E. feacalis y A. Israeli

Etapa lil se comprobd la actividad germicida de las mismas soluciones pero a
concentraciones mas saturadas y diluyéndolas a 50%, 25%, 12.5 y 6.25 sobre
cepas identificadas (E. feacalis, P. aeruginosas, B. subtilis, E. mutans u una
mezcla de todos estos microorganismos)

Etapa IV se valor6 la efectividad de los medicamentos en forma de solucion
sobre concentradas y de pasta a través de la prueba de difusion en agar sobre
los gérmenes antes mencionados.

Palabras clave:

Medicacién intracondustos, irrigantes, hidroxido de calcio, clorhexidina,

identificacion bacteriana, Api.
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INTRODUCCION

El' control microbiolégico en el tratamiento de conductos ha sido un tema
ampliamente estudiado debido a su importancia. Se ha observado que la
preparacion biomecanica ayuda a la eliminacion de un gran nimero de gérmenes,
pero pueden quedar algunos en zonas anatémicas de los conductos radiculares,
como es el caso de los conductos accesorios y tubulos dentinarios, que por su
ubicacién forma y forma no permiten la eliminacién completa del tejido afectado ni
de los microorganismos, lo que facilita la proliferacion de éstos.

Los intentos para tratar de solventar este problema han sido muchos y muy
variados. Actualmente se ha observado que la aplicacion de medicamentos
intraconductos es un método muy efectivo para eliminar a los microorganismos
persistentes después de la instrumentacion mecanica de los conductos. Ademas,
los irrigantes ayudan a la lubricacion de los instrumentos, evitan su ruptura y
permiten eliminar los restos pulpares y la viruta dentinaria desprendida durante la
instrumentacion.

Los agentes irrigantes que han demostrado su eficacia como antibacterianos en
estudios clinicos y de laboratorio a través de los afios son: el hipoclorito de sodio
y el hidréxido de calcio. Ei hidroxido de calcio posee, ademas, propiedades
benéficas sobre los tejidos como son: la dentinogénesis u osteogénesis, las
cuales permiten la reparacion de los tejidos afectados y su formacion.

El propésito de este trabajo de investigaciéon fue aumentar la capacidad
antimicrobiana del hidréxido de calcio, sin disminuir sus propiedades benéficas,
al utilizarlo mezclado con clorhexidina.

La clorhexidina es un agente antimicrobiano que ha demostrado su efectividad
en odontologia, su principal uso es como agente antiplaca. Ademas se ha
utilizado como irrigante intraconductos, con resultados prometedores, pero no ha
podido superar ni al hipoclorito de sodio en su acciéon antimicrobiana, ni al

hidroxido de calcio en la reparacion de los tejidos afectados.




MARCO TEORICO

El principal factor etiologico de las enfermedades pulpares es de origen
microbioldgico, esto fue ampliamente demostrado por Kakehashi y col." en un
estudio en el que utilizaron a dos grupos de ratones: uno libre de gérmenes y otro
normal. A ambos grupos se les efectuaron comunicaciones pulpares en los
molares para que estuvieran en contacto con la cavidad oral vy la saliva. Al
observar posteriormente a los ratones normales notaron que presentaban
destruccion de la pulpa dental y lesiones periapicales, mientras que los ratones
libres de gérmenes no sélo no presentaron ninguna alteracién, sino que
existieron intentos de reparaciéon en la zona dafada a través de la formacion de
puentes dentinarios. Con este estudio se demostro la capacidad de reparacion de
la pulpa dental en ausencia de infecciones.
Actualmente se sabe que el principal factor etiolégico de las alteraciones
inflamatorias y destructivas de la pulpa dental es la caries dental. Diversos
estudios han demostrado que la caries es causada por un proceso quimico
biolégico que se caracteriza por descalcificacién progresiva y localizada de los
tejidos duros de los dientes. La caries se inicia por la desmineralizacién superficial
de los dientes provocada por los acidos organicos, fundamentalmente el acido
lactico producido por los microorganismos de la placa dentobacteriana y la
ingesta rica en carbohidratos fermentables (sacarosa). Se ha reconocido como al
principal microorganismo productor del acido lactico al Estreptococcus mutans®.
Si la caries dental no es atendida, los microorganismos y las toxinas producidas
durante este proceso pasaran a través de los tlibulos dentinarios y afectaran a la
pulpa dental. El mecanismo inicial de defensa de la pulpa es a través de la
respuesta inflamatoria, acompariada con la formacion de dentina esclerdtica y
reparativa. Cuando el proceso carioso avanza mas rapido que la elaboracién de la
dentina reparativa, los vasos pulpares se dilatan y se pueden observar celulas
inflamatorias cronicas®. Si el proceso carioso no es detenido, llegara el momento
en el que existira una franca exposicién de la pulpa, lo que permite una gran
penetracion de bacterias, restos de dentina cariosa y productos de degradacion,
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ademas de la saliva, lo que favorece el crecimiento y proliferacion de
microorganismos. En este sitio la pulpa reacciona con la infiltraciéon de células
inflamatorias (pulpitis aguda) para posteriormente convertirse en una pulpitis
cronica. En este tipo de pulpitis se puede observar la presencia de abscesos
pequenos por debajo de la region expuesta y microscépicamente se observa la
presencia de leucocitos polimorfonucleares vivos o muertos y otras células
necréticas, ademas de que se pueden observar areas de polimorfonucleares
rodeadas de pus y microorganismos *.

La inflamacién pulpar crénica puede ser total o parcial a nivel coronal y por lo
general el tejido pulpar de la porcién radicular no se encuentra inflamado, solo se
observan vasos dilatados. De seguir la exposicién pulpar se puede producir
necrosis en algunos casos, y en otros el tejido pulpar apical puede permanecer
inflamado por periodos prolongados. Es importante sefialar que la evolucién de la
inflamacién pulpar, con la formacion de un tejido inflamatorio crénico,
progresivamente involucran todo el tejido pulpar del diente y éste, por ser el unico
tejido conectivo del organismo que se encuentra localizado dentro de paredes
rigidas, que son las estructuras dentarias, ocasiona la necrosis del tejido pulpar
por isquemia o pérdida del aporte sanguineo®

Cabe sefialar que aunque la caries dental es el principal factor de la penetracion
de los microorganismos hacia la pulpa. Otra forma importante de penetracion de
microorganismos a la pulpa dental es por las enfermedades periodontales cuyos
microorganismos causantes pasan a través de los conductos laterales.®

La presencia de los microorganismos en los conductos necroticos con o sin
infeccién periapical ha sido un tema ampliamente investigado. Se ha demostrado
la existencia de un sinnumero de gérmenes dependiendo de la zona de la cual se
obtiene el cultivo bacteriano. No se ha podido determinar la relaciéon existente
entre un tipo de enfermedad y un germen especifico debido, probablemente, a
que los cultivos son de tipo mixto .

Al hacer una revision de la literatura sobre la evolucion de la microbiologia
odontolégica se encuentra que el primer intento por identificar y controlar a los
microorganismos dentro de los conductos radiculares infectados fue efectuado
por Onderdonken 1901 (Lasala, 1979)%. No es sino hasta 1905 cuando Burkley®




comienza a relacionar a los microorganismo y observa la importancia que tienen
como el principal factor etiolégico de las agudizaciones endodénticas, debido al
forzamiento de los restos necrético y los microorganismo a través del foramen
apical, por lo que recomienda la premedicacion de la pulpa para su esterilizacion
con el objeto de prevenir las exacerbaciones.

Durante los afios 50s, los microorganismos mas frecuentemente aislados eran, de
tipo aerdbico ya que por lo general no se utilizaban técnicas anaerobicas para el
cultivo de los microorganismosm.; posteriormente, en los afos 60s, se empezaron
a utilizar técnicas de cultivo anaerébico por lo que se pudo observar que las
bacterias encontradas con mayor frecuencia eran los anaerobios facultativos,
destacando entre estos: el Streptococcus alfa-hemoliticos, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis. Otras especies aisladas frecuentemente incluyeron
Enterococos, Difteroides, Micrococos, Staphylococcus, Lactobacilos y especies de
Candida, Neisseria y Veillonella'''?

No es sino hasta finales de los 70 y 80 cuando se logra un avance en el
perfeccionamiento de las técnicas para aislar y cultivar a los microorganismos
anaerobios estrictos al utilizar medios de cultivo prerreducidos. En una revision
bibliografica realizada acerca de la inflamacion e infeccion pulpar y periapical,
Naidorf (1972)"® indica que las infecciones mixtas son las mas comunes y que,
debido a la amplia variedad de microorganismos que pueden estar presentes, los
hallazgos o las omisiones de los investigadores pueden deberse a las técnicas de
cultivo utilizadas.

En un estudio realizado posteriormente, sefialan que las infecciones pidgenas
bucales contienen una mezcla compleja de especies bacterianas donde se
relacionan las bacterias anaerobias y las facultativas.'

Larz y Spangberg'®, en su libro Experimental Endodontics efectuaron la siguiente
clasificaciéon de los gérmenes encontrados en los conductos radiculares:

Bacterias Gram positivas (+). Se encontraron cocos aerobios, anaerobios y
facultativos, entre éstos destacan los Streptococcus milleri, mitior, mutans,
sanguis y faecalis.

En el grupo de los bacilos Actinomices: A. naeslundiiy A. viscosus.



Bacterias anaerobias Gram. positivas:

Streptococcus constellatus, intermedius y morbiliorum

Peptostreptococcus anaerobius, magnus, micro y prevotii

Actinomyces : A. israeli, A. meyeriy A. odontolycus

Arachnia propionica |

Eurobacterium: E. alactolyoidm,E. brachy,E. lentum,E. nodatum yE. timidum
Lactobacillus : L. catenaforme y L minutus

Propinobacterium: P.acnes

Bacterias Gram negativas (-)

Bacterias aerobias, anaerobias y facultativas

Capnocytophaga: ochracea

Eikenella: corrodens

Campylobacter: sputorum

Bacterias Gram negativas (-) Anaerobias

Cocos.

Veillonella: perbula

Bacilos.

Prevotella.

Porphyromonas: buccae, denticola, endotalis, gingivalis, intermedia loeschei.
aralis, oris y B. ureoliticus

Fusobacteriun nucleatus

Selenomonas sputigena

Wolinella recta y curva

Los gérmenes que con mayor frecuencia estan presentes en los conductos
radiculares son: Estreptococcus alfa, beta y gama-hemoliticos y  Stapylococcus
aureus'®. En las lesiones periapicales sintomaticas e inflamatorias los
microorganismos anaerobios Gram negativos son el principal factor etiolégico.
Estos microorganismos son responsables de la inhibicion  quimiotactica y
fagocitica de los neutréfilos, interfieren la sintesis de anticuerpos y tambien con la
accion de los antibidticos'’, ademas de ser productores de enzimas vy

endotoxinas'®, lo que da como resultado su persistencia y el dolor periapical.



En estudios recientes se ha demostrado en este tipo de lesiones la presencia de
gérmenes facultativos, que son capaces de vivir tanto en ausencia como en
presencia de oxigeno. Entre estos microorganismos estan las Enterobacterias,
Escherichia coli, Proteus y Klebsiella. Otro hallazgo de suma importancia es la
presencia de Pseudomonas y de Streptococcus faecalis en las infecciones
persistentes'®.

La erradicacion de los microorganismos presentes en los conductos radiculares
se lleva a cabo a través de la eliminacién de la dentina infectada, asi como la
eliminacion de los restos pulpares y alimenticios alojados dentro de los
conductos. Esto se logra con la instrumentacion de los mismos y se ha
comprobado que este procedimiento permite eliminar una gran cantidad de
microorganismos *°, pero pueden quedar algunos alojados en zonas que por su
anatomia no pueden ser instrumentadas (tubulos dentinarios, conductos
accesorios, etc.). Por este motivo es necesario utilizar agentes capaces de
eliminar a los microorganismos. Para este fin se utilizan los medicamentos
intraconductos, que tienen como objetivo la eliminacién o disminucién de la flora
microbiana, la prevencién o disminucion del dolor, la reduccion de la inflamacién

I21, ademas del arrastre mecanico tanto

y la estimulacién de la reparacion periapica
del lodo dentinario como de los gérmenes.
La medicacién intraconductos se realiza a través de la irrigacién o la colocacion
directa del medicamento en el conducto.

Las soluciones irrigantes mas utilizadas y que han demostrado su efectividad al
paso del tiempo son: Hipoclorito de sodio al 5%, hidréxido de calcio, soluciones
salinas, anestésicos, combinaciones de hipoclorito de sodio alternadas con
solucion de agua oxigenada, etc.

La irrigacion, ademas de eliminar a los microorganismos existentes en el
conducto radicular, ayuda a la lubricaciéon de los instrumentos, evitando su
ruptura, elimina los restos pulpares y la viruta dentinaria desprendida durante la
instrumentacion. Han sido muchos los intentos por encontrar una solucion
irrigadora que posea una accién antimicrobiana mas efectiva; el hipoclorito de
sodio y el hidroxido de calcio son los representantes idéneos que han pasado

todas las pruebas no solo experimentales sino también clinicas a través de los



afos. El hidréxido de calcio ademas de poseer un efecto antimicrobiano efectivo
posee la propiedad de reparar el tejido periapical dafado. La presente
investigacion tiene como proposito aumentar la efectividad germicida de este
medicamento al combinarlo con clorhexidina, conservando todas las demas

propiedades benéficas del hidréxido de calcio.

HIDROXIDO DE CALCIO: Ca(OH),

La introduccién del hidroxido de calcio representd un gran avance en la
desinfeccion de los conductos ya que la mayor parte de los medicamentos
utilizados para este fin eran altamente citotoxicos. El hidroxido de calcio fue
utilizado por primera vez en endodoncia como un material de relleno de
conductos y como agente antimicrobiano por Hermman en 1920. El producto
utilizado fue una mezcla de hidroxido de calcio, cloruro de calcio, cloruro potasico,
cloruro sédico, bicarbonato sodico y glicerina (llson Soares 2003) %,

El hidréxido de calcio se obtiene por la calcinacién del carbonato célcico:

CaCOs; A » CaO +CO,

Ca0 +H,0 —__, Ca (OH),

Esto da como resultado un polvo fino blanco, insoluble en alcohol, poco soluble

en agua y con un pH alcalino que fluctia entre 12.4y 12.8 2

El hidréxido de calcio posee un potencial antimicrobiano, capacidad dentinogénica

y osteogénica®,

El pH del hidréxido de calcio (12.4 0 mayor) juega un papel muy importante en sus

efectos?®, tanto para eliminar a los microorganismos, como en la reparacion del

tejido dafado. Los iones Ca*? y OH liberados actuan sobre la actividad

enzimatica en dos formas:

1. Inhibicién de enzimas bacterianas a nivel de la membrana citoplasmatica, lo
que provoca lisis bacteriana.

2. Activacién de la fosfatasa alcalina, que causa efecto mineralizador.

Las principales conclusiones, a través de diversos estudios, sobre el efecto

bactericida del hidroxido de calcio son:



e El pH alto (12.4) tiene un efecto destructor sobre la membrana y las
estructuras proteinicas de las células bacterianas.

e El tiempo que se encuentra en contacto con los gérmenes dentro del
conducto, aunque éste es el que ha originado mayor controversia.

En diversos estudios comparativos se mencionan periodos de tiempo diferentes.

Bystrém? dice que el hidroxido de calcio colocado durante un lapso de cuatro

semanas es capaz de eliminar todos los gérmenes existentes en los conductos.

Por otro lado Sadafy y col?’

, mencionan que se requiere de un periodo minimo de
24 h. para efectuar una desinfeccion eficaz, en este mismo estudio se demostro6
que el hidroxido de calcio tiene mayor eficacia que el yoduro de potasio para la
desinfeccién de los conductos radiculares. Como podemos observar existe un
amplio margen de tiempo recomendado para la accién del hidréxido de caicio
sobre los microorganismos; a este respecto, en el estudio efectuado por Estrela
en 1996% se concluye que la eficacia del hidroxido de calcio y el tiempo en el cual
va a efectuar su acciéon, se deben en gran parte al tipo de germen, a su
susceptibilidad y a la accién del mismo. Estrela % observd que el tiempo que
tarda el hidréxido de calcio para efectuar su accién bactericida sobre Micrococcus
luteus fue de 12 horas, 24 h para Fusobacterium nucleatum y Streptococcus,
48 h para eliminar a la Escherichia coliy 72 h para Estaphyilococcus aureus 'y
Pseudomonas aeruginosa. También se ha comprobado que existen gérmenes
sobre los cuales la accion bactericida del hidréxido de calcio es nula, como es el
caso de Streptococcus feacalis, que junto con Actinomyces israeli se han
reportado como responsables de un gran nimero de fracasos endodénticos®*®°
Como se menciond anteriormente, la actividad antimicrobiana del hidréxido de
calcio es debida a su pH , este puede variar de 11.5 a la media hora de haberlo
preparado hasta llegar a un pH de 12.47, manteniendo este valor por varios dias.
En estudios comparativos de las diversas presentaciones y preparados del
hidroxido de calcio no se ha encontrado diferencia significativa en lo referente a
supHysu accion antimicrobiana®'.

Ademas, el hidréxido de calcio por su pH alcalino es un magnifico medicamento
para neutralizar la zona afectada, ya que por su accion logra alcalinizar esta zona

que tiene un pH acido.*
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Varios estudios han comprobado que el hidroxido de calcio posee un gran poder
para formar la dentina terciaria e inducir la formacion otros tejidos duros™. Esta
ventaja permite su uso en el tratamiento de perforaciones iatrogénicas,
resorciones externas e internas, fracturas radiculares y se ha empleado con éxito
en apexificaciones, apicoformacién y en grandes lesiones periapicales.

La utilizaciéon del hidréxido de caicio en el tratamiento de apices inmaduros con
necrosis pulpar, colocado como material de relleno dentro de los conductos
afectados, ha dado magnificos resultados logrando ei cierre y la formacién de los
apices®.

Se ha observado que la alcalinidad del hidroxido de calcio favorece la accion de
la fosfatasa alcalina sobre la formacion de la dentina terciara, el pH ideal para que
esto suceda es de 7 a 9%.

Otro uso que tiene el hidroxido de calcio es el control de exudados, una alta
concentracién de iones Ca*? disminuye la permeabilidad capilar lo que se traduce
en la disminucion de la extravasacién del plasmass.

La accion del hidréxido de calcio como agente antimicrobiano esta ampliamente
demostrada, actualmente se ha tratado de potencializar su accién cambiando el
vehiculo de la mezcla; dentro de estos cambios, uno que destaca y que ha
demostrado un aumento de la efectividad antimicrobiana es el uso de una mezcla

de hidréxido de calcio, paramonoclorofenol alcanforado y furacin®’.

CLORHEXIDINA (CHX):

La clorhexidina (CHX) se utilizé por primera vez en Inglaterra en 1954, como
limpiador de piel y heridas®®, en Odontologia su uso se remonta a mas de 40
afios, fundamentaimente en Periodoncia como agente antiplaca con magnificos
resuitados. Esta compuesta de dos anillos clorofendlicos, y dos grupos de
biguanida conectados por un puente central de hexametileno. Este compuesto es
una base fuerte y dicationica a niveles de pH de mas de 3.5, con dos cargas
positivas en cada extremo del puente de hexametileno. La naturaleza dicationica
de la clorhexidina la hace extremadamente interactiva con los aniones, lo cual es
relevante para su eficacia, seguridad, y efectos secundarios locales. Esta se

presenta en solucion como digluconato, gluconato o acetato de clorhexidina.



La clorhexidina quimicamente es una bis guanidina catiénica comercializada
como una sal de gluconato. Por sus propiedades cationicas posee gran afinidad
por la pared celular de los microorganismos lo que le permite modifica las
estructuras celulares superficiales, haciendo que se pierda el equilibrio osmético, y
en consecuencia, la membrana plasmatica resulta extruida, se forman vesiculas y
precipitan el citoplasma. Estas precipitaciones inhiben la reparacién de la pared
celular y causan la muerte de las bacterias®®. La caracteristica principal de su
capacidad bactericida es su unién a las proteinas a través de los grupos
carboxilos y otras moléculas con grupos similares (fosfatos), lo cual inhibe las
funciones biolégicas relacionadas *°

Se ha comprobado que la clorhexidina es eficaz contra organismos Gram
positivos y Gram negativos, anaerobios, anaerobios facultativos y levaduras®'. En
este mismo estudio se observd que los gérmenes mas susceptibles fueron:
Staphylococcus, Streptococcus mutans, S. salivarius y Escherichia coli. S. sanguis
fue medianamente susceptible, y Proteus, Pseudomonas y Klebsiella presentaron
baja susceptibilidad. De los microorganismos anaerobios aislados, los mas
susceptibles fueron bacterias propiénicas y los menos, cocos Gram negativos y
Veionella.

Para aumentar la propiedad desinfectante de la clorhexidina a nivel de heridas
se recomienda usar concentraciones altas del producto y se ha observado que la
dosis 6ptima es del 4%". También se recomienda el uso de alcohol para
potenciar la accion de la misma **. Por otro lado se ha demostrado que un
preparado de CHX aunado a cetrime y alcohol fue capaz de erradicar de la piel a
la flora bacteriana superficial y profunda, tanto aerébica como anaerobia®.
Actualmente el uso de la clorhexidina en Odontologia se ha diversificado, pero su
principal uso sigue siendo como agente antiplaca en Periodoncia.

Los enjuagues de clorhexidina para uso periodontal contienen 0.12% de gluconato
de clorhexidina con una base que contiene agua, 11.6% de alcohol, glicerina,
agentes saborizantes y sacarina.

Las propiedades antiplaca de la clorhexidina han sido ampliamente estudiadas. Se

ha observado que después de 9 a 14 horas, en dientes humedecidos en CHX no



se previno la colonizacién de placa y pelicula adquirida por S. mutans por lo que
se recomiendan enjuagues con CHX dos veces al dia.*°

La utilizacién de la clorhexidina al 0.2%, dos veces al dia durante dos semanas, en
pacientes con gingivitis ulceronecrosante aguda (GUNA) causé una disminucion
del dolor del margen gingival y papilar, y permitié al paciente realizar su aseo
bucal después de una semana, lo que propicié una recuperacién mas rapida 8
Los efectos colaterales causados por la utilizacion de la CHX a nivel bucal son
minimos, y no producen alteraciones permanentes. Entre de estas alteraciones se
encuentran: coloracion parda amarillenta de los dientes y la lengua. El grado de
las pigmentaciones parece depender de la concentracién del compuesto y varia de
persona a persona, ademas pueden existir trastornos del gusto y descamacion de
la mucosa. Estas manifestaciones indeseables pueden deberse al uso de la CHX
por largo tiempo o en dosis inadecuadas *"-.

A nivel endodéntico la utilizacion de la CHX ha sido de uso reciente y se han
efectuado varios estudios, en los cuales se ha visto la posibilidad de su utilizacion
fundamentalmente como irrigante pulpar. Se ha comunicado que existe buena
regeneracion de los tejidos sin efectos toxicos o irritantes causados por la CHX,
comparados con otros agentes irrigantes tanto in vivo como in vitro 8

La CHX se ha utilizado en diverso estudios para comparar su efectividad como
irrigante en endodoncia, y se han encontrado resultados aunque no ha podido
superar al hipoclorito de sodio en lo que se refiere a su actividad antibacteriana,
ademas de que no posee la propiedad de disolver a los restos tejidos pulpares
remanentes, por lo que se requiere de mas estudios obtener una conclusion
definitiva . 4%

La principal ventaja que posee la clorhexidina es la capacidad de seguir
liberandose por un lapso de 48 a 72 hrs, posterior a su aplicacion 1 ademas de
no ser toxico ni agresivo a los tejidos periapicales, por estos motivos puede ser
un buen sustituto en pacientes alérgicos al hipoclorito de sodio, en dientes con
apices muy abiertos. La irrigacion en tales dientes con hipoclorito de sodio al pasar
mas alla del apice puede generar una inflamacién periapical excesiva;, que en

similares condiciones la clorhexidina es inocuo



Se han efectuado varios intentos para mejorar la efectividad de la CHX, en primer
lugar, aumentando la concentracion de la sustancia activa y tambiéen
combinandola con hipoclorito de sodio al 2.5% lo que resulté en una mayor
efectividad antimicrobiana, dando como resultado cloruro de clorhexidina que

aumenta la capacidad ionizante de las moléculas de clorhexidina®*



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
JUSTIFICACION:

Uno de los principales problemas en endodoncia es el numero significativo de
fracasos, debido al tratamiento inadecuado de conductos con pulpas necréticas o
infectadas.

Estos conductos requieren un control estricto de los gérmenes patoégenos, ya
que de no ser asi, se pueden presentar agudizaciones o fracasos a distancia,
teniendo como consecuencia aumento de molestias, citas, tiempo, etc.

El hidroxido de calcio es uno de lps compuestos mas utilizados para el control
bacteriano de los conductos; usado en forma de lechadas o pasta ha dado buenos
resultados. Desgraciadamente existen gérmenes como el Enterococcus faecalis y
las Pseudomonas aeruginosa, entre otros, que son resistentes a la accion de este
medicamento y que son los responsables de fracasos en muchos tratamientos
endodonticos.

Para mejorar el pronéstico de estos tratamientos, se propone la utilizacién de la
mezcla de dos medicamentos: el hidroxido de caicio y la clorhexidina, para ser
utilizada como medicamento intra conductos. Pienso que al unir estos dos
productos se puede lograr sinergismo, por lo tanto el cuestionamiento es el
siguiente:

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia significativa en el efecto antimicrobiano de una mezcla de
hidroxido de caicio con clorhexidina en comparacion con el logrado por una

solucién de hidréxido de calcio?



OBJETIVOS:

1.- Determinar si se logra sinergismo para el efecto bactericida del hidréxido de
calcio al mezclarlo con la clorhexidina.

2.- Comparar la susceptibilidad de el Actinomyces israeli, Enterococcus faecalis ,
Pseudomonas aeruginosa, Bacilos subtilis, Estrptococcus mutans y una mezcla de
estos microorganismos a la mezcla de hidréxido de calcio con clorhexidina y a
una solucion de hidroxido de calcio.

3.- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de de las soluciones de
hidroxido de calcio y agua bidestilada , y clorhexidina con hidrioxido de calcio
para E. faecalis y P. Aeruginosas.

4.- Evaluar la efectividad bactericida de la mezcla de hidroxido de calcio con
clorhexidina a concentraciones sobre saturadas y en pasta

5.- Identificar los gérmenes que se presentan mas comunmente en los

conductos infectados o necréticos.

META:
Incrementar la accidén bactericida del hidroxido de calcio por adicion de
clorhexidina conservando todas sus demas propiedades sobre los tejidos duros y

blandos (dentinogénesis, osteogénesis y control de exudado.)
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HIPOTESIS:

HIPOTESIS (Nula): Ho

i ,
No existe diferencia en la accion germicida de una mezcla de hidréxido de
calcio con clorhexidina y una solucién y pasta de hidréxido de calcio.

Xi = X,
HIPOTESIS DE TRABAJO

La accién de la mezcla de hidréoxido de calcio y clorhexidina tiene mejor y
mayor efecto germicida que una soluciéon y pasta de hidroxido de calcio.
Xy # X,

DEFINICION DE VARIABLES Y ESCALA DE MEDICION

1.- Variable dependiente:
Halos de inhibicién medidos en mm en la primera y cuarta etapa, y en la segunda
y tercera etapa numero de colonias.

2.- Variables independientes
Mezcla de hidréxido de calcio con clorhexidina y solucién de hidroxido de calcio

3.- Variable de comparacién:
Solucién de hidréxido de calcio

Siendo la variable dependiente cuantitativa y serd medida en escala de razon, la
variable independiente cuantitativa nominal, la cual sera medida en escala
nominal, variable de comparacién cuantitativa nominal, la cual sera medida en
escala nominal.

TIPO DE INVESTIGACION:

Experimental con postpruebas y series cronolégicas experimentales y la fase

descriptiva consistira en la identificacion de los microorganismos

La fase experimental consté de 4 etapas

Etapa | consisti6 en determinar si existia diferencia significativa entre la accion

germicida de una solucion de hidréxido de calcio con agua bidestilada al 5% y
17




una solucién  de clorhexidina e hidroxido de calcio al 5%, sobre gérmenes
extraidos de conductos necréticos o infectados.

Etapa Il consistié en determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) vy
el tiempo en el cual son mas efectivas las soluciones antes mencionadas sobre
P. aeruginosas, E. feacalis y A. Israeli

Etapa lll se comprobd la actividad germicida de las mismas soluciones pero a
concentraciones mas saturadas y diluyéndolas a 50%, 25%, 12.5 y 6.25 sobre
cepas identificadas (E. feacalis, P. aeruginosas, B. subtilis, E. mutans u una
mezcla de todos estos microorganismos) .

Etapa IV se valor6 la efectividad de los medicamentos en forma de soluciéon
sobre concentradas y de pasta a través de la prueba de difusion en agar sobre
los gérmenes antes mencionados.

La fase descriptiva se efectuara a través de la identificacion del 30% de los
gérmenes obtenidos de los conductos infectados o necroticos de la etapa 1 por
medio de los sistemas API 20E NE para no enterobacterias, API- STAPH, para
Staphylococcus ssp. API 20 E para Enterobacterias y API CANDIDA para Candida

spp.



MATER!IAL Y METODO
Material:

Clinico:

50 Juegos de exploraciéon ( Espejos, excavadores, pinzas de curacion)
Pieza de alta velocidad (Concentrix)

Fresas de diversas formas y tamanos ( Kerr)

Porta Grapas ( lvory)

Pinzas perforadoras ( lvory)

Grapas de diversos numeros (lvory)

10 cajas de dique de hule (lvory)

Arco de Young

Puntas de papel (Higienic)

Aparato de Rayos X (Corix)

1 caja de radiografias periapicales (Kodak)

Hidréxido de calcio ( Viardent)

Enjuague Gingivitis con clorhexidina al 0.12% (Oral “B”, GILLETTE oral care)

Laboratorio:

Campana de flujo laminar

Mechero de Bunsen

50 cajas de Petri (Pyrex)

50 tubos de ensayo (pyrex)

50 tubos de tapdn de rosca (pyrex)
50 tubos de cepario 3 gradillas
Balanza de laboratorio
Sensidiscos

Asas

50 micro asas

20 micropipetas

20 micro azadas

Estufa de cultivo

Jarra de Gas Pack



50 sobres de Gas Pack rojo (Becton Dikinson)

Medio de transporte de stuart

Agar Sangre

Agar tioglicolato

Agar Sabouraud

Infusién cerebro corazédn

Infusién de tioglicolato

Agar Muller Hinton

Agar AOAC

Paquete para la coloracion de Gram.

Paquetes APl 20E .NE para no enterobacterias, APIl- STAPH, para
Staphylococcus ssp. AP| 20 E para Enterobacterias y APl CANDIDA para Candida
spp. (BioMerilux)

Hidréxido de calcio 100% puro marca Viardent

Enjuague Gingivitis Oral “B” con clorhexidina (Gluconato de clorhexidina al 0.12%)
GILLETTE Oral Care

Computadora Pentiun Il con procesador Celeron

Paqueteria estadistica de Excel

Paquete estadistico Stat Graphics

INSTALACIONES: El presente trabajo se efectu6 en la clinica de especializacion
en Endoperiodontologia, el laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de Salud Integral (CUSI), el laboratorio de Instrumentacion de la
carrera de Cirujano Dentista de la F.E.S. IZTACALA y el Cepario de la Facultad

de Quimica del Campus de Ciudad Universitaria.
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METODO:

Debido a que la capacidad bactericida del hidroxido de calcio esta dada por su pH
alcalino (12.4 - 12.8), lo primero que se hizo fue comparar el pH de la mezcla
propuesta y el de una solucion de hidréxido de calcio.

Se utilizaron dos probetas de 20 mL, en la primera probeta se colocaron 10mL de
agua bidestilada y posteriormente 49 de hidroxido de calcio 100% puro (viardent),
ala segundé probeta se le agregaron 10 mL de enjuague Oral "B" gingivitis con
Clorhexidina (Gillette Oral Care.) al cual se le agregaron 4g de hidréxido de calcio
(Viardent) 100% puro, mezclandose perfectamente hasta obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente se utilizd un potenciometro previamente calibrado y
ajustado a la temperatura ambiente y se procedié a medir el pH de la solucién de
hidréxido de calcio que fue de 12.4, se lavo y secd el electrodo del potencidometro
y se introdujo en la mezcla de hidréxido de calcio con clorhexidina dando una
medicién de 12.6 por lo que pudimos deducir que estd mezcla también puede

poseer una actividad bactericida igual a la del hidréxido de calcio.

ETAPA |
La primera fase de la investigacion consistié en comprobar si existia diferencia

significativa entre la accién antimicrobiana de una solucién de hidréxido de calcio
y una solucidn de clorhexidina e hidréxido de calcio, sobre 50 conductos
necréticos o infectados pacientes que acudieron a tratamiento endodéntico a la
clinica de Especializacién en Endoperiodontologia, siguiendo los protocolos
establecidos de la Especializacion para efectuar dichos tratamientos.

Para la seleccion de los pacientes que intervinieron en este estudio se tomé en

cuenta |os siguientes criterios:
CRITERIOS DE INCLUSION

B Pacientes que presenten dientes con pulpas necrética o infectados

B Adultos (18 a 48 afios).

B Que tengan elaborada historia clinica y serie radiografica.

W No haber tomado antibiético una semana antes del tratamiento.

B No haber padecido enfermedades respiratorias o debilitantes cuando menos
una semana antes del tratamiento.
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CRITERIOS DE EXCLUSION

W Pacientes que hayan padecido enfermedades debilitantes o hayan ingerido
antibidtico una semana anterior.

W Que se encuentren bajo tratamiento periodontal con administracién de
clorhexidina.

B Pacientes tratados de emergencia y que carezcan de historia clinica completa.
W Denticién temporal.
M Pacientes que se nieguen a participar en la investigacion

CRITERIOS DE ELIMINACION

M Conductos irrigados previos a la toma de la muestra.

B Conductos muy estrechos que impidan la toma de la muestra.
B Contaminacién de muestras o medios de cultivo.

B Escurrimiento de soluciones durante el proceso.

CONSIDERACIONES ETICO LEGALES:
Debido al tipo de estudio, se le explicd al paciente en que consistia su

participacién, aclarandole que no tenia efectos sobre su salud o el tratamiento y
que exclusivamente se tomarfa una muestra microbiolégica de su diente por lo
cual se pedia su permiso para efectuarla.

Una vez obtenidos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion se
seleccionaron 50 piezas dentales al azar, con pulpas necréticas o infectadas, vy
previa anestesia y aislado de las mismas se procedié a efectuar la asepsia de |a
zona con una solucion de clorhexidina al 0.12% (Gillette Oral Care). Efectuado
este procedimiento, se realiz6 el acceso a la camara pulpar, se tomaron
muestras bacteriolégicas de los conductos con puntas de papel estériles
(Higienic ), tratando de que las puntas de papel quedaran holgadas y lo mas
apical posible; se utilizaron dos puntas por cada diente seleccionado, y en los
casos en los cuales existia la presencia de fistulas se obtuvo una muestra a través
de fa misma, las muestras obtenidas fueron colocadas en los medios de
transporte, Infusion cerebro corazén (BHI) y Tiogiicolato los cuales fueron
introducidos en una estufa de cultivo a 35°C por 24 horas. Al cabo de este tiempo

se observé la presencia o no de crecimiento bacteriano ( por enturbiamiento del
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medio de cultivo); las muestras positivas se cultivaron de la siguiente manera: Se
efectuaron cuatro siembras por muestra, colocando 2 en agar sangre y dos en
Sabouraud (para observar la presencia de hongos).

La siembra se realizé de la siguiente manera: en una campana de flujo laminar
se tomo una porcion del inéculo (muestra bacteriolégica) con un hisopo estéril, se
procedi6 a efectuar una siembra masiva en las cajas de Petri que contenlan agar
sangre o sabouraud. En cada caja de Petri se colocaron dos sensidiscos
impregnados de los medicamentos, el primer sensidisco fue impregnado en una
solucion de hidroxido de calcio al 5% en agua bidestilada, el segundo sensidisco
se impregn6 con una mezcla de enjuague Oral B con clorhexidina e hidroxido de
calcio al 5%, (se eligié esta concentraciéon para efectuar un estudio comparativo
con el estudio de Ferreira®, en el cual se menciona que el hidréxido de calcio no
tiene gran efectividad antibacteriana a esta concentracion, y asi poder observar si
la mezcla propuesta lo posee), efectuado este procedimiento se incubaron las
cajas de Petri 37°C por 48 h.

Para los gérmenes anaerobios se procedié a efectuar el mismo procedimiento,
pero antes de la incubacion se llevaron las cajas de agar sangre y sabouraud a
una jarra de anaerobiosis, a la cual se le colocé un sobre de Gas Pack (Becton
Dikinson), al cual se le vertieron 35 mL de agua, antes de cerrar la jarra de
anaerobiosis e incubarla a la misma temperatura y tiempo que los cultivos
anteriores.

A las 48 hrs. de incubacion se sacaron las cajas de Petri para observar si
existieron o no halos de inhibicién. El diametro de los halos se midié con un
vernier y los datos se anotaron por grupos para analizarlos por una T de Student.
Ademas de lo anterior, se efectué la identificacion de los gérmenes
microscopicamente, utilizando la tincién de Gram. (ver anexo 1 ) y observacion
microscopica y un 30% de las muestras fueron identificadas por el sistema
sistemas API- STHA. y API-20E., APl 20NE y API Candida ( Laboratorios
BioMerilux) la fase de identinficacion bacteriana fue efectuada en el laboratorio de
Analisis Clinicos de la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSH) '

Las baterias de pruebas APl son un sistema de identificacion rapida para

bacterias. Este sistema presenta las ventajas de ser réapido, eficaz y de permitir
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realizar numerosas pruebas a la vez, debido a la semejanza en la utilizacion de

los diferentes tipos de identificacion bacteriana se describe Unicamente el sistema

Api -20E:

La bateria de pruebas AP! - 20E es un sistema de identificacién rapida para

bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram (-). Basicamente

consta de 21 tests bioquimicos estandarizados y miniaturizados y una base de

datos. Este sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir

realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de API 20E contiene 20 microtubos

o pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba

bioquimicas distintas.

Los microtubos se inoculan con una suspension de microorganismos, en agua o

agua bidestilada, que rehidrata los medios. Las tiras o galerfas se incuban a 37°C

y por efecto del metabolismo bacteriano se producen cambios de color

espontaneos o bien por la adiccién de reactivos.

La lectura de las reacciones se hace mediante comparacioén con una tabla de

lectura donde se indica si los microorganismos deben considerarse positivos o

negativos para cada reaccion segln el color aparecido.

Bateria de pruebas incluidas y tablas de lectura con coloraciones

positivas y negativas

f Pueba |  Reaccion / Enzimas = | Negativo Positivo. [
| ONPG beta-galactosidasa sin color ’__m___amar_illq__m;
. ADH arginina deshidrolasa amarillo ]rojo 0 naranja
LDC lisina descarboxilasa amarillo  |rojo o naranja,

. ODC ornitina descarboxilasa amarillo  |rojo o naranjal
] i, Ll
.' g : azul oscuro o |
- CIT utilizacidén del citrato verde turquesa |
sin ) _
i ., - recipitado |
| H2S produccion de HxS precipitado P negro |
| negro S
. URE ureasa amarillo  |rojo o naranja
! TDA triptéfano desaminasa amarillo marrén-rojo
color rosa o |
- IND produccién de indol amarillo anillo rosa- |
rojo |
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| roduccidon de acetoi Voges- ) 3
VP P ° acetoina (Voges sin color rosa-rojo |
f Proskauer) o=
i . e difusién de |
. GEL ; &
| gelatinasa sin difusion pigmento i
i ferm i6 i i .
. GLU entacion/oxidacion de azul o verde amarillo |
| - glucosa - |
i m n .’ . .7 . ;‘
| MAN ferme tacuon/pxndac:on de azul o verde amarillo |
! manitol 4 M
. INO fermentac.lon/'omdaaon de azul o verde amarillo |
- inosito! |
i SOR fermentaaon/pmdacnon de azul o verde amarillo 1
5 sorbitol | ‘
i’ .7 . a2 |
" RHA fermentacion/oxidacion de B p——— amarillo |
| ramnosa —
| SAC fermentacion/oxidacion de azul o verde amarillo ‘
| sacarosa |
MEL fermentaoon/qmdamén de azul o verde amarillo l
i’ melobiosa . 1
- - . f |
L AMY fermentac1<_3n/o>_<|dac1on de azul o verde amarillo
| amigdalina T
| . 2 . . s |
" ARA fermentacion/oxidacion de azul o verde amarillo |
e arabinosa N
OX citocromo oxidasa ]

Para la preparacion de la galeria se prepard una cdmara de incubacion con su
tapa correspondiente y se repartieron 5 mL de agua destilada o desmineralizada
en los alvéolos para proporcionar una atmosfera himeda. Posteriormente se anoté
la fecha de la referencia en la lenglieta lateral y se coloco la galeria en la camara
de incubacién.

Al mismo tiempo se realizé la prueba de la oxidasa para lo cual se tomé una
colonia de la cepa a identificar y se colocara sobre un trozo de papel filtro sobre un
portaobjetos. Se humedecio el papel con una gota de agua estéril y se afiadié una
gota de reactivo OX. Si la reaccién es positiva aparecié en uno o dos minutos una
coloracién purpura. El resultado de esta reaccién debié ser anotado ya que
constituye el test #21 de la identificacion.
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El siguiente paso en el desarrollo de esta técnica fue la preparacion de inoculo, la
cual consistié en lo siguiente:

Se abrié de una ampolleta de NaCl 0.85% (Medium 5mL) con la ayuda de una
pipeta Pasteur estéril se recogié una colonia de la placa de agar y se realizdé una
suspension  bacteriana homogeneizando cuidadosamente la ampolleta.
Posteriormente se lienaron los tubos y las cupulas de los test con la suspensién
bacteriana y se incubaron de 18-24 horas a temperatura ambiente (20-25°C).
Terminado el tiempo de incubacion se procedié a realizar la lectura de la Galeria
con la ayuda de la Tabla de Lectura. Se anotaron en la hoja de resultados las
raciones espontaneas y si la glucosa es positiva y/o 3 o mas test son positivos se
efectud el revelado de los test que requieran reactivos.

Por ultimo viene la Identificacién las cuales se realizdé mediante el sistema
computarizado API-20E para lo cual en la hoja de resultados los test estuvieron
agrupados de 3 y cada uno tuvo asignado un valor 1,2 6 4. La galeria API-20E
consta de 20 tests. Los nimeros en el interior de cada grupo corresponden a
reacciones positivas.

El test de la oxidasa es el numero 21. Sumando los valores de los test positivos
para cada grupo se obtuvo un cédigo de 7 cifras. El programa informatico para
identificacién se utilizo introduciendo manuaimente en el teclado el perfil numérico

de las 7 cifras, dando asi el resultado correcto.
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ETAPA I CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI)

Esta fase se efectud en el cepario de la Facultad de Quimica de la U.N.A.M.
Consistié en comprobar la efectividad bactericida de una soluciéon de hidréxido de
calcio y agua bidestilada vs. solucién de hidréxido de caicio con Enjuague Oral B
gingivitis con clorhexidina, sobre cepas clasificadas que conforme a los reportes
de la literatura ehdodéntica, se ha demostrado su resistencia a la accion de la
solucion de hidroxido de calcio y que son causantes de los fracasos de los
tratamientos endodonticos®>*
(ATTCC 12103), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), que fueron compradas al

cepario de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico

Estos gérmenes fueron: Actinomyces israeli

Nacional, y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) donada por el cepario de la
Facultad de Quimica de la U.N.A.M.

FASE EXPERIMENTAL:

1. Hidratacién de cepas liofilizadas

Esta fase se efectué dentro de una campana de flujo laminar, el primer paso
consistio en la desinfeccion de las ampolletas que contienen las cepas
liofilizadas, mediante el uso de etanol al 96%, posteriormente bajo la flama de un
mechero se procede a abrir las ampolietas y el liofilizado se hidrata con infusion
Cerebro Corazéon (BHI)  hasta lograr una mezcla homogénea. La mezcla se
-introduce en un tubo de ensayo con tapén de rosca y se incuba a 37°C durante 24
hrs.

2. Comprobacion de la pureza y viabilidad de las cepas bacterianas

Una vez incubadas las cepas se observa su viabilidad por el enturbamiento de
los medios de cultivo en los tubos de ensayo.

Obtenido el crecimiento de P. aeruginosa y E. faecalis en los medios de cultivo
liquidos, obtuvieron colonias aislados por estria en agar AOAC e incubacion a
37°C durante 24 h.. Las células de las colonias aisladas se tifieron con Gram y se
observaron al microscopio 6ptico; posteriormente se verificaron mediante pruebas

bioguimicas.
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Cuadro 1. Pruebas bioquimicas para verificar |a identificacion bacteriana

Cepa Morfologia | Tincién | Citocromo | Catalasa |Crecimiento | O/F de
bacteriana de Gram |oxidasa en BHI +|glucosa
NaCl 5,5

P. Bacilo Negativo | Positivo |Positivo |Negativo +/-
aeruginosa
S. faecalis | Coco Positivo |Negativo |Negativo |Positivo NR
O — Oxidacidn
F — Fermentacién
NR — No realizado
Cuadro 2. Pruebas bioquimicas para verificar A. israeli _
Caracte- | Hidro- | Fermenta | Ribos | Xilosa | Aimidé | Rafinos | Sensibili- | sensibilidad
risticas lisis -cibnde |a n a dad ala | cloranfenicol
de las del la diluido estrptomi
colonias | almid | arabinos cina

on a
rugosa +/- + + + +/- + - +

Obtenida las cepas bacterianas puras, se procedié a preparar suspensiones

en

solucion salina isotonica con la estandarizacién de McFarland al 0.5 (1.5 x10®

bacterias /mL). (Anexo 2)

Para lograr estas suspensiones se transfiere una asada de bacterias a un tubo de

ensayo con 10 mL de solucién salina isoténica estéril, la cual es agitada hasta

obtener una turbidez homogénea igual a la del tubo 0.5 de la escala de McFarland.

(Apéndice 1). Por otro lado se hicieron las diluciones de los medicamentos, en las

siguientes proporciones: al 8%, 6%, 4% y 2% y se colocaron en tubos con tapon

de rosca, las diluciones se efectuaron de la siguiente manera:

Hidréxido de calcio:

Tabla 1
1er. tubo |9.2 mL de agua bidestilada |0.8 g. de hidroxido de
calcio
2do. tubo | 9.4 mL de agua bidestilada |0.6 g. de hidroxido de-
calcio
3er. tubo | 9.6 mL de agua bidestilada [0.4 g. de hidréxido de
' calcio
4to. tubo |9.8 mL de agua bidestilada |0.2 g. de hidroxido de
calcio
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Mezcla ( tabla 2)

ler. tubo 9.2 mL enjuague oral B con | 0.8 g. de hidréxido de calcio
clorhexidina

2do. tubo |9.4 mL enjuague oral B con |0.6 g. de hidréxido de calcio
clorhexidina

3er. tubo | 9.6 mL de enjuague oral B |0.4 g. de hidréxido de calcio
con clorhexidina

4to. tubo |9.8 mL de enjuague oralb |0.2 g. de hidréxido de calcio
con clorhexidina

3.- Sembrado y preparacion de las colonias

A cada tubo de solucion se le agregaron 2 mbL de la suspensién de E. faecalis o
P. aeruginosa ajustadas a1l .5 x 10° bacterias/mL. (ver anexo 2) Los tubos se
incubaron a 37°C durante 24, 48 y 72 h y posteriormente se tom6 una microasada
que se estrid en agar tioglicolato (Difco, Mich); se efectud una siembra control
(bacterias que fueron incubadas sin medicamento), las cajas se incubaron a 35°C

por 24 h.y se conté el nimero de colonias.

Actinomyces israeli
Debido a que A. israeli es una especie anaerobia de crecimiento lento se necesito

cambiar la técnica de cultivo y de prueba de los medicamentos, ya que la
incubacion prolongada de las soluciones de hidréxido de calcio provoca la
precipitacion de este compuesto. Si se intenta realizar la determinacion del efecto
bactericida del Ca(OH), en medios de cultivo solidificados con agar, éstos se
deshidratan por efecto del calor producido por la incubacién prolongada, lo que
impedira el desarrolio de A. israeli.

Por estas razones, en tubos de ensayo con tapon de rosca se prepararon
soluciones de hidroxido de calcio y de la mezcla propuesta al 2% y 8% ademas
de una solucion enjuague Oral B con clorhexidina al 0.12%.

Por otro lado se preparé una suspension de A. israeli ajustando su turbidez con el
tubo 0.5 de la escala de McFarland. Para ello, con una pipeta Pasteur se tomd
una alfcuota de un cultivo de A. israeli (mantenido en BH! en un tubo de ensayo
sellado con aceite mineral para evitar la penetracién de oxigeno) y se suspendio

en BHI hasta obtener la turbidez deseada. Posteriormente se prepararon 5 tubos
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de ensayo colocando en cada uno 4 mL de Ia suspension bacteriana anterior. Al
primer tubo se le agregaron 2 mL de la solucién de hidréxido de calcio al 2%, al
segundo tubo se le agregaron 2 mL de solucion de hidroxido de caicio al 8%, al
tercer tubo se le agregaron 2 mL de la mezcla de hidréxido de calcio y clorhexidina
al 2%, al cuarto tubo se le agregaron 2 mL de la mezcla al 8% ,y por ultimo el
quinto tubo de ensayo se dejé con 2 mL de enjuague oral B gingivitis con
clorhexidina al 0.12%. Se incluy6 un tubo control solo con bacterias. Todos los
tubos fueron sellados con una capa de aceite mineral y se incubaron a 35° C por

7 dias. Al cabo de este tiempo se observaron y anotaron los resultados.
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ETAPA Il (CONCENTRACIONES MAS SATURADAS)

En esta fase se utilizaron soluciones de los medicamentos al 50%, 25%, 12.5% y
6.25%. Las soluciones se prepararon, por duplicado, de la siguiente manera:
Hidréxido de calcio solo

Al 50% se utilizaron 8 mL de BHI y se le agreg6 4 g de Ca(OH),

25% 8 mL de BHly 2 gde Ca(OH),

12.5% 8 mLde BHIy 1gde

6.25% 8 mL de BH! y 0.5g de Ca(OH),

Clorhexidina:

50% 4 mL de BHI y 4 ml de clorhexidina

25% 6 mL de BHI y 2 ml de clorhexidina

12.5% 7 mL de BH! y 1 ml de clorhexidina

6.25% 0.5 mL de BHI y 0.5 ml de clorhexidina

Solucion de hidréxido de calcio y clorhexidina

50% 4 mL de BHI y 4mL de |a solucién de Ca(OH),y clorhexidina (50%)

25% 6 mL de BHI y 2mL de la solucién de Ca(OH), y clorhexidina (50%)

12.5% 7 mL de BHIl y 1mL de la solucién de Ca(OH)2 y clorhexidina (50%)

6.25% 7.5 mL de BHI y 0.5mL de la solucion de Ca(OH), y clorhexidina (50%)
Solucion de hidroxido de calcio

50% 4 mL de BHI y 4mL de |a solucién de Ca(OH), y solucién salina (50%)

25% 6 mL de BHI y 2mL de la solucion de Ca(OH), y soluciéon salina (50%)

12.5% 7 mL de BHI y 1mL de la solucién de Ca(OH), y solucién salina (50%)
6.25% 7.5 mL de BH! y 0.5mL de la solucién de Ca(OH), y solucidon salina (50%)
Ademas se prepararon 8 tubos control que contenian 8 mL de BHI (control)

A continuacion se hicieron 4 series de 5 tubos con concentraciones de 50%,
25%, 12.5% y 6.25% vy el tubo control, los cuales se etiquetaron con el nombre y
concentracion del medicamento. Cada serie de tubos se inoculé con 2 mL de una
suspension de las siguientes bacterias ajustadas a 0.5 de la escala de McFarland:
(Serie1) E. faecalis (ATCC 29212), (Serie 2) P. aeruginosa (ATCC 27853), (Serie
3) S. mutans (ATCC 6538) y (Serie 4) B. subtilis (ATCC 6633)
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Todos los tubos se incubaron a 35°C y se tomaron allcuotas a las 6, 24, 48y 72 h,
las cuales fueron sembradas por estria en medio de agar BHI incubadas a 35 °C
por 24 h.
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ETAPA IV

En esta fase se determiné la efectividad antimicrobiana de una pasta de
hidroxido de calcio y solucién salina, una pasta de hidréxido de calcio y
clorhexidina, solucién de hidroxido de calcio sobre saturada y clorhexidina al
0.12% (enjuague oral B con clorhexidina). Se incluyé un control de agua
bidestilada. La técnica utilizada fue difusion en pozos, utilizando agar Mueller
Hinton, con indculos bacterianos de 3 x 10® células/mL (ver anexo 3 )
Procedimiento:

En una campana de flujo laminar, se procedié a colocar en la tapa de una caja de
Petri 5 tubos de vidrio de un diametro de 5mm, teniendo cuidado de dejarlo
3mm por arriba de la contratapa, posteriormente se procedi6 a verter en la
contratapa 20 mL de agar Muller Hinton y se cerrd la caja, hasta que el agar
gelificd, se observo que los pozos realizados no perforaran el agar, y estuvieran
bien definidos, de cumplir con estos principios , se procedié cambiar la tapa con
los tubos por una tapa de normal y se llevé a control de esterilizacién, por 24 h
este procedimiento se efectio por quintuplicado.

Posteriormente se procedié a efectuar un sembrado masivo utilizando un isopo
estéril:

La caja 1 se inoculé con E. faecalis, la caja 2 con B. subtilis, caja 3 con P.
aeruginosa, la caja 4 con S. mutans y por ultimo la caja 5 con una mezcla de
todas las bacterias antes mencionadas.

Se procedié a colocar los medicamentos en los pozos de la siguiente manera:
Pozo 1: Agua bidestilada (control)

Pozo 2: Clorhexidina ( Enjuague oral "B” con clorhexidina al 0.12%)

Pozo 3: Solucién sobre concentrada de hidréxido de calcio ( en Agua bidestilada)
Pozo 4: Pasta de hidréxido de calcio con clorhexidina (Enjuague oral “B" con
clorhexidina al 0.12%)

Pozo 5: Pasta de hidréxido de calcio ( Agua bidestilada)

Las cajas se incubaron a 35°C por 24 h para posteriormente medir los halos de

inhibicién y efectuar un analisis de varianzas con 0.5 grados de libertad.
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RESULTADOS:

ETAPA 1
QGrafica )

Efecto bactericida del Ca(OH), al 5% con y sin CHX
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Ver anexo 3

Con estos datos se efectud una Prueba estadistica t de Student con un alfa de
0.01

Sol. de Ca(OH)2 y Clor  Sol. hidréxido de calcio

e al 5% al 5%
Media 9.508 4.996
Varianza 6.259934694 11.69222857
Observaciones 50 50
Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 90

Estadistico t 7.530012524

P(T<=t) una cola 1.875692E-11

Valor critico de t (una cola) 2.368497007

P(T<=t) dos colas 3.75185E-11

Valor critico de t (dos

colas) 2.63156835




FASE Il (IDENTIFICACION BACTERIANA)

Los microorganismos encontrados e identificados con tincién de Gram y Zhiel
morfolégicamente fueron cocos, casi todos facultativos, la mayoria correspondian
al grupo Staphylococcus, diplococos y unas cuantas Enterobacterias.

El 30% de las colonias identificadas con el sistema sistemas APl 20E NE para no
Enterobacterias, APl- STAPH, PARA Staphylococcus ssp. APl 20E para
Enterobacterias y APl CANDIDA para Candida spp.

se identificaron un total de 42 microorganismos pertenecientes a 9 géneros;
Staphylococus sp. (65%), Enterobacter sp. (10%), Klebsiella sp. (7%), Escherichia
sp. (5%), Candida sp. (5%), Proteus sp. (4%), Chryseomonas sp.(2%) y
Acineltobacter sp. (2%)

Dentro del Género Staphylococcus sp. se identificaron 7 especies . El
Staphyloccocus aureus fue la especie que se aisloé con mayor frecuencia con un
31.29%, seguida de Staphyloccoccus xylosus (25%), Staphylococcus lentus
(18.75%) Staphylococcus capitis (12.5%), y por ultimo Staphylococcus
chromogenes y Staphylococcus epidermidis con un 6.25% para cada especie.

% DE MICROORGANISMOS
GRAM + ENCONTRADO

4% 2% 2%
@ Staphylococcus sp.

0
5 0/5 % @ Enterobacter sp.
°& o OIKlebsiefla sp.
7%[ : : \ O Escherichia sp.
e @ Candida sp.
10% ' _ﬁ_.-‘-

3 E Proteus sp.
65% B Chryseromonas sp.
OAcinetobacter sp.

Gratica 2



Porcentaje de distribucion del '
Sthapylococcus

32% 0 S.aureus
@S. xylosus
as. lentus
0OS. Capitis
@S. cromogenes
@ S. epidermidis

19.75%@.

25% |

Grafica 3
Microorganismos Gram negativos:
Se identifico en un 33.3% a Enterobacter agglomeras, Klebsiella ozaenae y

Escherichia coli con 16.6% para cada una. Teniendo a Klebsiella

rhinoscleromatis, Chryseromonas luteola, Acinetobacter baumanni/calco y Proteus

miriabilis con un 8.33% para cada caso.

% de microorganismos Gram -
8.3%

8.3%

8.3% <I

16.6%

aE. agglon;:eran_
B K. ozaenae
QE.coli

@ K.rhinoscleromatis
/HC. lutecla

@ A. baumanni/calco
M P. mirabilis

grafica 4
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RESULTADOS DE LA ETAPA Il MIC (concentracién minima inhibitoria)

Efecto de las soluciones del hidroxido de calcio sobre E. faecalis
Tabla 3

NUMERODE COLONIAS

solucion 8% 6% 4% 2%
24 hrs. 33 117 500 505
48 hrs. 10 75 98 115
72 hrs. 0 0 0 0

Efecto de las soluciones del hidréxido de calcio con clorhexidina sobre E.
faecalis
NUMERODE COLONIAS

solucion 8% 6% 4%, 2%
24 hrs. 15 4 0 0
48 hrs., 0 0 0 0
72 hrs. 0 0 0 0
Tabla4

Efecto de las soluciones del hidréxido de calcio sobre P. aeruginosas

NUMERO DE COLONIAS

| solucién 8% 6% 4% 2%
24 hrs. 100 125 133 150
48 hrs., 55 75 80 97
72 hrs. 0 0 0 0
Tabla 5

Efecto de las soluciones del hidroxido de calcio con clorhexidina sobre

P.aeruginosas

NUMERODE COLONIAS

solucion 8% 6% 4% 2% ]
24 hrs 0 75 80 68 -
48 hrs, 0 0 0 0

72 hrs 0 0 0 0

Tablaé
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Actinomyces israeli

La actividad antimicrobiana de! hidroxido de calcio y de la muestra propuesta se
observé con un espectrofotémetro tanto al 2% como al 8%, y se observé que no
existié efectividad ante el A. Israeli, cosa que si sucedié con la clorhexidina al
0.12

ETAPA lll EFECTOS DE LOS MEDICAMENTOS A CONCENTRACIONES DE
50%, 25%, 12.5 Y 6.25% SOBRE E. faecalis, P. aeruginosas, S. mutans Y B.
subtilis.

HIDROXIDO DE CALCIO PURO + BHI

6 hrs
Tabla 7

6.25% | 12.5% 25% 50% control
P. — — S " ++++
aeruginosas
E. faecalis ---- — — ++++
B. subtilis ———- — — — ++++
S. mutans ———- — — —— ++++
---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables
tabla 5

Enjuague Oral "B” con clorhexidina al 0.12% + BHI
6 horas tabla 8

6.25% 12.5% 25% 50% control
P.aeruginosas | 113 24 S — ++++
E. faecalis -——- ———- — — +++
B. subtilis e — — —- 4+
S. mutans ——-- P
---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables

tabla 6
SOLUCION DE HIDROXIDO DE CALCIO Y CLORHEXIDINA
6 horas tabla 9

6.25% | 12.5% 25% 50% control
P. —— — - - ++++
aeruginosas
E. faecalis ++++
B. subtilis - ——— — - ++++
S. mutans -——- —— ———— ++++
---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables
tabla 7



SOLUCION DE HIDROXIDO DE CALCIO

6 horas tabla 10

6.25 [ 12.5% 25% 50% control
%
P. — _—_ — —_— +4++
aeruginosas
E. faecalis -— --- aam- ++++
B. subtilis |+t
S. mutans i —-- —- —- | ++++
---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables
A las 24 horas
HIDROXIDO DE CALCIO PURO + BHI
tabla 11
6.25% | 12.5% 25% 50% control |
P. — — ——— - ++++
aeruginosas
E. faecalis — — N - ++++
B. subtilis - — S ++++
S. mutans ———- S—_— ———— R ++++
---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables
Enjuague Oral “B” con clorhexidina al 0.12 + BHI
24 horas (tabla 15)
tabla 12
6.25% | 12.5% 25% 50% control
P. 258 0 — - ++++
aeruginosas
E. faecalis -—-- ———- — ———- ++++
B. subtilis -—— — ——— ++++
S. mutans — - - ++++

---- = 0 colonias
++++ = Colonias incontables
SOLUCION DE HIDROXIDO DE CALCIO Y CLORHEXIDINA

24 horas (tabla 16)
tabla 13

6.25% | 12.5% 25% 50% control
P. —— — — —_—- ++++
aeruginosas
E. faecalis —— — - ++++
B. subtilis - ———- ++++
S. mutans - S ++++




----= 0 colonias

++++ = Colonias incontables

SOLUCION DE HIDROXIDO DE CALCIO

Alas 24 hrs
tabla 14

1 6.25% | 12.5% 25% 50% control
P. —-- _— —_— — ++++
aeruginosas
E. faecalis —— - — ++++
B. subtilis — S, — ++++
S. mutans — —- — — ++++
Tabla 12
---- = 0 colonias

++++ = Colonias incontables

A las 48 hrs todos los cultivos fueron negativos, sélo el de P. aeruginosa con
clorhexidina al 6.25% mostré 630 colonias.
A las 72 hrs. también todos los cultivos fueron negativos,
aeruginosa con clorhexidina se observé un nimero de colonias incontable.

RESULTADOS DE LA ETAPA IV PRUEBA DE DIFUSION

y sélo en el de P.

P. E. mezcla de
E. aureus | Pseudomonas | B. subtilis | feacalis | microorganismos
Clorhexidina 9 mm 6.4 mm 9 mm 9 mm 7 mm
Sol de hidro. 62mm [6.6 mm 6.4mm [6.4.mm |6.8mm i
Pasta de hidro 53 mm |6.4 mm 72mm |(64mm |7 mm __f
Mezcla de hidro y clor. |7 mm 7.mm 72mm_ [66mm [74mm j
control XXXX* XXXX* XXXX* XXXX* XXXX* |
Tabla 13

Todos los controles resultaron positivos con un numero incontable de bacterias
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clorhexidina

mm de inhibicién por la prueba de difusién en agar

sol hidro

pasta hidro

mezcla

@ clorhexidina
@ sol hidro

Q pasta hidro
O mezcla
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ANALISIS DE RESULTADOS:

ETAPA | (tabla 20)

Ver Anexos 4

Analisis por rangos: (tabla 20)

Rango en mm. De | Solucién de hidréxido de | Solucién de hidréxido de

inhibicién calcio con clorhexidina calcio y agua bidestilada
al 5% al 5%

0-5 mm 0 15

6-10 mm 34 35 e st

11- 15 mm 15 0

16-20 mm 1 0

Tabla 14

Al efectuar el analisis por rangos observamos que la solucién de hidroxido de
calcio con clorhexidina fue efectiva en contra de todas las muestras, mientras que
la solucién de hidréxido de calcio con agua bidestilada no fue efectiva contra 15
muestras, y su maxima inhibicion fue de un rango de entre 6 y 10 mm, mientras
que la solucién de hidréxido de calcio con clorhexidina tuvo 15 con rango de 11 a
15 mm y una con un rango de 19 mm.

Al analisis estadistico T de Student :

Se encontré la t calculada (7.5300) es mayor la at de tablas (2.3684) por lo
tanto se tomo la regla de decisién que dice: si t calculada es mayor o igual que t
de tablas se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alterna. La accion
de la mezcla de hidréxido de calcio y clorhexidina tiene mejor y mayor efecto
germicida que una solucioén de hidréxido de calcio.

Con este analisis estadistico se observa que si existe diferencia significativa de la
eficacia de la accién de la solucién del hidroxido de calcio con clorhexidina con un
alfa de 0.01




ANALISIS DE RESULTADOS DE LA ETAPA Il A CONCENTRACIONES
MINIMAS INHIBITORIAS MIC

La accion del hidréoxido de calcio sobre el E. feacalis fue nula a todas las
concentraciones a las 24, y 48 horas, requiriendo de 72 horas para poder ser
efectivo, mientras que la solucion de hidroxido de calcio con clorhexidina al 2% y
4% fue efectiva desde las 24 hrs, lo que nos da el indicio de que €l E. feacalis es
mas susceptible a la clorhexidina. Mientras que las concentraciones de 6 y 8%
tardaron 48 hrs para lograr el mismo efecto.

Con la P. aeruginosas la accién del hidroxido de calcio requirié de 72 hrs. para
ser efectivo a todas las concentraciones, mientras con la solucién de hidréxido de
calcio con clorhexidina a la concentracion de 8%, se vio efectividad desde las 24
hrs y las demas concentraciones fueron efectivas a las 48 hrs.

Tanto la solucién de hidroxido de calcio con agua bidestilada, como la de
hidroxido de calcio con clorhexidina no son efectivas sobre el A. israeli, y silo es
la clorhexidina al 0.12%

Si existié sinergismo en el efecto anti microbiano al unir hidréxido de caicio con

clorhexidina

Grafica 6




grafica 7

grafica 8




grafica 9

Nota: El Numero de colonias se debe de multiplicar por 1000 para dar el total de
colonias, ademas el contacto del medicamento con las cepas originé un retardo
en el crecimiento, por lo que la observacion se efectué siempre 12 horas después.
Todos los controles presentaron un nimero incontable de colonias

controles de E. feacalis y P. aeruginosas

E. feacalis
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ANALISIS DE RESULTADOS ETAPA Il SOLUCIONES MAS CONCENTRADAS
(tablas 10 -19)

Todos los medicamentos probados fueron efectivos contra E. feacalis, P,
aeruginosas, B. subtilis y E. mutans, fueron efectivos desde las 6 horas a todas las
concentraciones, solo el enjuague Oral “B” (con clorhexidina al 0.12%) a las
concentraciones de 6.25% y 12.5 % dieron resultados positivos de 133 colonias y
24 colonias, aumentando el niimero de colonias en la concentracién de 6.25% a 259
colonias a las 24 hrs y a las 72 hrs. incontables, lo cual nos indica que clorhexidina

a concentraciones por debajo de 0 .12% no es efectiva contra la P. aeruginosas.

controles

sin crecimiento después 6 horas
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ANALISIS DE RESULTADOS DE LA ETAPA IV
Al analisis estadistico ANOVA:

Si se encontré una diferencia significativa con un alfa de 0.05 entre la accién
germicida de las substancias a evaluar, ya que la F calculada (3.4780) es mayor la
a F de tablas (1.7184).

A la prueba LSD el medicamento que tiene mejor antimicrobiano es la clorhexidina,
seguido de la pasta de hidroxido de calcio con clorhexidina , después la pasta de
hidroxido de calcio y por tltimo la solucién de hidroxido de calcio

La clorhexidina tiene mejor efecto sobre el E. aureus, B. subtilis y E. feacalis
Mientras que la pasta de hidréxido de calcio con clorhexidina tiene mejor efecto

sobre la P. aeruginosas y la mezcla de todos los microorganismos.

mm de inhibicion por la prusba de difusion en agar

B ciorheading

Mgl hidro
D pasta hidro

@mazcia

pasta hidro

grafica 10

pruebas de difusion



ANALISIS DE RESULTADOS DE LA FASE Il (IDENTIFICACION BACTERIANA)

Staphylococus sp. (65%), Enterobacter sp. (10%), Klebsiella sp. (7%), Escherichia
sp. (6%), Candida sp. (5%), Proteus sp. (4%), Chryseomonas sp.(2%) y
Acinetobacter sp. (2%)

Dentro del Género Staphylococcus sp. se identificaron 7 especies . El
Staphyloccocus aureus fue la especie que se aislé con mayor frecuencia con un
31.29%, seguida de Staphyloccoccus xylosus (25%), Staphylococcus lentus
(18.75%) Staphylococcus capitis (12.5%), y por ultimo Staphylococcus
chromogenes y Staphylococcus epidermidis con un 6.25% para cada especie.
Microorganismos Gram negativos:

Se identifico en un 33.3% a Enterobacter agglomeras, Klebsiella ozaenae y
Escherichia coli con 16.6% para cada una. Teniendo a Klebsiella rhinoscleromatis,
Chryseromonas luteola, Acinetobacter baumanni/calco y Proteus miriabilis con un

8.33% para cada caso.




DISCUSION:

La efectividad del hidroxido de calcio a sido demostrada a través de los afios y en
diferentes investigaciones, actualmente sabemos que el pH (12.2 a 12.8) de este
medicamento juega un papel muy importante en sus acciones bactericidas, vy
mineralizadora sobre los tejidos afectados®®, si se tiene en cuenta que la mezcla de
hidroxido de calcio y clorhexidina conserva el mismo ph (12.6) podemos deducir que
por lo tanto se van a conservar las mismas propiedades benéficas.

Una de las grandes polémicas que presenta el hidroxido de calcio respecto a su
tempo de accién bactericida sobre el E. faecalis y la P aeruginosas, que va a varia
dependiendo del autor consultado, ademas la concentracién juega también juegan
un papel importante, Ferreira*® dice que concentraciones bajas de hidréxido de
calcio tienen poca o nula accién sobre estos gérmenes cosa que fue demostrada
en este experimento en la fase 1 ya que concentraciones de .5 % de hidroxido de
calcio, presentaron poca inhibicion bacteriana, en comparacién de la mezcla
propuesta de hidroxido de calcio y clorhexidina al .5% y en el estadistico que se
realis6 con una prueba t de Student se encontré una diferencia significativa de .001
Existen otros estudios como el de Sadafy ?’ En el cual menciona que para que la
solucion de hidroxido de calcio sea efectiva sobre el E. faecalis y la P aeruginosas
se requiere de 48hrs. Se obtuvieron mismos resultados llegamos al utilizar
soluciones a una concentracién minima inhibitoria (CMI), pero en concentraciones
mayores se observd que el tiempo de accién fue igual al de la clorhexidina, y la
mezcla propuesta desde las 6 hrs. mismos resultados obtenidos por Estrela .

La poca efectividad del hidréxido de calcio sefialada por Sundquist?® y  Siquiera *
sobre la P. Aeruginosas y el E. Faecalis no se presentaron en el presente estudio a
concentraciones altas y esto puede deberse a los métodos utilizados para evaluar
su accion (difusion en agar). Ademas en las pruebas de difusion en agar las
soluciones de hidroxido de calcio, solucién de hidroxido de calcio con clorhexidina
tienen mejor difusion que la presentacion en pastas, en el caso de la mezcla de
hidroxido de calcio con clorhexidina, se observé mejor difusién que la de hidroxido

de calcio, y demostré mayor difusién la clorhexidina al 0.12
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Los estudios que demuestran inefectividad de la accién del hidréxido de calcio en
contra del Actinomices israeli ** fueron corroborados, ya que no existid ninguna
accion antimicrobiana con la soluciéon de hidroxido de calcio a las concentraciones
del 2% ni del 8% , y la mezcla propuesta aunque tuvo una disminucién en la
turbidez no fue efectiva, y si se observo efectividad con Ia clorhexidina al 0.12

En lo que respecta a los efectos secundarios reportados por . Ellingsen " sobre el
uso de la clorhexidina ( coloracién pardo amarillento, descamacién de mucosas, etc)
esto no se presentarian el caso de la utilizacién de la mezcla de hidréxido de calcio
con clorhexidina, ya que su uso estaria limitado a cavidades cerradas, por lo que no
tendrian contacto con los taninos o las mucosas ademas de que su uso seria por

lapsos de tiempo cortos.



CONCLUSIONES:

1) Los resultados obtenidos en esta investigacion son muy alentadores, las pruebas
microbiolégicas efectuadas, demostraron que si se logré sinergismo en la actividad
antimicrobiana al mezclar hidréxido de calcio con clorhexidina.

2) La disminucién bacteriana se relacion6 con el tipo de microorganismo,
susceptibilidad al medicamento, concentracién del mismo y al tiempo en el cual este
en contacto con los microorganismos.

3) La efectividad antimicrobiana de la mezcla, esta dada en primer lugar por la
clorhexidina en si, aunado al pH que presenta al unirlo al hidroxido de calcio (12.6)
El pH de la mezcla, por ser igual al del hidréxido de calcio también puede producir
dentinogénesis, osteogénesis y control de exudados, por efecto de la liberaciéon de
los iones calcio e hidroxilo por efecto de la liberacion de los iones calcio e hidroxilo.
Ademas por ser un pH alcalino va a la neutralizar la zona infectada, ayudando a la
eliminacion de los microorganismos.

4) La mezcla propuesta comprobd ser efectiva contra el E. Feacalis y P.
aeruginosas.

5) Tanto el hidréxido de calcio con clorhexidina y la solucién de hidréxido de calcio,
no son efectivos contra el Actinomices israeli.

6) A concentraciones minimas inhibitorias no se recomienda el uso de la mezcla
propuesta ya que causa retardo en el crecimiento y requiere dé un lapso mayor para
eliminar a los microorganismos.

7) Se debe de utilizar la mezcla propuesta a soluciones sobre saturadas ya que
demostro su eficacia desde las 6 hrs.

8) Los efectos adversos de la clorhexidina como son el cambio de color de los
érganos dentarios (color pardo amarillento), la pérdida de la sensacién del sabor y
la descamacién, no se presentarian al utilizar la mezcla propuesta ya que se
utilizaria en cavidades cerradas y por un tiempo minimo.

9) No se recomienda la utilizacion de la mezcla propuesta como solucién irrigadora
en primera instancia, ya que existen soluciones irrigadoras que poseen mayor

efectividad antimicrobiana ( hipoclorito de sodio).
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10) La utilizacién de la mezcla propuesta en forma de pasta se debe de utilizar solo
en casos de infecciones persistentes, cuando se pretenda formar la apexificacién de
raices infectadas.

11) Se recomienda en la medicacion intra conductos con la mezcla de hidroxido de
calcio y clorhexidina, cuando existan apices abiertos, o alergia al hipoclorito de sodio
Aunque los resultados son halagadores, se recomienda continuar la investigacion y
efectuarlos in vivo

12) Los microorganismos que con mayor frecuencia se encuentran en los conductos
infectados o necréticos son los Staphylococcus.

13) La clorhexidina tiene mayor efecto bactericida sobre el E. Faecalis, B. Subtilis y
E. Mutans, y el A. Israeli, mientras que la mezcla propuesta tiene mejor efecto sobre

la P aeruginosas y la mezcla del E. feacalis, P. aeruginosas, B. Subtilis, y E. mutans
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ANEXO 1

Tincion de Gram se efectud de la siguiente manera:

En un porta objetos se colocé una gota de agua bidestilada, con una aza
previamente esterilizada a calor, se procede a tomar una colonia de la caja de Petri,
la cual es colocada sobre el agua bidestilada, se extendié la azada hasta dejar una
capa delgada de los microorganismos, se deja a que se evapore el agua y se
procede a fijar la preparacién a través de calor, para proceder a efectuar la tincion de
Gram que consiste en:

Poner colorante a base de cristal violeta por un minuto, decantar con agua corriente,
para posteriormente afiadir lugol por otro minuto y lavar con alcohol acetona y
después con agua corriente y por ultimo se le agrega zaframina, dejandola por un
minuto, lavar con agua, esperar a que seque para posteriormente observar al
microscopio.

La coloracion azul nos indica que los gérmenes a observar son Gram positivos y |a

coloracion rojiza que son Gram negativos.
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ANEXO 2

ESCALA DE MC. FARLAND

Clave de tubo

Cloruro de Bario
(1%)

Acido Sulfarico
(1%)

Suspension bacteriana
correspondiente por mL

(X10%)
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 6
3 03 9.7 9
4 0.4 9.6 12
b) 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.3 24 -
9 0.9 9.1 27
10 10 9.0 30
['A TESIS NO

LA }%Ilﬂ EUI‘E A
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ANEXO 3
ETAPA 1
MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION en mm.

Sol. de Sol. hidroxido
Ca(OH)2 y de calcio al 5%
Clor al 5%
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11
11
11
11
Il
11
11
11
11
12.6
13
13
13
13
15
19

total
475mm

~N ) )

8.4
8.4
8.4
8.4
8.4
8.4

249 .8mm
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