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1. Antecedentes

1.1 Generalidades microbianas

La microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos mas antiguos en ser
reconocido, y su descripcién inici6 en 1863 cuando Antdén van Leeuwenhoek
observa por primera vez en el microscopio a estos microorganismos en placas
dentales; desde entonces, estos microrganismos se han convertido en un desafio
paralosinvestigadores, debido a las dificultades que han encontrado para identificar

y caracterizar a la microbiota humana (1).

La cavidad oral actia como el portal principal de entrada al tracto digestivo y la
biopelicula oral alberga uno de los sitios mas diversos, microbiologicamente, dentro
del cuerpo humano. La boca contiene 32 dérganos dentarios en la nomenclatura
normal de un adulto, en los cuales, segun su anatomia cada 6rgano dentario permite
la colonizacion microbiana y posterior formacion de biopelicula adquirida (2).
Ademas de los dientes, la boca contiene una gran variedad de habitats que
contribuyen a su gran complejidad ecolégica, los cuales comprenden, fosetas y
fisuras de los 6rganos dentarios, la lengua, el surco gingival, mucosa yugal, paladar
blando y duro. Estos sitios crean nichos que estan influenciados por las variaciones
en la disponibilidad de oxigeno y nutrientes, el estrés mecanico y el flujo salival, que

en conjunto respaldan la colonizacion y el sustento de distintas comunidades (3).

Existen bacterias autétrofas y heterétrofas (saprofitas, parasitas y simbidticas);
muchas bacterias son aerobias porque necesita O»; otras son anaerobias, viven en
ausencia de O, y algunas mas pueden vivir en ambos medios por lo que se les
llama facultativas. Su reproduccion es por medio de una fision binaria, en boca
existen un aproximado a de mas de 450,000 tipos de bacterias en cavidad bucal.
Para estudiar la microbiota de cualquier parte de la cavidad bucal se pueden utilizar
la técnica de frotis bacteriano y en medios de cultivos artificiales; el primero se utiliza

para determinar los tipos morfologicos y el sitio de localizacién en la boca, el



segundo nos ayuda a determinar el niumero, tipo y forma de los microorganismos.
Las técnicas como la tincion de Gram se utilizan para separar las bacterias en Gram
positivos y Gram negativos. Estas diferencias se atribuyen a la composicién quimica
distinta de las paredes de ambos grupos bacterianos (4).

Con respecto a la distribucion de algunos de estos microorganismos, las especies
del género Streptococcus se encuentran en una alta proporcion en tejidos blandos,
saliva y en la lengua. Las especies del género Actinomyces se encuentran a nivel
supra e infra gingival y en fisuras de la lengua. Otras bacterias como Veillonella
parvula y Neisseria mucosa pueden ser aisladas en todos los habitats orales (5).

También puede existir colonizacion intracelular en células epiteliales de la cavidad
oral por complejos bacterianos  constituidos por  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia (6).

La mayoria de estos microorganismos exhiben en la cavidad oral una capacidad
simbidtica y una relacion con el huésped basada en beneficios mutuos, como es el
no causar dafos a nivel oral y permitir que la microbiota habitual pueda mantener a
las especies patdgenas delimitadas al no permitir que se adhieran a las superficies

mucosas (7).

Aunqgue la dinamica del microbioma oral se ha examinado como parte de estudios
mas complejos que examinan la microbiota del tracto digestivo, hasta el momento
hay relativamente pocos estudios longitudinales que se hayan centrado
exclusivamente en los cambios temporales del microbioma oral. Los hallazgos de
otros estudios que examinaron la lengua y sitios supragingivales en 85 pacientes
durante 3 meses, y la saliva en dos pacientes durante 1 afio (8), sugieren que la
composicién bacteriana en estos habitats varia temporalmente. En contraste, el
paradigma actual sugiere que la microbiota de placa se encuentra en un estado de

homeostasis microbiana; algunos estudios indican que la microbiota oral permanece



estable a lo largo del tiempo, al menos en sujetos aparentemente sanos sin

antecedentes heredofamiliares(9).

1.2 Microambiente oral

El microambiente oral puede diferir entre los sujetos como resultado de la calidad y
cantidad de saliva, variabilidad en los habitos sociales (consumo de tabaco, dieta,
exposicion a medicamentos, enjuagues bucales, etc.), fluctuacién hormonal,
variabilidad en los niveles de mecanismos de defensa, asi como enfermedades
concomitantes. Estos factores conductuales, ambientales y genéticos pueden
afectar la microbiota oral al influir en diversos parametros ecologicos. La disbiosis
del microbiota habitual bucal se asocia con infecciones orales que incluyen caries
dental y periodontitis principalmente. Por lo tanto, una comprension profunda de
este tipo de fluctuaciones presenta una oportunidad para examinar su cambio
durante el inicio y recurrencia de la enfermedad. En resumen, debido a que la boca
estd expuesta al ambiente externo y sometida a cepillado, uso de hilo dental e
ingesta de nutrientes, es légico que el recambio microbiano salival, la placa dento
bacteriana varie significativamente, lo que a su vez afecta la utilidad confiable de la
placa y saliva en la evaluacion de riesgos, diagndstico o aplicaciones

prondsticas(10).

1.3 Saliva, su funcién y su correlaciéon con el Biofilm

La saliva (fluido corporal) funciona como principal medio en el cual las bacterias
presentes en cavidad oral se puedan trasladar de un sitio a otro, este fluido salival
se obtiene por medio de glandulas salivales mayores como: parotida, sublingual y
submaxilar, asi como glandulas salivales menores como las labiales y bucales,
regularmente la mayoria de las glandulas menores se presentan en todo el entorno
de mucosa yugal, paladar blando, duro y lengua. La saliva ayuda como principal

protector de los tejidos blandos y duros de la cavidad oral. (11)



La composicion de la saliva varia de un individuo a otro, principalmente se va a ver
modificado por la forma de alimentacién, higiene bucal y enfermedades presentes
en las glandulas salivares, existen tres tipos de saliva: mucosa, serosa y mixta. La
saliva es producida por estimulos del sistema nervioso auténomo: lo cual provoca
la estimulacion parasimpética que en ella se produce secrecion acuosa de manera
abundante y simpatica, que puede ser provocada por estrés y asi la produccion
salival es menor, estos factores modifican el pH salival que varia de 6.7 a 7.5, asi
su composicion va a depender de la cantidad de células acinares presentes en las
glandulas salivares mayores, que sintetizan las diferentes secreciones de saliva.
(11)

El mecanismo mecanico de saliva: el cual a traves de flujo salival realiza una
limpieza de todas las superficies de cavidad oral produciendo una reduccion de
microrganismos actuando en conjunto de la actividad muscular. Con esto la saliva
provoca la iniciacion, maduracion y metabolizacion de la placa dental. La formacion
de la placa dental se considera un tipo de biopelicula o biofilm, principalmente

dependera con el tipo de dieta.(2)

Esta biopelicula se define como una comunidad microbiana que se va a alojar en
las superficies dentales, la microflora de la placa dental es protegida por una amplia
variedad de factores antibacterianos y que predominan en cualquier ecosistema que
provee nutrientes, con una estructura ordenada que le permite crear y/o estar en
un ecosistema de canales de agua; partiendo de ahi colonizaciones primarias, que
son las que ocupan mayor acercamiento de la superficie de los 6rganos dentarios
formando una retencion fisico quimica aun no definida, por ende se desprenden
receptores complementarios que forman una adhesion irreversible desarrollando un
mejor ecosistema y asi potencializar el crecimiento bacteriano. Con el tiempo la
placa dental se vuelve un mosaico de microorganismos, llamado asi porque la placa
se vuelve una estructura organizada especialmente de organismos que ocupan un
lugar definido(2,11).



1.4 Principales afecciones bucales: Caries y periodontitis

La mayoria de los seres humanos a nivel mundial ha padecido alguna de estas dos
patologias, primordialmente caries dental. Diversos estudios mencionan que la
caries es un desequilibrio en la superficie dental y sub-superficie en conjunto con el
microbiota adyacente que provoca una desmineralizacién a corto plazo, afectando
diversos tejidos de los érganos dentarios. Diversos estudios mencionan el impacto
considerable que provoca la caries dental, en todos los ambitos sociales, nadie esta
exento de padecer esta patologia y mucho menos referir dolor, deterioro de la
funcidn y calidad de vida. Caries dental sigue demostrando que hasta la actualidad
sigue siendo una enfermedad crénica con mayor prevalencia a nivel mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), refiriere una problematica a nivel mundial
gue produce esta enfermedad reportando asi, en su ficha técnica de la OMS de abril
del 2012 informa, entre otras cosas, que: entre el 60% y el 90% de los escolares y
casi el 100% de los adultos en el mundo tiene experiencia de caries. La caries
dental se puede prevenir manteniendo un nivel bajo constante de flior en la cavidad
oral. Existen factores de riesgo comunes para las enfermedades orales y las cuatro
primeras enfermedades cronicas (enfermedades cardiovasculares, cancer,
enfermedades respiratorias crénicas y diabetes) que incluyen: dieta no saludable,
uso de tabaco y uso lesivo de alcohol. La higiene oral deficiente también es factor
de riesgo para enfermedad oral, asi como los factores sociales. La caries oral en
nifios y adultos es mas alta en los grupos poblacionales mas vulnerables y de mayor

pobreza(12).

Otro factor de riesgo muy importante en cavidad oral que se ha producido también
por el déficit de higiene bucal es: la periodontitis; enfermedad multifactorial
infecciosa crénica que principalmente va a afectar todos los tejidos de soporte de
los 6rganos dentarios tales como cemento, ligamento periodontal. En los ultimos
afos se ha incrementado el padecimiento a causa de factores de riesgo tales como

el consumo de taco, alcohol, obesidad, falta de actividad fisica etc.(13).



1.5 Avances tecnolégicos en materiales dentales obturadores

Con el avance de los afos la tecnologia ha ido avanzando y con ello se fueron
creando materiales dentales que han ayudado al odont6logo a realizar un mejor
trabajo en lo que concierne en la restauracion de los dientes. Su principal objetivo
de los materiales dentales obturadores, también conocido como empaste; es un
procedimiento que consiste en realizar una restauracion de un diente que ha
sido previamente dafiado por caries, dafiando la estructura y la anatomia del diente
o bien se debe por un traumatismo, para proteger la cavidad pulpar del 6rgano
dentario en caso de que haya tenido un dafio en los tercios coronarios, asi evitando
una filtracion bacteriana( provocada por un mal sellado de la restauracion, desgaste
o fractura), que a un corto plazo puede provocar un dafo a los tejidos pulpares. Asi
se dividen estos materiales de obturacién: permanente; con frecuencia se coloca en
una sola sesion, conformando estos materiales como resinas, amalgamas y
ceramicos, lo cual nos permite una proteccion del érgano dentario a lapsos largos
de tiempo, dependientes del cuidado que lleva el paciente. Temporal; colocadas en
una sesion, cuando el procedimiento requiere continuidad, con una duracion no
maxima de 15 dias, los materiales temporales nos ayudan a prevenir la
contaminacion del conducto por restos de comida, fluidos orales y microorganismos
sellando herméticamente la cavidad de acceso para prevenir la microfiltracion

coronal (14).

Estudios previos hacen mencién que las obturaciones temporales mas usadas en
el ambito odontolégico son: IRM, ZOE, Cavit, Dycrat; han sido unas de las
obturaciones que tienen mayor resistencia a la filtracion bacteriana, dando

confiabilidad para realizar un tratamiento con mayor asepsia (8).

En el area de endodoncia se recomienda colocar obturaciones temporales en
tratamientos no terminados, con el fin de mantener el conducto radicular protegido,
existen diferentes tipos de composicion y mecanismos de los materiales

restauradores temporales, las caracteristicas ideales de un material de obturacion



temporal es: facil manipulacién, sellado marginal, resistencia a la abrasion y
compresion, apariencia estética, que no provoque decoloracion de la pieza dental y

dimensionalmente estable (15).

1.6 Generalidades de los 6rganos dentarios

Cronolégicamente existen dos clasificaciones de los 6rganos dentarios y su
erupcion, principalmente del periodo de vida neonato o natal hasta 12 afios todos
los seres humanos pasamos por una denticidbn de 6rganos dentarios deciduos
anteriormente llamados temporales, posterior a ello erupciona la segunda
clasificacion que son los dientes permanentes. Anatdmicamente el 6rgano dentario
estad compuesto por tres estructuras, primordialmente esmalte es el tejido mas duro
del cuerpo humano, unidad morfolégica con cristales de hidroxiapatita de calcio, con
una coloracion translucida que recubre la corona del 6rgano dentario, la dentina que
es un tejido amarillento avascular que se ubica por dentro del esmalte (parte
coronal), rodeada por el ligamento periodontal y el cemento (porcion radicular) que
da la vitalidad, nutricidn, sensibilidad al érgano dentario a través de odontoblastos y
pulpa que es un tejido conjuntivo laxo, su superficie cubierta de odontoblastos,
principalmente compuesta de vasos linfaticos sanguineos; cada uno de estos
componentes anclados sobre los alveolos del maxilar y la mandibula que son
rodeados de encia, hueso alveolar, cemento que en conjunto forman el periodonto,
cada una de ellas representa una funcion vital para que cada 6rgano dentario realice

su funcion (16).

1.7 Descripciones generales de la pulpa dental y estructuras dentarias

La pulpa dental es un tejido conectivo que se sitia en un ambiente Unico ya que se
encuentra cerrada en la camara pulpar que esta ubicada en el tercio medio de la
corona en un compuesto rico de dentina mineralizada (es cavidad Unica en la cual
se va alojar la pulpa), aunque sus estructura y composicion de la pulpa es diferente

en todos los sentidos de la dentina, ambos tienen una correlacién intima



embriolégica y fundamentalmente, el complejo pulpo- dentinario es muy importante
ya que en su desarrollo las células de pulpa produce dentina, vasos sanguineos,
nervios, aunque la pulpa y dentina tienen diferentes estructuras, ya formadas
reaccionan a los estimulos en una unidad funcional en su observacion morfolégica
intenta imitar la estructura coronaria, esta compuesta por cuernos pulpares que son
prolongaciones dirigidas hacia la corona, mas en especifico hacia sus cuspides,
regularmente los dientes anteriores no los presentan, estas estructuras anatomicas
son afectadas por la edad, abrasiones, traumatismos u otro agente externo que
modifique su morfologia (17).

Estudios previos revelan que la hidroxiapatita un complemento importante ubicada,
en huesos humanos, érganos dentarios; es un bio cristal formado por atomos de
calcio, fosforo e hidrogeno, que va a dar la dureza de los tejidos del cuerpo en este
caso el esmalte y dentina de los 6rganos dentarios ya que son tejidos mineralizados,
ya que su funcién principal de los dientes es triturar alimentos y producir el bolo

alimenticio, a diferencia de los huesos que es de soporte y proteccion (18).

1.8 Afecciones de los dientes

Cuando se desarrolla un desequilibrio biologico ya sea por factores extrinsecos o
intrinsecos en la cavidad oral primordialmente se va a ver afectado todo el medio
gue compone el tracto estomatognatico, desde la alteracion de la microbiota, cambio
de pH de buffer salival, tejidos de soporte de los 6rganos dentarios, se producen
enfermedades bucales por agentes patdgenos como la caries o enfermedad
periodontal, desarrollo de infecciones virales y micoticas, entre otros factores

patolégicos (19).

Desafortunadamente los 6rganos dentarios son los primeros en verse dafiados
cuando hay un desequilibrio en la cavidad oral, estudios previos revelan que los
pacientes acuden de manera emergente al especialista de salud oral, por dafios en

la pulpa dental refiriendo sintomas de dolor, asi las enfermedades de la pulpa son
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originadas principalmente por factores irritantes, ya sea producto de caries dental,

traumatismo, principalmente la pulpa se adapta a la lesién causada, para no verse

afectada, pero en su caso que este muy dafiada por caries de 4 grado o una herida

directa al tejido pulpar, la reaccién de la pulpa es més violenta en todos los sentidos

(células de tejido dafiadas), ya que no puede adaptarse a esa situacion, con ello

intenta resistir y alargar hacia una cronicidad, de esta manera si no se logra dar este

objetivo, se produce rapidamente necrosis, este estado crénico aunque haya

dominado perece al paso del tiempo (19,20).

Vazquez de Leodn; Mora; Palenque; Sexto y Cueto (2008) mencionan las siguientes

clasificaciones de afecciones pulpares (20).

Tabla 1. Clasificacion de patologia periapical

Reabsorcion

Interna

dentinaria

Pulpitis Reversible Hipersensibilidad
Herida pulpar (latrogénica)
Irreversible Sintomatica Serosa
Purulenta
Asintomatica Hiperplasica
(Pdlipo pulpar)
Ulcerada
Necrosis Parcial Aséptica
Séptica
Total Aséptica
Séptica
Calcificacion Otras Hialina, grasa, fibrosa,
metaplasia
Atrdfica

Fuente: Etiologia, clasificacion y patogenia de la patologia pulpar y periapical (21).

11



Tabla 2. Clasificacion de patologia periapical

Periodontitis Hiperemia Apical

Apical

Reversible

Periodontitis Sintomatica Serosa Purulenta
Apical Granulomatosa | Supurada | Osteoclerosis
irreversible Apical

Fuente: Etiologia, clasificacion y patogenia de la patologia pulpar y periapical (21).

1.9 Tratamiento:

En todas afecciones pulpares se debe realizar un tratamiento de conducto que se
encarga de devolver el funcionamiento de un Organo dentario que haya sido
afectado por caries o diversos factores periodontales o hemiseccién radicular. A
través de un tratamiento de conductos, encargado de realizar el vaciamiento de la
pulpa, se hace una asepsia total de los conductos radiculares, camara pulpar y se
sustituye la pulpa con materiales odontologicos (gutapercha), lo cual devuelve
funcionamiento del érgano dentario, el éxito de este dependera de la planeacion de
diagndstico, tratamiento, conocimiento de la morfologia dental, esterilizacion y

obturacion del conducto radicular (22).

Por tal motivo los tratamientos de conductos en el area de endodoncia son
procedimientos que conllevan su tiempo y un alto grado de antisepsia, por tal motivo
el estomatdlogo en algunos casos opta por la utilizacibn de obturaciones
temporales, en el mayor uso se encuentran Systemp Inlay como una obturacion mas
actual, Zoe con endurecedor, IRM y en su defecto Cavit:
e Systemp Inlay: Es un material mono componente fotopolimerizable para el
tratamiento temporal sin necesidad de utilizar un cemento provisional, matriz

de mondmero consiste en metacrilatos con alto peso molecular, relleno de
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diéxido de silicio altamente disperso y copolimeros, ademas contiene
triclosan, catalizadores y estabilizadores. Dadas sus indicaciones es
apropiado para preparaciones muy profundas y de paredes paralelas,
también en pequefias socavaduras, se puede también aplicar como material
de obturacion de base para coronas y puentes prefabricadas y provisionales
realizadas con policarbonato o metacrilatos, asimismo utilizarse para el cierre
de orificios de las espigas de implantes. Contraindicaciones: No es apropiado
como provisional de coronas y puentes. No debe permanecer en boca por un
periodo superior a un mes. No se debe utilizar el producto en pacientes con
alergia conocida a cualquiera de sus componentes (23).

ZOE: Oxido de zinc con eugenol, obturacién temporal con rapido
endurecimiento, mantiene un pH 7, resistente a la compresion y traccion,
eugenol ayuda como bactericida y desensibiliza el diente, manipulacion de
polvo a liquido 3:1 o 4:1, conlleva incorporacion de polvo a liquido
vigorosamente hasta un estado de masilla (24).

IRM: 6xido de zinc, polvo de polimetilmetacrilato (PMMA), acetato de zinc,
pigmento y eugenol liquido, acido acético, sus indicaciones: material
restaurador directo intermedio de relleno (temporal, menos de 1 afo),
material base para su aplicacién debajo de restauraciones permanentes que
no contengan resina, esta contraindicado para su uso con pacientes que
tengan hipersensibilidad o reacciones alérgicas graves al eugenol o a
cualquiera de los componentes, aplicacidn directa sobre el tejido de la pulpa
dental (recubrimiento pulpar directo). Utilice una técnica de espatulado que
combine de forma rapida y completa el 50% del polvo con la totalidad del
liquido distribuido, afiada el resto del polvo a la mezcla en 2 o0 3 partes y
mézclelo bien con la espéatula. La mezcla debe realizarse en menos de un 1
minuto aproximadamente (23).

MD- Temp: Formado por sulfato de calcio, 6xido de zinc, acetato de glicol,
acetato de polivinilo y trietanolamina, sin eugenol, uso directamente con

algun instrumento y se puede retirar exceso (23).
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2. Planteamiento del problema

Uno de los objetivos principales del tratamiento endodontico es la desinfeccion del
sistema de conductos radiculares y la prevencion de la reinfeccién. Las infecciones
de los canales radiculares son polimicrobianas y comprenden tanto bacterias
anaerobias como aerobias(25). La invasion bacteriana se da por distintas vias:
tubulos dentinarios, defectos del sellado marginal material-diente, conductos
laterales o accesorios a lo largo de la raiz, traumas dentales y caries dental. El
desgaste, los cambios de temperatura y la contraccion por polimerizacion de los
materiales, pueden ser los principales causantes de la filtracion microbiana, lo que

conlleva un grave problema de salud en la poblacion en general (19).

Los materiales dentales restauradores en general, tomando en cuenta tanto los
materiales temporales como los definitivos, presentan como caracteristica
fundamental la capacidad de proporcionar un sellado que impida la invasion
bacteriana. En endodoncia se recomienda restaurar con un material temporal la
cavidad de acceso coronal cuando el tratamiento de conductos radiculares no se va
a finalizar o a restaurar de forma definitiva en una sola sesion. Existen materiales
para restauracion temporal con composiciones y mecanismos de endurecimiento
diferentes, por lo que numerosas investigaciones se han dirigido a la busqueda de
los mejores para endodoncia, que eviten la microfiltracion bacteriana a través del
tiempo (24).

Por lo antes mencionado, surgio la siguiente pregunta de investigacion; ¢qué

obturacion temporal, presenta mayor resistencia a la filtracion microbiana expuesta

en un sistema in vitro?
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3. Justificacion

Los materiales dentales restauradores en general, tomando en cuenta los
materiales temporales y los definitivos, presentan como caracteristica fundamental

la capacidad de proporcionar un sellado que impida la invasion bacteriana.

En endodoncia, area de la odontologia que se encarga de devolver el
funcionamiento de un 6rgano dentario que haya sido afectado por caries o diversos
factores a través de un tratamiento de conductos, encargado de realizar el
vaciamiento de la pulpa, se hace una asepsia total de los conductos radiculares,
camara pulpar y se sustituye la pulpa con materiales odontologicos, se recomienda
restaurar con un material temporal la cavidad de acceso coronal cuando el
tratamiento de conductos radiculares no se va a finalizar o a restaurar de forma

definitiva en una sola sesion.

Existen materiales para restauracion temporal con composiciones y mecanismos de
endurecimiento diferentes, por lo que, numerosas investigaciones se han dirigido a
la busqueda de los mejores para endodoncia, que eviten la microfiltracion bacteriana
a través del tiempo (22). El objetivo de esta investigacion es evaluar que obturacion
temporal (Systemp Inlay, ZOE, IRM y MD-Temp) tiene mayor resistencia a la

filtracion microbiana expuesta en un sistema in vitro.
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4. Hipétesis

H1: La obturacién Systemp Inlay demostrard mayor resistencia a la filtracion

microbiolégica.

HO: La obturacién Systemp Inlay demostrara tener el menor rendimiento a la

filtracion bacteriana

HA: La obturacion IRM presentard& mayor resistencia a la filtracion

microbiana, sobre la obturacion Cavit presentara mayor filtracidn microbiana.

HA.. La obturacion Systemp Inlay presentara mayor resistencia a la filtracion

bacteriana sobre las obturaciones Cavit e IRM.
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5. Objetivo

5.10bjetivo general:

Determinar qué obturacion temporal tiene mayor resistencia a la filtracion

microbiana expuesta en un sistema in vitro similar a la cavidad oral.

5.2 Objetivos especificos:

Monitorear infiltracién microbiana mediante cultivo microbiologico en 6rganos

dentarios “ex vivo” tras un corte transversal en medios enriquecidos en el

laboratorio del Hospital Regional ISSEMyM Tenancingo.

e Correlacionar el material de obturacion y la filtracion microbiana.

e Analizar la variabilidad entre pacientes para garantizar el mejor resultado.

e Monitorear probables efectos adversos y/o toxicos durante el periodo de
obturacion.

e Dar aconocer ala comunidad odontologica la obturacion temporal que brinda

mayor proteccion en un tratamiento de conductos que no se va a finalizar o

a restaurar de forma definitiva en una sola sesion.
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6. Materiales y métodos

6.1 Diseino de estudio

e Experimental “in vitro”

6.2 Poblacién y universo de estudio

e Llevando a cabo 100 muestras en dérganos dentarios “ex vivo’(dientes

extraidos segun criterios de seleccion).

6.3 Muestreo

» Organos dentarios extraidos, con un promedio de 110 cultivos microbiol6gico

para la resolucion de estudio de caso: cuota o conveniencia

Estimacion del tamaio de la muestra: 68 6rganos dentarios/ 110 cultivos

microbiolégicos.

Tipo de muestreo

e Muestreo no probabilistico

o Para efecto de los propositos del estudio, se consideraron 68 érganos
dentarios extraidos de personas con padecimiento enfermedad
periodontal y extracciones indicadas de ortodoncia. (poblacién de
estudio).

o Pacientes aparentemente sanos sin antecedentes heredofamiliares
gue acuden a consulta externa en el Hospital Regional ISSEMyM
Tenancingo para extraccion de pieza dentaria y en la licenciatura de

odontologia de UICUL.
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Se clasificaran:

Grupo1 Systemp Inlay Anterior y Posterior

Grupo 2 IRM Anterior y posterior
Grupo 3  Zoe anterior y posterior
Grupo4 MD-Temp Anterior y posterior
Grupo 5 Control de grupo

1. Serealizara una muestra prueba de 9 6rganos dentarios y toma de muestra salival, para validar el
funcionamiento de la incubadora

6.4 Criterios de

¢ Inclusion: El 6rgano dentario se presente aparentemente sano o haya sido
afectado con alguna patologia tales como enfermedad periodontal o caries
de lero o 2do grado sin afectar la estructura dentaria.
Y/o recomendaciones por extraccion del especialista en el area de
ortodoncia.

e Tamaiio radicular de la misma medicién. (15mm)

Exclusién: No se tomaran en cuenta que presenten una patologia como caries
4°, destruccidn coronaria mayor a 2/3, que haya tenido exposicion pulpar.

e Dientes extraidos por necrosis pulpar.

Eliminacion: Diente extraido Fracturado

6.5 Materiales

e Bolsas para esterilizar
e Hisopos de algodon estériles
e 110 Cajas Petri.

e Organos dentarios extraidos
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Obturaciones temporales: IRM (Dentsply-Caulk, USA lote: 171004,
caducidad: 01/2019, cédigo 38012), ZOE (Densell Lote: 0L0627, caducidad:
12- 2020), MD- Temp (Lote: MTW1712263, caducidad 2019/12/25) y
Systemp Inlay (Lote: W98492, caducidad: 2021-12-15, cédigo: 0123)

Fluido salival de paciente aparentemente sano

48 frascos para muestra

Agua inyectable estéril

Hipoclorito de sodio 0.5%

Limas tipo K primera serie

Viales Corning cryogenic estériles

Acrilico autopolimerizable transparente

Esmalte vinilico

Papel estraza

Cinta testigo

Mechero Fisher

Piseta con benzal (cloruro de benzalconio al 50%).

Guantes de asbesto

Espatula

Matraz Erlenmeyer 500 mL

Tapon de algodon para matraz

Agua destilada

Probeta 1000 ml.

Tripie

Tela de asbesto

Cubrebocas

Lysol

Cofia

Guantes vinilo

Fresas de bola carburo %2

Discos de carburo
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Altura
29cm

e Micromotor

e TermoOmetro sumergible

e pH- Indicator strips (non- bleeding) 0-14, MColorpHast™ Lote: 1.09535.0001

e BD Bioxin Agar para Infusion cerebro corazoén, codigo: 214700, contenido:

450¢g

e BD Bioxin Agar Sangre, codigo: 211728, contenido: 450g

e HYCEL, Lote: 302075: 1. Violeta de genciana tiempo: 1 min, 2. Lugol: tiempo:

1 min, 3. Alcohol acetona tiempo: 5 a 7 segundos dependiendo de la cantidad

de muestra y 4. Safranina tiempo 45 segundos.

6.6 Equipo

e Autoclave Matachana 21E (121°C)

e Integrador quimico SteriGage 3M

e Incubadora para la proliferacion microbiana desarrollada especificamente

para este proyecto a 35+ 2°C

e Balanza granataria 5kg Dimac.

e Incubadora 2E para uso hospitalario a 35 £+ 2° C

Incubadora para la proliferacion microbiana desarrollada especificamente

para este proyecto a 35 * 2° C Bloques tamaios:

Ancho de 41 cm

A145m
altura

Se usara 11.500
L de aqua, para
mantener una
temperatura de
35+4/-2
grados.

Alto 3am

Largo 12em

Se realizaran 5 bloques de cristal a una
altura de 14.5 cm en donde se deposita
15ml de fluido salival

Fuente: Propia
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6.7 Variables de estudio

Variable

Definiciéon conceptual

Definicién operacional

Tipo de
variable

Escala de
medicién

Unidad de
medicién

Crecimiento

bacteriano

Obturacién

temporal

Sellado

Saliva

En microbiologia el
crecimiento se define como
el incremento en el nimero
de células (4).

Son aquellos materiales
gue se utilizan para la
reconstruccion parcial de
las estructuras dentarias
gue se han perdido por
causas patolégicas (caries,
erosiones), protésicas
(cavidades con fines
protésicos) o traumaticas,
con el objeto de devolver al
diente sus caracteristicas
anatémicas, funcionales y
estéticas (26).

Cierre de algo de forma
hermética o para que no se
abra (24).

Es un fluido corporal
producto de la secrecion de
las glandulas salivales
mayores como son las
glandulas parétidas,
submaxilar y sublingual, asi
como las glandulas
menores entre las cuales
se distinguen a) Labiales y
bucales; b) Palatinas; c)
Linguales(11).

Mediante los cultivos
Agar gelosa sangre y
chocolate

Obturacion temporal con
una profundidad de
3mm de cada una de
ellas. Grupo para
utilizar: Systemp Inlay,
IRM, Cavit, ZOE.

Utilizaran obturaciones
temporales protegiendo
el conducto radicular
Se utilizara alrededor de
250 ml de fluido salival

de paciente sano

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dias

Cuantitativa

Cuantitativo

Dias

Avance de
proliferacion

bacteriana

Escala

absoluta

Filtracion

bacteriana.
Avance de

filtracion

bacteriana
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6.8 Procedimiento

—_—__— 1

) ! Limpieza 'y
Eliminacién de Extraccion de 68 organos dentarios desinfeccion en
" solucion clorina
tejido pulpar 9 /30 min

con técncia . .
7 5 Trabajo biomecanico
step back . : .
(limpieza y desinfeccion de )
conductos permeabilizando, Pruebas "ex-vivo"
técnica con fuerza (Utilizara solo
balanceada, tecnica de porcion radicular
condensacion lateral, 13 mm,

Vaciamiento de conducto Esterilizacion individual
radicular (LAM= L15,
LAF=L40)

Serie radiografica de
cada 6rgano
dentario

Sellado externo Zona de obturacion
Unién al prototipo (acrilico auto curable/ temporal inmersos en

esmalte vinilico un sistema “in vitro”

transparente similar a la cavidad
oral

Grupo de obturaciones temporales

Grupo Systemp Grupo ZOE Grupo Control de grupo
Inlay IRM

Sin obturacién
temporal

Monitoreo 4, 7, 14y

21 dias
Muestreo
microbiolégico del
Quitar obturacién conducto radicular a

través de raspado en
agua inyectable
esteril.

Fuente: Propia.
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Agar Gelosa
sangre y chocolate

Dejar secar el inoculo _
3-5 minutos Se realiza prueba de

/ | Integrador quimico
Inoculacion en placas mediante SteriGage 3M, para aprobar
estria masiva con isopo esteril . -
: : eficacia del esterilizador
Invertir las cajas o incubar
35 +/-2°C/ 18 - 24 hrs

Gelosa Sangre
9 Gelosa chocolate

Condicion de

aerobiosic Atmosferica CO,

5-10%

Interpretacion cualitativa de
desarrollo microbiano

Esterilizacion calor
humedo

Destino final

Incineracion

Fuente: Propia.
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Cultivo microbiolégico

1. Preparar agar gelosa sangre y gelosa chocolate, siguiendo las instrucciones
del fabricante. (Depende de la marca del agar).

2. Realizar cepa control: Staphylococcus epidermis ATTC: 12228.
Inocular las placas (a temperatura ambiente) con la muestra previamente
procesada de acuerdo con los procedimientos establecidos en condiciones
de esterilidad (cerca del mechero o en campana de flujo laminar).

4. Introducir un hisopo de algodon estéril a la suspension y retirar el exceso de
liquido presionando el hisopo en el interior del tubo.

5. Distribuir el in6culo homogéneamente, mediante estria masiva, sobre toda la
superficie de la placa, cerciorandose que la superficie del agar esté seca.

6. Dejar que el in6culo seque alrededor de 3-5 minutos con las placas hacia
arriba.

7. Invertir las placas de gelosa sangre e incubar a 35 + 2° C durante 18-24 horas
en condiciones de aerobiosis.

8. Invertir las placas de gelosa chocolate e incubar a 35 + 2°C durante 18-24

horas en atmoésfera de 5-10% de CO..
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Interpretacién

Cualquier desarrollo de colonias microbianas en la superficie del
medio es considerado como positivo. Reportar el crecimiento en forma
cualitativa (-) sin desarrollo; (+) poco desarrollo 25,000 UFC; (++)
desarrollo moderado 50,000 UFC, (+++) desarrollo regular 75,000
UFC, (++++) desarrollo abundante 100,000 UFC y (+++++) desarrollo
excesivo +100,000UFC indistintamente de la morfologia colonial.
Posterior a la lectura de las 24 horas, dejar incubando a temperatura
ambiente por 48 horas mas. Si no hay desarrollo tras la ultima
incubacion reportar “sin desarrollo de microorganismos a las 72 horas
de incubacion”.

Se les daréa destino final a todas y cada una de las cajas mediante

esterilizacion por calor humedo y posterior incineracion.

6.9 Analisis estadistico

Se realizard de manera comparativa y de desarrollo con graficos

estadisticos de barra de cada una de las obturaciones.
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7. Monitorizacion del microambiente
Registro salival se llevo a cabo desde el dia 27 de abril al 17 de mayo del afio 2018.

La saliva contiene moléculas orgénicas e inorganicas asi como microbiota habitual
gue, al estar en contacto con nutrientes, proliferan y como parte de su metabolismo
natural, “liberan” acidos organicos que modificarian el pH “normal”, lo cual, si lo
extrapolamos a las condiciones de un paciente (que de llevar habitos higiénicos
adecuados podria no necesitar de este tratamiento), “favoreciendo” asi que, al
contacto con el material de obturacion, se pruebe en condiciones un poco mas

‘extremas” el material de los mismos y valorar la resistencia a la microfiltracion

e Saliva se coloco en fresco a las 24 horas de su recoleccion, se colocé 15ml
en cada bloque, la saliva se recolecto a los 30 minutos de haber realizado
higiene bucal solo con pasta dental, la recoleccion inicial y las posteriores se
tomaron en ayuno, sin consumo de algun alimento.

e Se realiz6 dos tomas de temperatura en ° C, en cada bloque y temperatura
del agua de la incubaciéon cada 12 horas.

e Se tomo registro de pH con tiras indicadoras cada 12hrs.

e Desde el dia 1 hubo presencia de condensacion por tal motivo se decidio
colocar dos marcas en la incubadora, una de limite inicial de agua que se
mantuvo con 11,400 ml a las 24 horas.

e Se observo perdida de 200ml aproximadamente, entonces por tal motivo
cada 24 horas se colocé 200ml de agua a la incubadora, con ello se evitd

variacion de la temperatura de la incubadora.
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Tabla 3. Bitacora de la incubadora y cambios salivales

Dias Cambios de pH Presencia de Olor Temperatura | Colocacion de
coloracion (toma | macromoléculas saliva:
cada | (%) °C cada 12hrs
12
horas)
1(27 de | Transparente 7/7 (-) Hay olor 35°C/36 °C 15 ml cada
abril) ferroso blogue
36 C°/36°C
2(28 de | Gris translucido 7/7 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada
abril) cambios blogue
35°C /36°C
3(29 de | Gris menos 7/7 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada
abril) translucido (dando cambios bloque
coloracion 35°C/36°C
amarillenta) 4
secciones

5(1 No hay cambios 7/8 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios blogue
36°C /36°C

6 (2 de No hay cambios 7/7 No hay 36 °C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios bloque
35°C /35°C

8 (4 de
mayo)

No hay cambios

7/7

No hay
cambios

35°C/36 °C

35°C /36°C

5 ml cada
blogue
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9(5de No hay cambios 7/7 (-) No hay 36 °C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios bloque
35°C /36°C

10 (7 de | No hay cambios 7/8 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios bloque
36 °C /36°C

11 (8 de | No hay cambios 7/7 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios blogue
35°C /36°C

12 (9 de | No hay cambios 7/7 (-) No hay 35°C/36 °C 5 ml cada

mayo) cambios blogue
36°C /36°C

13 (10 No hay cambios 7/7 (-) No hay 35°C/35 °C 5 ml cada

de cambios bloque

mayo) 35°C /35 °C

14 (11 Fluido salival, mas 7/7 (+) Hay olor mas 35 °C/35 °C 5 ml cada

de espeso, amarillento, concentrado, bloque

mayo) se observa fétido. 35°C/35°C

formaciones de
posibles grumos

15 (12 No hay cambios 7/7 (+) No hay 35°C/35 °C 5 ml cada

de cambios blogue

mayo) 35°C /35 °C

16 (13 No hay cambios 7/8 (+) No hay 35°C/35 °C 5 ml cada

de cambios bloque

mayo) 35°C /35 °C

17 (14 No hay cambios 8/8 (+) No hay 35°C/35 °C 5 ml cada

mayo) cambios bloque
35°C /35 °C

18 (15 No hay cambios 8/8 (+) Hay olor fétido | 35 °C/35 °C 5 ml cada

mayo) bloque
35°C /35 °C
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19 (16 No hay cambios 8/8 (+) Hay olor fétido | 35 °C/35 °C 5 ml cada

mayo) bloque
35°C/35°C

20 (17 No hay cambios 8/8 (+) Hay olor fétido | 35 °C/35 °C 5 ml cada

mayo) bloque
35°C/35°C

Fluido salival, mas
espeso, amarillento
con aspecto gris
verdoso, presencia
de grumos
formados.

8/8

(+)

Hay olor fétido

35°C/35°C

35°C /35 °C

Se clasifico en 4 colores: Verde que representa el bloque 1, Azul: bloque 2, Amarillo: bloque 3,
Rojo: bloque 4. Nota: En cada marcacidn de color se da por terminado el periodo de cada
blogue, por tal motivo se descarta y se cuenta la medicion de los sucesivos.

Fuente: propia
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8. Resultados

En el estudio se incluyeron 68 érganos dentarios “ex vivos”, a los cuales se les
realizaron pruebas in vitro a través de un proceso de incubacion especifico para el
desarrollo de este proyecto, a una temperatura de 35 + 2 °C, se realizé una eleccion
de los 6rganos dentarios extraidos, especificamente 6rganos dentarios superiores,
de los cuales fueron 20 6rganos dentarios anteriores superiores, y 25 érganos

dentarios medio posteriores en este caso premolares superiores.

Se realiz6 estudios preliminares, principalmente para dar validez al funcionamiento
de la incubadora disefiada para este proyecto, en la cual se realizé una prueba
simulando las caracteristicas disefiadas en el protocolo, utilizando 9 6érganos
dentarios utilizando 4 anteriores y 5 posteriores, utilizando el quinto como muestra
control. Los cuales resultados preliminares dieron mayor presencia de Bacilos Gram
Negativos a su comparativo con Cocos Gram positivos lo cual no se esperaba en la
investigacion.

Al mismo tiempo, se empez0 la preparacién de los medios de cultivo, realizando
una muestra total de 50 cultivos de gelosa sangre y 50 cultivos de gelosa chocolate.

Cepa control para realizar prueba de calidad de los medios:

Cepa control Resultado
Staphylococcus epidermidis Positivo
ATCC 12228

Tabla 1. Distribucion de los cultivos microbiolégicos seguin grupos

Total, de Cultivos segun localizacion de Medios de cultivo
Cultivos drgano dentario
microbioldgicos 1. Anterior 2. Posterior

Gelosa Gelosa

sangre chocolate

Grupo 1: Systemp 16 8 8 8 8
Inlay
Grupo 2: IRM 16 8 8 8 8
Grupo 3: Zoe 16 8 8 8 8
Grupo 4: MD- Temp 16 8 8 8 8
Grupo 5: Control 8 1 3 4 4

Total 72 33 35=68 36 36
Se utilizaron 8 cultivos mas, ya que se realizé un control interno de saliva, para validar el Fuente: propia

crecimiento de cada bloque.
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Tabla 2. Distribuciéon de muestras por bloques:

Localizacion de organos dentarios: Anterior y Posterior

Grupos Bloque 1 Bloque 2 (7 dias) Bloque 3 (14 dias) Bloque 4 (21 dias)
(4 dias)
Grupo 1: Systemp 2 2 2 2
Inlay
Grupo 2: IRM 2 2 2 2
Grupo 3: Zoe 2 2 2 2
Grupo 4: MD- Temp 2 2 2 2
Grupo 5: Control 1 1 1 1
Total 9 9 9 9
Se realizaron 5 bloques de cristal a una altura de 14.5 cm en donde se deposita 15ml de fluido Fuente: propia

salival, asi manejando un mejor control de cada apartado.

Se da comienzo al desarrollo de la investigacion la cual se observa los
resultados de los 4 bloques:

Registro de bloque 1 del dia 30 de abril del 2018:

Tabla 4. Muestra en fresco de saliva:

. 4 |
Muestra Cualitativo/Semicuantitativo Tincién \ Y
de ‘ ‘ ‘0' \
Gram v A
T T T s N ! )
Saliva Positivo Positivo ) g,
’ v . A '
v \ ¢ "
¥ { \
o ' : |
¢ .
Fuente: propia e {
' .
\ -‘ . o ) '
\ v ‘ .
¢ 4 \‘ { % :
. ‘ \ .
| y / VARV
/ y \)
. ! \’ ’
4 » | ¢ |
\ ; ‘
‘.
\ ) \
- / ’
" \

Figura 1. Cultivo gelosa sangre, crecimiento bacteriano Figura 2. Saliva toma muestra (tincién de Gram) bloque 1,
positivo no identificado, obturacién Systemp Inlay. positivo, presencia de morfotipos bacterianos: bacilos y cocos
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Tabla 5. Resultados del primer bloque:

Cualitativo * Semicuantitativo (+)  Tincion de Gram
(identificacion

presuntiva)

1. (-) (-) No hay presencia
2 (+) +

Grupo 2

1. (+) (+) CGP

2. (+) (+)

Grupo 3

1. (+) (-) No hay presencia
2. (+) (+)

Grupo 4

1. (+) (+) CGP

2. (+) (++++)

Grupo 5 (+) (+++++) CGP

CGP: Cocos Gram Positivos Fuente: propia

Estos datos indican que a los 4 dias de realizar la investigacién refiere que el grupo
1y 3 presento presencia de filtracion en los 6érganos dentarios posteriores, ya que
en los anteriores dio respuesta negativa (25,000 UFC), el grupo 2 dio positivo a los
dos o6rganos dentarios (25,000 UFC), el grupo 4 arrojo mayor resultados a la
filtracion de bacterias (<10° UFC), el grupo control registro filtraciéon (210° UFC), a
la observacion en tincibn de Gram se observd predominancia de cocos Gram

positivos presentes en los grupos 2,4y 5.
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Registro de bloque 2 del dia 3 de mayo del 2018

Tabla 6. Muestra en fresco de saliva: -

Tincion
de

Muestra Cualitativo/Semicuantitativo

‘ Gram
Positivo

Saliva Positivo

Fuente: propia

’

e

Figura 3. Cultivo gelosa chocolate, registro a los 7 dias,
fotografia tomada a las 48 horas post incubacion de
obturacién temporal Zoe.

Tabla 7. Resultados del segundo bloque:

Cualitativo £

-

T A T ey —

Semicuantitativo (+)

Figura 4. Saliva toma muestra (tincion de Gram) bloque
2, positivo, presencia de morfotipos bacterianos:
Mayor presencia de cocos.

Tincion de Gram
(identificacion

Grupo 1
1. (+)
2. (+)
Grupo 2
1. (+)
2. (+)
Grupo 3
1. (+)
2. (+)
Grupo 4
1. (+)
2. (+)
Grupo 5 (+)

CGP: Cocos Gram Positivos, BGN: Bacilos Gram negativos, DCGP: Diplococos Gram positivos

presuntiva)

(+) No hay presencia
(++)
(+++) CGP
(++++)
(+) No hay presencia
(++)
CGP
(+++) BGN
(++++) DCGP
(+++++) DCGP
BGN
CGP

Fuente: propia
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Se observa cambios graduales a los resultados del primer bloque, ya que todos los
grupos dieron positivo a la filtracion bacteriana, estos datos registran similitud
nuevamente del grupo 1y 3, enlos érganos dentarios anteriores presentan (25,000
UFC), en el grupo 2 y 4 se observa crecimiento similar en los érganos dentarios
anteriores presentan una filtraciéon (50,000 UFC), y en posterior registra (s10°
UFC), a la comparacion del grupo control que sigue mostrando un crecimiento
potencial (210° UFC), a la observaciéon en tincion de Gram se observo
predominancia de Cocos Gram positivos presentes en los grupos 2, en el grupo 4y
5 también hubo presencia de Cocos Gram positivos, Bacilos Gram Negativos
Diplococos Gram positivos, refiriendo mayor presencia de morfotipos bacterianos

de cocos predominantes en este bloque.

Registro de bloque 3 del dia 10 de mayo del 2018

Tabla 8. Muestra en fresco de saliva: L

Muestra  Cualitativo/Semicuantitativo  Tincion de

Gram

Saliva Positivo Positivo

Fuente: propia

Figura 5. Imagenes representativas de cultivos gelosa Figura 6. Saliva toma muestra (tincién de Gram) bloque 3, positivo,
sangre, a los 14 dias de la inoculacién, imagen a) presencia de morfotipos bacterianos: bacilos y cocos. (Se observa
Systemp Inlay, b) Zoe, 24hrs post incubacion. mayor presencia de Bacilos Gram Negativos).
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Cualitativo Semicuantitativo (+) Tincién de Gram
(identificacion

presuntiva)
1. (+) (++) CGP
2. (+) (++)
Grupo 2
1. (+) (++++) CGP
2. (+) (+++) BGN
Grupo 3
1. (+) (+) CGP
2. (+) (++)
Grupo 4
1. (+) (+++++) CGP
2. (+) (+++++) DCGP
CBGP
*Posible presencia de
levadura
Grupo 5 (+) (+++++) CGP
BGN
DCGP

CGP: Cocos Gram Positivos, BGN: Bacilos Gram negativos, DCGP: Diplococos Gram positivos. La levadura es  Fuente: propia
todo aquel organismo de tipo eucariota y son clasificados como hongos de vida microscépica conformados por
un solo tipo de células (unicelulares).

Contintan los cambios graduales de manera positiva en diversos grupos, en este
tercer bloque se observa que el grupo 3 continua con una mejor respuesta a la no
filtracion ya que en los 6rganos dentarios anteriores presentan (<25,000 UFC), y en
las mediciones en los 6rganos dentarios posteriores presenta (<50,000 UFC), en el
grupo 1 presenta en ambos 6rganos dentarios un crecimiento (<50,000 UFC), el
grupo 2 se observa mayor filtracion en los 6rganos dentarios anteriores (<75,000
UFC), ya que en los posteriores presenta (50,000 UFC), el grupo 4 ya ha igualado
la filtracién del grupo 5, con una filtracién equivalente a (210° UFC), a la observacion
en tincion de Gram se observo predominancia de Bacilos Gram negativos; en el
grupo 1y 3 solo se observo presencia de Cocos Gram Positivos, en el grupo 2 hubo
presencia de Cocos Gram positivos y Bacilos Gram negativos. En el grupo 4y 5 a
parte de morfotipos bacterianos tales como Cocos, diplococos, cocobacilos Gram
positivos, se observo presencia de una posible levadura.
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Registro de bloque 4 del dia 17 de mayo del 2018

a o
Tabla 10. Muestra en fresco de saliva: . N
Muestra  Cualitativo/Semicuantitativo Tincion & \
de
Gram
Saliva Positivo Positivo

Fuente: propia

Figura 7. Cultivo gelosa sangre, 21 dias de inoculacidn, Figura 8. Séllva toma rr}uestra (tll"l(.:IOI"I de Gram) bloque 4, positivo, presencia
de morfotipos bacterianos: bacilos y cocos (cadenas de estreptococos y
Staphylococcus), se observa mayor predominancia de Bacilos Gram
Negativos.

imagen tomada 24 horas después de incubacién,
obturacién Systemp Inlay

Tabla 11. Resultados del cuarto bloque:

Cualitativo (+/-) Semicuantitativo Tincion de Gram

(identificacion
presuntiva)

Grupo 1 (R CGP

1. (+) *Posible Proteus spp.

2. (+)

Grupo 2 (+4+++) CGP

1 (+) *Posible Pseudomona

2. (+) spp.

Grupo 3 (+++++) CGP

1. (+) *Posible Proteus spp.

2. (+)

Grupo 4 CGP

1. (+) (++++4) DCGP

2. (+) *Posible Proteus spp. | CBGP
*Posible presencia de
levadura

Grupo 5 CGP

(+) (+++++) CGN

BGN

CGP: Cocos Gram Positivos, BGN: Bacilos Gram negativos, DCGP: Diplococos Gram positivos, CGN: cocos Gram Fuente: propia

negativos, CBGP: Cocos Bacilos Gram Positivos. La levadura es todo aquel organismo de tipo eucariota y son
clasificados como hongos de vida microscépica conformados por un solo tipo de células (unicelulares). Se
observo posible presencia Proteus spp., posible presencia Pseudomona spp.
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La filtracion bacteriana a los 21 dias se observa positivo en los 5 grupos, se observa
una similitud de los 5 grupos tanto como en los 6rganos anteriores y posteriores,
(210°YFS), en el grupo 1, 3 y 4 en los érganos dentarios posteriores no se pudo
cuantificar las colonias por la presencia de una posible formacion de Proteus ssp.
Al igual del grupo 2 en el érgano dentario posterior se observa posible formacion de
Pseudomona spp.

El grupo control se observa a la par de los demas grupos.

Figura 9. Resultado general de los 4 bloques

Resultados :
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Figura 10. Resultado general de los 4 bloques
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Figura 9y 10. Graficas de resultados generales de los 4 bloques.
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9. Discusion

Los resultados que arroja este estudio mencionan que las obturaciones temporales
Systemp Inlay y ZOE brindan mayor resistencia a la filtracion de microorganismos
en un lapso no mayor de 15 dias, contrario de la obturacién temporal IRM que nos
brinda solo una proteccién de 7 dias, dado asi el resultado MD-Temp desde los 4
dias presenta filtracion.

Contemplando las condiciones normales de cavidad oral, en la cual, hay niveles
variados de pH, fluido salival, temperatura corporal y fuerzas de oclusién, en esta
investigacion se consideré diversos factores asimilando lo més posible un modelo
“in vitro” de sistema abierto asemejando lo mas posible la cavidad oral, tomando en
cuenta que la boca es un sistema biologico dificil de reproducir, en el cual se
desarroll6 un modelo de incubacion especial para este proyecto, simulando el

sistema abierto antes dicho.

En el cual se realizo un sistema de calentamiento de la incubadora a través de un
bafio maria, explicado en la monitorizacion del microbiota, se refleja temperatura de
35+ 2::C, normal del cuerpo humano, lo que permitio que el fluido salival conservado
dentro de los bloques de cristal utilizados para las muestras de 4 a 21 dias no
perdiera como tal sus principales propiedades (enzimas: amilasa, almidon,
lisozimas, lipasa y proteinas ricas en prolina, proteinas ricas en histidina, etc.)(10),
se debe estar consciente que no hubo un recambio salival por dia, sino solo un
aumento diario de 5 ml, a la monitorizacion de fluido salival se fue observando
cambios de coloracion, olor y presencia de particulas macroscoépicas, con ello se
opt6 de realizar una muestra en fresco por cada recoleccién de los blogues, lo cual
permitié observar mecanismos de resistencia tales como filamentacion, adherencia,
agrupacion y presencia de biofilm. Esto se debe principalmente por la concentraciéon
de liquidos, en este caso de la saliva, concentracion del pH que la mayoria de los
microorganismos crecen a través de un pH relativamente limitado entre un rango de
6-8 (2).
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Haciendo hincapié en que un paciente que conlleva un tratamiento de conductos en
condiciones cotidianas, la mayoria ha pasado por factores extrinsecos e intrinsecos
gue han afectado el microambiente de cavidad oral, presenciando patologias mas
frecuentes en boca como caries (desmineralizacion de los érganos dentarios
producidos principalmente por Streptococcus mutans) y periodontitis (afeccion bucal
cronica que afecta todo los tejidos de soporte), ocasionado principalmente por malas
condiciones de higiene propias del paciente, alta ingesta de carbohidratos, consumo
de nicotina, cafeina u otras sustancias que afectan y alteran el microambiente bucal
produciendo estas alteraciones, teniendo en cuenta que la suma de todos estos
factores pueden provocar lesiones que hasta un momento dado dafien el paquete
vasculonervioso de los érganos dentarios, conllevado a realizar el tratamientos

preventivos o curativos (27).

Indicando asi, primordialmente un vaciamiento de conductos del paquete
vasculonervioso, eliminando las afecciones microbianas que estan afectando al
organo dentario, recordando que las vias de contaminacion de la pulpa dental
pueden ser ocasionada a traveés de los tubulos dentinarios, son espacios tubulares
ubicados dentro de la dentina, llenos de liquidos tisulares y ocupados en parte de
toda su longitud por las prolongaciones de los odontoblastos. Teniendo extremos
estrechos que miden, aproximadamente, 2.5 um de diametro cerca de la pulpa, 1.2
pim en la porcion media de la dentina y 900 nm cerca de la union amelo dentinaria.
En la dentina, a nivel de la corona hay, aproximadamente, 10,000 tlibulos por mm?
cerca del esmalte y 50,000 por mm? cerca de la pulpa. Los tubulos dentinarios
también presentan extensiones laterales que se ramifican a partir del tibulo principal
y pueden alojar extensiones citoplasmaticas laterales del proceso odontoblastico.
Los tubulos dentinarios hacen permeable a la dentina y permite una via de entrada

para microorganismos, sustancias, toxinas, etc.(20).
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De esta manera a los 68 organos dentarios “ex - vivo” recolectados de pacientes
con indicaciones ortodonticas, que en su defecto eran primeros premolares
superiores, sin lesiones cariosas, otros ya sea Organos dentarios anteriores se
extrajeron de pacientes con patologia de periodontitis (afeccién bucal crénica que
afecta todo los tejidos de soporte), o caries con un maximo de 3° afeccion, se
decidieron utilizar solo 15mm de la porcion radicular, asi evitando los problemas de
fuerza de oclusion que nos da en el aparato estomatognatico, con ello solo se da el
enfoque de medir la resistencia y proteccion que brindan las obturaciones
temporales; sabiendo que en boca es un lugar sumamente séptico, se opté hacer
un vaciamiento de conductos y esterilizacion de las porciones radiculares en
autoclave, con ello se descarta presencia de microorganismos dentro de los tubulos

dentinarios de los 6rganos dentinarios, evitando resiliencia de contaminacion.

Con ello los obturadores temporales se colocaron en un grosor de 5mm
aproximadamente dentro del contorno radicular, en direccion apical, que, en
aproximacion varia por cada oOrgano dentario, asi denotando un diametro
aproximado de 0.5mm a 3.5mm, con ello evitando la contaminacion cervical.
Tomando en cuenta que en la porcion del apice se selld con acrilico termo curable
transparente, tomando en cuenta que el foramen apical (circunferencia en forma de
crater que diferencia la terminacion del conducto comentario de la superficie exterior
de la raiz), no se ubica en la zona del vértice anatémico de la raiz, se desplaza de
0.5mm a 3mm ya sea a la porcién distal o mesial de la misma. Contemplando los
conductos accesorios que puede a tener la anatomia de cada 6rgano dentario se
opté por sellar de manera externa con acrilico vinilico, dos capas asi blindando al
organo dentario en su totalidad, reiterando que el objetivo de ello era mantener el

organo dentario lo mas aséptico posible(26).

En cuanto los medios de cultivos se optaron por la utilizacién de medios de cultivo
super enriguecidos, los cuales nos brindaran un mayor aporte nutrimental para las
bacterias de lo que se llegara a dar en boca, tomando asi los dos medios de cultivo:
agar gelosa sangre para recuperacion de la mayoria de los microorganismos (tanto

aerobios como anaerobios facultativos) y agar gelosa chocolate para anaerobios
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micro aerofilicos y/o estrictos y microorganismos exigentes (nutricionalmente
hablando). Para el agar sangre se decidi6 usar como base agar BHI (infusion
cerebro-corazén), la cual no es la base mas usada pero si es mucho mas
enriquecida, esto con el fin de favorecer la recuperacién de la mayoria de los
microorganismos que pudiesen estar en la muestra adicionando sangre total
heparinizada desfibrinada (humano). Para el agar chocolate se usé la misma base
con sangre total heparinizada desfibrinada y lisada (por calentamiento -80° C), esto
con el fin de que los eritrocitos liberen hemoglobina y otros nutrientes como hemina
(factor X) y NAD (factor V). Se incubo durante 24 horas a 35+ 2° C (tanto en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis) dando una ultima lectura en 24 horas a

temperatura ambiente.

Aclarando que no se realizé una marcha microbiolégica como tal, ya que, como se
menciono anteriormente, son cultivos cualitativos-semicuantitativos y no requieren
obligatoriamente de identificacion de género y especie dado que el objetivo es un
estudio comparativo entre diferentes materiales de obturacién, sin embargo, se opto
por utilizar Tincidon de Gram a la par de la inoculacion con el fin de realizar una
“identificacion” presuntiva, lo cual sera a nivel de morfotipos bacterianos (bacilos
Gram positivos esporulados, cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos, etc.),
dado que pueden encontrarse microorganismos anaerobios estrictos que no
encuentren las condiciones adecuadas suficientes para su desarrollo en los medios

y atmosferas usados y puedan quedar fuera en la lectura de los cultivos.

Los resultados por bloque mostraron una contaminacién relativamente como fue
avanzando la investigacion, el dia 27 de abril de 2018, se da inicio a la inoculacién
del primer bloque a los 4 dias, realizando extraccion de la incubadora los 9 érganos
dentarios, limpiados exteriormente con solucion estéril, se procede a realizar un
corte aproximadamente 5mm de manera transversa (con disco de carburo estéril, 1
por cada érgano dentario), tomando un raspado dentro del conducto radicular con
fresas de carburo ¥z (fresa estéril, 1 por cada 6rgano dentario), aproximado de 3 a

5g, transportandolos en médulos de cryogenic, totalmente estériles los materiales,
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procediendo a la inoculacion una vez de pasarlos en la centrifugadora, con un

hisopo estéril se inoculan los cultivos gelosa sangre y chocolate.

Dando asi inicio el dia 30 de abril de 2018 a la primera lectura del bloque 1, para
realizar una verificacion de este, se procedio a realizar un raspado dentro del
conducto radicular como ya antes mencionado, para obtener parte del conducto
radicular como muestra, se tom6 una muestra en fresco de la saliva, para la cual,
se realiz6 control interno para la valoracién de presencia de microorganismos en
fluido salival observando morfotipos de cocos, bacilos y cadenas de estreptococos,
en el cual se observo hay presencia de adherencia bacteriana en la cual influye en
este caso dos elementos materiales de obturacion y microorganismos; la influencia
del material es mas importante en los estadios iniciales de la adhesion, pudiendo
influir el mismo material, su rugosidad o su energia superficial; si es que existe una
influencia del material en la adhesion bacteriana, esta reside en las caracteristicas
de la pelicula adquirida y en la especificidad de las proteinas absorbidas salivares
(receptores), que puedan ser condicionadas por la composicion del material o por
las caracteristicas de superficie de este, no olvidando que en el organismo humano

la Unica superficie sumergida en fluido salival son los érganos dentarios.

A las 24 horas post incubacion se observé una buena respuesta de las obturaciones
temporales a los 4 dias, observando una mayor proteccion de las obturaciones de
Systemp Inlay dado que no registro filtracién el 6rgano dentario anterior, pero si en
el posterior, tanto ZOE, IRM y MD- Temp presentaron filtraciones menores del rango
establecido de <100,000urc, lo cual marcado por el grupo control 2100,000urc,

propicia una posible infeccion microbiana y por ende al fracaso del tratamiento.

El dia 3 de mayo del 2018 se da la lectura del segundo bloque lo cual a los 7 dias
se observa una mayor diferencia entre las obturaciones Systemp Inlay y Zoe, ya
gue IRM y MD-Temp, presentan una mayor filtraciébn bacteriana sin rebasar el limite
de 2100,000urc. Se observa en examen en fresco una mayor agrupacion y
adherencia bacteriana con una mayor presencia de filamentos, aumentando la

patogenicidad de estas, reduciendo la movilidad bacteriana.
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10 de mayo del 2018 se da lectura al bloque 3, después de 14 dias de incubacion
dentro de fluido salival, dada las lecturas se observa Systemp Inlay y ZOE con
menor crecimiento de 100,000urc, observando IRM y MD-Temp, presentan una
mayor filtracion bacteriana rebasando el limite de 2100,000urc, igualando al grupo
control, sorprendentemente en la lectura de muestra en freso, presencia de
levadura, y una mayor agrupacion bacteriana, desarrollo y lectura de biofilm,
indicando que los mecanismos de defensa han aumentado drasticamente alterando
su patogenicidad, perdiendo drasticamente los nutrimentos que el fluido salival
provee, observando presencia de macroparticulas y un olor fétido.

17 de mayo del 2018 se llevo a cabo la ultima lectura a los 21 dias de incubacion
en fluido salival, dadas las condiciones del medio, se observa crecimiento
microbioldgico en todas las obturaciones temporales rebasando =100,000urc, los
nutrimentos salivales se ha perdido, se observa menor movilidad en el examen en
fresco de saliva, desprendimiento de las capas de esmalte de todos los 6rganos
dentarios que se utilizaron en este bloque, con ello se concluye que por un maximo
de 15 dias es lo ideal, en la utilizacion de las obturaciones temporales, dando una

mayor proteccion de Systemp Inlay y ZOE.

Las condiciones a las cuales se llevo a cabo la investigacion se deben considerar
que en el organismo una infiltracion 2100,000urc, No procede a realizar una sepsis
microbiolégica en todo el organismo por el mecanismo de defensa del sistema
inmunitario, ya que nos representa la inmunidad innata y adaptativa. Dadas las
condiciones del estudio los resultados pueden observarse precipitados, pero
llevandolos a condiciones humorales normales, puede causar resiliencia de la
infeccion y provocar el fracaso del tratamiento como tal, se debe considerar que las
condiciones de higiene y cuidados del paciente son muy malas, ya que un paciente
en condiciones normales no se optaria realizar un tratamiento de conductos, quiza

solo tratamientos preventivos.
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Por default se debe evaluar el sistema inmunolégico de cada paciente ya que si esta
inmunosuprimido por alguna patologia general, puede causar niveles menores de
respuesta de sus células de defensa, con ello estar mas propensos de obtener
mayores complicaciones en afecciones de corto alcance, también se debe
considerar edad, region, sexo y desarrollo social donde se involucre la persona
dicho esto, ya que las enfermedades emocionales como el stress provoca

inmunosupresion del organismo.

Teniendo en claro el objetivo del estudio solo se evalud la resistencia y proteccion
a la filtracion bacteriana de las obturaciones temporales mencionadas, sin

considerar fuerzas de oclusion constantes de los pacientes.
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10.Conclusiones

En cuanto a los sistemas de obturacion probados, Systemp Inlay y ZOE
demostraron mayor efectividad a la resistencia bacteriana durante el estudio de 21
dias, no olvidando que son obturaciones temporales que no deben de sobrepasar
las condiciones de su uso mayor a 15 dias.

Comparando el precio unitario de cada material y porcién de cada uno de ellos
Systemp Inlay y ZOE permanecen en una media ya que IRM es el producto mas
costoso, en esta situacion el precio no amerito la eficacia del producto como tal,
siendo MD- Temp el producto mas econdmico y el que represento mayor filtracién
microbiologica dando positivo desde los 4 dias, con ello a los 7 dias de igualaba las

mediciones del grupo control.

Con este tipo de investigacion se brinda un apoyo extra al odontélogo, abriendo el
campo de estudio, con ello poder tener mas opciones de primera instancia del uso
de materiales temporales para cualquier tratamiento que las requiera y con ello
evitar riesgos de complicaciones en el mismo o fracasos, sin olvidar que en cavidad

oral es un sitio altamente séptico.

Dado el incremento actual en infecciones por microorganismos oportunistas, es
imperativo el tratamiento individualizado y multidisciplinario en el Sector Salud para
evitar complicaciones, particularmente en pacientes inmunocomprometidos y/o

enfermedades concomitantes.

Se da pie para dar futuras investigaciones de los materiales de obturacion temporal,
con la finalidad de brindar la mayor proteccion a los seres humanos, ayudando al
sistema inmunoldgico, brindandole proteccibn de manera extrinseca ya que
solamente se evaluaban con anterioridad su resistencia a la compresion de

oclusioén.
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12. Anexos
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Imagen 5y 6. Imagen de la base de agares y conto en gramos del agar para preparar sangre y chocolate
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Imagen 7,8 y 9. Preparacion del agar para eliminar particulas macro del mismo.

Imagen 10, 11 y 12. Imagenes de esterilidad del agar y colocacidn en las cajas Petri.
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Imagen 17. Pruebas de temperatura de la incubadora realizada para este proyecto antes de
iniciar la incubacién.
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Imagen 18. Medicidn del corte de los Imagen 19. Esterilizacién de los drganos dentarios
érganos dentarios. después del corte y vaciamiento de conductos.

Imagen 20. Comienzo de la incubacion de los 4 bloques.
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Imagen 23, 24 y 25. Tiras reactivas de pH, recoleccién de la muestra y traslado en Cryogen con
0.5 ml de agua estéril.
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Imagen 26 y 27. Preparacion de los cultivos post inoculacidn, division en aerobios y cdmara
anaerobia; tincion de Gram.

Imagen 28. Incubadora utilizada para guardar los cultivos inoculados 24hrs.
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Resultados bloque 1
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Imagen 29. Tincién de Gram de muestra salival del Imagen 30. Muestra de cultivo IRM érgano
bloque 1. dentario anterior gelosa sangre

Imagen 31. Muestra de cultivo MD- Temp érgano Imagen 32. Muestra de cultivo Systemp Inlay
dentario posterior gelosa chocolate. érgano dentario anterior gelosa sangre

Imagen 33. Muestra en cultivo de saliva del bloque 1

gelosa sangre; Presencia de posible Proteus ssp. Imagen 34. Muestra de cultivo ZOE, érgano

dentario anterior gelosa sangre
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Resultados del bloque 2 fotografias tomadas 48hr despues de incubacion

Imagen 35. Tincion de Gram de muestra salival del Imagen 36. Muestra de cultivo IRM drgano
bloque 2. dentario posterior, gelosa chocolate, imagen
tomada a las 48hr después de incubacién.

Imagen 37. Muestra de cultivo MD-Temp érgano
dentario posterior, gelosa chocolate, imagen
tomada a las 48hr después de incubacion.

Imagen 38. Muestra de cultivo Systemp Inlay
o6rgano dentario posterior, gelosa chocolate,
imagen tomada a las 48hr después de incubacion.

Imagen 39. Muestra de cultivo de saliva, muestra
en estria cruzada gelosa chocolate, tomada del
bloque 2, imagen tomada a las 48hr después de
incubacion.

Imagen 40. Muestra de cultivo ZOE o6rgano
dentario posterior, gelosa chocolate, imagen

tomada a las 48hr después de incubacion.
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Resultados de bloque 3

- -

Imagen 42. Muestra de cultivo IRM drgano

Imagen 41. Tincion de Gram de muestra salival del . )
dentario posterior, gelosa sangre.

bloque 3.

Imagen 43. Muestra de cultivo MD- Temp érgano Imagen 44. Muestra de cultivo Systemp Inlay
dentario posterior, gelosa chocolate. 6rgano dentario posterior, gelosa sangre.

Imagen 45. Muestra de control de grupo 6rgano Imagen 46. Muestra de cultivo ZOE 6rgano
dentario posterior, gelosa sangre. dentario posterior, gelosa sangre.
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Resultados del bloque 4: 21 dias.

Imagen 47. Muestra de cultivo Systemp Inlay
organo dentario posterior, gelosa sangre.

Imagen 49. Muestra de cultivo Systemp Inlay
drgano dentario anterior, gelosa sangre.

Imagen 51. Muestra de cultivo MD- Temp
drgano dentario posterior, gelosa sangre.

Imagen 48. Muestra de cultivo IRM érgano
dentario posterior, gelosa chocolate.

Imagen 50. Muestra de cultivo ZOE érgano
dentario posterior, gelosa chocolate.

Imagen 52. Muestra de control de grupo érgano
dentario posterior, gelosa sangre.
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Imagen 53. Cartel sobre la investigacion, presentado en el ler congreso interinstitucional de
investigacion en salud.

60



o3 EDOAAEX

ERNC
DO DE MEXICO > DECTEOAIS FRATS. RETATADOS FUGTRS

El Goblerno del Estado de México,
a través de la Secretaria de Salud, el Instituto de Salud del Estado de México, la Facultad de Medicina
del la UAEMeéx y el Grupo Ad Hoc de Investigacion en Salud del CEIFCRHIS

otorgan la presente

CONSTANCIA

a

RAMIRO VICTOR
AVILA SERRANO

Por haber participado como Investigador con el trabajo: "RESISTENCIA A LA FILTRACION
BACTERIANA EN OBTURACIONES TEMPORALES PARA TRATAMIENTOS DE CONDUCTOS"
Coautores: NANCY AIDE HERNANDEZ VALDES, MILDRED AZUCENA RIVERA GALINDO , en & 1er
Congreso Interinstitucional de Investigacion en Salud, efectuado en la Ciudad de Toluca, México, los dias
29, 30 y 31 de agosto de 2018 en el auditorio del Centro Médico Toluca "Lic, Adoifo Lopez Mateos™

s 2 ! AE
/ 7 - > ,»'-- “'"‘-L!,L’,"’;.““AI:
DR. CESAR HUMBERTO BOTELLO ORT(Z M. EN S.P. SALV, 3EZ RODR
Secretario Técnico del CEIFCRHIS Director de |& Facu de Medicina
de la Universidad Auton: del Estado de México
/
Toluca, Estadio de México, agosto de 2018,
L e e e ——— ~ L

Imagen 54. Constancia de cartel sobre la presentacion de la investigacion en la modalidad carteles

en el 1ler congreso interinstitucional de investigacion en salud.
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UNIVERSIDAD
DE 1XTLAHUACA CUI

Incorporada a la Universidad Nacional Auténoma de México

Ixtlahuaca, México 16 de abril de 2018.
Asunto: Autorizacién de Proyecto de Tesis
Oficio 127/CD/2018

L. en N. Alejandro Fidel Alcala Ramirez
Director del Hospital Regional ISSEMYM Tenancingo
PRESENTE:

La que suscribe Directora Técnica de la Liceneiatura de Cirujano Dentista de la Universidad
de Ixtlahuaca, CUI; me dirijo a usted para solicitar de la manera atenta le sea permitido al
alumno Ramiro Victor Avila Serrano con nimero de cuenta 413549170, pasante de Cirujano
Dentista de la Institucion que usted dignamente dirige, le sea permitido realizar el estudio
de “Resistencia a la Filtracion bacteriana en Obturaciones Temporales en Tratamiento de
Conductos de los Pacientes que acuden a consuita externa en el Hospital Regional ISSEMYM
Tenancingo”, asesorado por la Especialista en Endodoncia Nancy Aidé Hernandez Valdés y
por el Maestro en Ciencias Leopoldo Javier Diaz Arizmendi.

La presente solicitud se hace con el objetivo de optimizar el tiempo de trabajo en la
Institucion por parte del pasante; asi como el avance su protocolo de tesis para la obtencion
de grado de licenciatura.

Sin mas por el momento le agradezco su atencion y quedo de usted en espera de cualquier
comentario al respecto.

ATENTAMENTE
“Trabajo, Educacion y SUpeLagic

DIRECCIO

; AL TENANGINGQ.
“OEL,P\LW RECION 20210~

1]

Carr. Ixtlahuaca Jiquipilco Km. 1 Ixtlahuaca de Raydn,\México. C.P. 50740 Tels. (712) 283 10 12, 283 03 65, 283 01 66 6 01 800 5059610
www.ceni.edu.mx

Imagen 55. Carta permitiba de elavoracion de la investigacion en el Hospital Regional Tenancingo
ISEEMYM.
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