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RESUMEN

Evaluacion de eliminacion bacteriana y biofilm por

sistemas de instrumentacion de lima Unica

Autor:

C.D. Fernando Garcia Pefna

Introduccion: El objetivo del estudio fue evaluar los sistemas de instrumentacion

de lima Gnica WaveOne® Gold, Reciproc® blue y Excalibur® en la eliminacion del

biofilm.

Metodologia: Cincuenta y cinco premolares mandibulares con conducto radicular

anico y recto fueron seleccionados, se inocularon durante 30 dias para formacion
de biofilm de E. faecalis. Se dividieron en 3 grupos experimentales para ser
sometidos a preparacion biomecanica con cada uno de los sistemas (WaveOne®
Gold, Reciproc® blue y Excalibur®). Se utilizaron cinco piezas no contaminadas
como controles negativos. Las muestras bacterianas se recolectaron con puntas de
papel pre y post-instrumentacion para cuantificar la carga bacteriana mediante el
conteo UFC. Posteriormente se prepararon las muestras para ser observadas al

microscopio electronico de barrido.

Resultados: Se presentd una disminuciébn de carga bacteriana con los tres
sistemas en las muestras post-instrumentacion con una diferencia estadisticamente
significativa al realizar prueba de ANOVA (p<0.05). Con las pruebas post hoc de
Tukey y Bonferroni se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05),
entre el sistema WaveOne® Gold y Excalibur®. No se determiné diferencia entre
WaveOne® Gold y Reciproc® blue (p>0.05). Se observo una disminucion en el biofilm

en las muestras post-instrumentacion, con los tres sistemas.
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Conclusiones:

El sistema de instrumentacion WaveOne® Gold disminuye significativamente la
carga bacteriana en comparacion con el sistema Excalibur®, no habiendo diferencia
significativa con el sistema Reciproc® blue. Con los tres sistemas se observé una

disminucion del biofilm.
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INTRODUCCION

El principal objetivo del tratamiento endodontico es la eliminacion de tejido pulpar,
asi como de los microorganismos y sus subproductos con la finalidad de prevenir la
aparicion o persistencia de periodontitis apical. Para lograr tal objetivo, la
preparacion quimiomecanica resulta un paso esencial en el tratamiento de
conductos radiculares, la cual a través del tiempo ha ido mejorando con el uso de
nuevos instrumentos, asi como con el empleo de irrigantes que en conjunto

pretenden la eliminacion total de microorganismos.

La presencia de bacterias es la principal causa de infeccion periodontal y desarrollo
de periodontitis apical. Entre las diversas bacterias encontradas en infecciones
endodonticas, Enterococcus faecalis destaca por su resistencia, supervivencia en
ambientes pobres en nutrientes y asociacidon con infecciones persistentes como la
periodontitis apical. En la actualidad se emplean agentes quimicos para la
eliminacion del Enterococcus faecalis y de biofilm, pero lamentablemente algunos
agentes no son completamente eficaces contra todas las bacterias, ademas de ello

el biofilm maduro es mas resistente a la accion de los agentes antimicrobianos.

Por lo tanto, la remocion mecénica dada por la instrumentacion es particularmente
efectiva para romper el biofilm bacteriano reduciendo asi la presencia de bacterias
en el conducto radicular. Recientemente se ha propuesto la utilizacion de sistemas
de lima Unica para la instrumentacién de los conductos radiculares. Estudios previos
han demostrado que el uso de sistemas de lima Unica ha dado como resultado

conductos mas limpios en el tercio apical.

En este sentido, diferentes casas comerciales han introducido al mercado nuevos
instrumentos como lo son WaveOne® Gold, Reciproc® blue y Excalibur® por lo cual,

resulta importante someterlos a investigacion, permitiendo seleccionar aquel que
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ofrezca mayores ventajas en cuanto a limpieza y desinfeccion de los conductos

radiculares.

1 MARCO TEORICO

1.1 Enfermedad pulpar

La enfermedad pulpar es la respuesta de la pulpa ante la presencia de un irritante,
ala que se adapta primero y en la medida de la necesidad se opone, organizandose
para resolver favorablemente la leve lesion o disfuncion ocurrida por la agresion. La
pulpa dental se define como un tejido conectivo blando especializado, que se
encuentra en el interior del diente especificamente en la parte central, de origen
mesenquimatoso, que se encuentra entremezclado en forma abundante con vasos
sanguineos muy pequefos, vasos linfaticos, nervios mielinizados y no mielinizados,
y células no diferenciadas de tejido conectivo. Igual que otros tejidos conectivos que
se encuentran en el cuerpo, reacciona a la infeccidén bacteriana u otros estimulos

irritantes mediante una respuesta inflamatoria(1,2).

Las infecciones del sistema de conductos radiculares consisten usualmente de
multiples especies de organismos y las interacciones que producen subproductos
de algunas bacterias contribuyen a una fuente de nutrientes para otras
bacterias(3).Los microorganismos que buscan establecerse en el conducto radicular
deben abandonar el entorno de la cavidad oral donde se han encontrado alrededor
de 700 especies bacterianas(4), donde poseen ricos y diversos nutrientes; para
invadir la dentina, producir una respuesta inmune en la pulpa y establecer un tejido
necrotico restante dentro del conducto radicular. Por lo que tienen que competir en
un espacio limitado con otros microorganismos por los nutrientes disponibles(5).

Las infecciones endoddnticas primarias tienen su origen en los microorganismos
presentes en la cavidad oral, los cuales usualmente son patdégenos oportunistas que
pueden invadir un conducto radicular, producen una respuesta en la pulpa,
establecen un tejido necroético y ahi se origina un proceso infeccioso(3). A causa de

qgue los microorganismos pueden sobrevivir durante la preparacion del conducto
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radicular, el resultado a largo plazo del tratamiento de endodoncia es incierto,
porque puede ser la causa principal de fracaso endodontico(6).

Desde una perspectiva microbioldgica, el conducto radicular estd compuesto de
nichos ecolégicos con una variedad de factores ambientales que limitan el
crecimiento de una especie en relacion con los demas, los principales factores
limitantes son los nichos del conducto radicular que influyen en la colonizacion
bacteriana los cuales son: oxigeno y disponibilidad de nutrientes. Después del
tratamiento de conductos, otros factores limitantes son el pH y los efectos a corto o
largo plazo de los medicamentos intraconducto aplicados y la capacidad de los
organismos para adaptarse a las condiciones existentes(7).

Existen microorganismos resistentes a la terapia endoddntica como es el
Enterococcus faecalis, bacteria Gram positiva que se encuentra asociada
generalmente a los casos de tratamientos fallidos en endodoncia, actualmente se
sabe que esta bacteria es resistente a los métodos de preparacién quimiomecéanicos
convencionales, estas técnicas de deben complementar con la irrigacion de

soluciones bactericidas(8)

1.2 Importancia de la presencia de microorganismos en el

conducto radicular
La cavidad oral comprende un microbiota en diferentes habitats como lo son dientes,
surcos gingivales, encia adherida, labios, lengua, mejillas, paladar duro y paladar

blando; existen alrededor de 700 a 800 especies orales comunes(9).

La primera observacion de bacterias en el conducto radicular fue en el siglo XVII,
cuando el holandés Anthony Van Leeuwenhoek constructor de microscopios,
escribid: "La corona de este diente estaba casi totalmente cariado mientras que su
raiz consiste en dos ramas, y en su extremo estan anormalmente huecas y sus
agujeros estaban rellenos de material blando. Tomé ese material de los agujeros en
las raices y lo mezclé con agua limpia de lluvia, los coloqué ante el lente
magnificante para ver si existian criaturas vivas en ella y las descubri; debo confesar

gue todo el tiempo esa materia me parecié que estaba viva". Leeuwenhoek llamo
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“animaculos” a las criaturas observadas, cambiando su nombre posteriormente a

“microbios”; marcando el inicio de la microbiologia(10).

En 1894, Willoughby D. Miller quien fue un odontélogo americano y el primer
microbidlogo oral, desarroll6 una serie de experimentos en él que reporta la teoria
guimioparasitaria donde, los microorganismos cariogénicos utilizan el azacar como

sustrato produciendo acido y desmineralizando el esmalte(11).

En 1965, en un estudio realizado por Kakehashi y cols., demuestran que cuando las
pulpas de ratas estériles fueron perforadas y expuestas a la cavidad oral las pulpas
permanecian vitales y tenian cicatrizacién del tejido pulpar, mientras que, cuando
las ratas convencionales eran expuestas a la flora bacteriana, las pulpas se
necrosaban y desarrollaban lesiones periapicales, granulomas y formacion de
abscesos. Diez afios después, en 1975 Goran Sundqvist demostré en un estudio
sobre dientes humanos necréticos intactos, que la periodontitis apical solo se
presentaba en aquellos conductos que contenian bacterias, mientras que los

conductos necroticos estériles no presentaban signos de patosis periapical(11).

Todas las bacterias de la cavidad oral tienen las mismas oportunidades de invadir
el espacio del conducto radicular, sin embargo, actualmente se reporta que se han
aislado hasta 30 especies diferentes, mediante el uso de técnicas moleculares y
métodos convencionales dentro del sistema de conductos infectado, destacando la
presencia de una flora polimicrobiana; prevalentemente bacterias anaerobias
estrictas. Se han aislado aproximadamente 75% de grampositivas como lo son:
Estreptococos (28%), Estafilococos (15%), Corynebacterium (10-25%), Levaduras
(12%), y otros. Gram-negativas (24%) incluyendo Espiroquetas (9-12%), Neisseria
(4%), Bacteroides (7%), Fusobacterium (3%), Pseudomonas (2%), bacterias
Coliformes (1%), y otras especies. Se han identificado mas de 400 taxones
microbianos diferentes en muestras endodonticas de dientes con diferentes formas

de periodontitis apical(12,13).

La composicion del microbiota de los conductos radiculares difiere en el tratamiento

de endodoncia primario y secundario. Los bacilos anaerobios gramnegativos son
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organismos comunmente aislados en infecciones primarias, mientras que en las
infecciones secundarias la microbiota estd dominada por cocos grampositivos
anaerobios facultativos (Streptococcus spp., Enterococcus spp.,
Peptostreptococcus spp.) y bacilos (Actinomyces spp.). Enterococcus faecalis y
Céandida albicans son a menudo aislados de infecciones resistentes al tratamiento
de endodoncia(12,14).

Tal es el caso de Enterococcus faecalis, es una bacteria Gram positiva que se
encuentra asociada generalmente a los casos de tratamientos fallidos en
endodoncia, actualmente se sabe que esta bacteria es resistente a los métodos de
preparacion quimiomecéanicos convencionales(15), como tal la mayoria de estos
microorganismos forman comunidades resistentes a la terapia endodontica ya que
se asocian en comunidades denominadas biofilm, estas se presentan en todos los

ecosistemas donde hay presencia de microorganismos.

2 Biofilm en endodoncia

Un biofilm es una comunidad de microorganismos de una o varias especies,
altamente organizada embebida en una matriz de polimeros extracelulares unida a
una superficie solida y rodeada por canales de comunicacion que transportan
nutrientes y eliminan el desecho (Figura 1)(16).

SEW. 10k WD40mm" SS50
.~ X

Figura 1. Biofilm de Enterococcus Faecalis poner imagen del experimental del control
positivo
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Chavez de Paz y cols. opinan que el biofilm no es raro ni infrecuente en el conducto
necrético, sino que es la forma de vida bacteriana més habitual, y que es incorrecto
pensar que son entidades excepcionales solo porque sea reciente su conocimiento
y estudio en endodoncia. Sin embargo, el proceso de formacion del Biofilm en el
conducto radicular es aun desconocido, a pesar de ello la teoria mas aceptada
consta de cuatro fases como se describe en la (Figura 2) y fue descrita por
Svensater y Bergenholtz.

1. Enla primera fase se forma una pelicula adhesiva sobre la dentina promovida
por el depdsito de proteinas y otros compuestos derivados de las bacterias en
suspension, del proceso de necrosis y/o inflamacion.

2. En la segunda fase, se fijan algunas bacterias especificas con capacidad de
adhesion, de todas las que estan en suspension.

3. En la tercera fase, la primera capa de bacterias ya adherida segrega
mediadores que van fijjando mas bacterias, y, por otro lado, va formando la
matriz extracelular de polimeros, como primera barrera defensiva
caracteristica del Biofilm.

4. En la cuarta y ultima fase, el biofilm va madurando y creando sistemas de
defensa mas complejos. Al mismo tiempo arroja bacterias al exterior que

cronifica la respuesta inflamatoria del huésped.

= =
\ e -
- ’
Detachment
® ‘Q 0\0?
Planktonic bacteria ~g ¥ m
@
o © 9 (®
- ‘e N ore = (o2
. = £ < \ @ =21 (<=
d & =) L1
% VoY Q:.Q ® Do O
. = | 4 > e =0
...O......00...0.....0.‘.....O................‘...............'.........'..“'....
A B C D
CONDITIONING FILM | REVERSIBLE ATTACHING MICROCOLONY MATURATION AND DETACHMENT

Figura 2. Esquema mostrando las etapas antes mencionadas para la formacion del
biofilm
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Siqueira y R6¢as exponen que, en esta etapa, el conjunto de biofilm puede consistir
en 15% de bacterias y 85% de matriz de polimeros, ademas de contar con mas de
300 capas de bacterias superpuestas. Dicha asociacién bacteriana puede ser de
una sola especie o de distintas especies. La primera de ellas se denomina
autoagregacion y la segunda coagregacion. La autoagregacion se define como la
adherencia de las bacterias que pertenecen a la misma cepa, mientras que la
coagregacion bacteriana es un resultado de dos 0 méas especies diferentes de
microorganismos que interactdan para formar un compuesto agregado estable. La

coagregacion es altamente especifica y se considera un factor de virulencia (17)

En estudios se ha sefialado que Enterococcus faecalis es la especie que se detecta
con mayor frecuencia en los dientes con tratamiento de endodoncia y por lo tanto
promueven la persistencia de la enfermedad. Enterococcus faecalis tiene la
capacidad de adaptarse a los cambios ambientales bruscos, como pueden ser un
pH alcalino extremo, resistencia los antimicrobianos y su crecimiento caracterizado
por formar un biofiim. En algunos estudios se ha reportado la aparicion de
monocultivos de Enterococcus faecalis que ha hecho pensar que esta bacteria
puede ser monoespecie en los conductos radiculares sin embargo las

monoinfecciones rara vez ocurren en la naturaleza(18,19).

Uno de los objetivos de la terapia endoddntica es la eliminacién y/o disgregacion de
estas comunidades para lograr el éxito del tratamiento, y esto se logra a través de
la instrumentacion biomecanica. Afinando una de las etapas mas importantes del

tratamiento de conductos como lo es la instrumentacion.

3 Antecedentes de sistemas de instrumentacion

En 1838, Edward Maynard, cre6 el primer instrumento endodontico fabricado a partir
de manecillas de reloj, el cual tenia como objetivo la preparaciéon y limpieza de
conductos radiculares. Posteriormente en 1883, se describieron las cufias de
madera embebidas en acido carbdlico para extirpar la pulpa, pero no fue hasta 1895
gue pasaron a ser comercializadas. Y de esta manera, se inici6 el uso de

instrumentos dentro de la camara pulpar(20).
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Sin embargo, ninguno de ellos poseia una estandarizacion e inicialmente en la
fabricacion de los instrumentos, no existian parametros y criterios establecidos para
su disefio y fabricacién. Y el Unico pardmetro del cual se partia era en el didmetro
por lo que cada fabricante lo confeccionaba segun sus necesidades. No fue hasta
la década de los afios 50's, donde se realizaron modificaciones a los instrumentos
que fueron fabricados en acero al carbén. Lo que llevo a Ingle y Levine, en 1958, a
plantear durante la segunda conferencia internacional en endodoncia en la

Universidad de Pensilvania, la necesidad de una estandarizacion.

Con este acontecimiento y el reconocimiento de la AAE (American Association of
Endodontics o Asociacion Americana de Endodoncistas) en el afio de 1962, la ADA
(American Dentistry Association o Asociacion Americana de Odontologia) publico
en 1976 las normas que exigian la estandarizacion de los instrumentos

endodonticos a ser comercializados (21).

Un parteaguas en el material utilizado para la fabricacion de instrumentos se
presentd enl959, cuando Walliam J. Buehler descubre, en el Laboratorio de
Artilleria Naval de EE. UU., la aleacion Niquel-Titanio: “metal con memoria”, el cual
llamaron Nitinol, acronimo de niquel (Ni), titanio (Ti) y laboratorio de artilleria naval
(nol). La aleacién de NiTi utilizada en endodoncia contiene aproximadamente 56%
en peso de niquel y 44% en peso de titanio, lo que lo hace casi equiatomica, pero
no fue hasta 1988 que Harmeet Walia, William A. Brantley y Harold Gerstein,
introducen al mercado instrumentos manuales de Niquel-Titanio, fabricados con

alambre de ortodoncia (22,23).

En 1991 el Dr. John McSpadden, disefi6 el primer instrumento rotatorio de NiTi con
conicidad 0.02 (24). Poco tiempo después, en 1994 Ben Johnson introduce una
linea de limas que se conocié como serie conica ProFile 0.04, le siguieron las
conicidades ProFile 0.06 y las “Formadoras de orificios”, el cual fue el primer sistema
mecanizado que abogd por una técnica de corona hacia abajo pura (Dentsply
Tulsa)(23).
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En 1992 el Dr. Steve Senia y el Dr. William Wildey desarrollan las limas LightSpeed
por LigthSpeed Endodontics. Y en 1996, el Dr. John McSpadden reaparece y
desarrolla Quantec por SybronEndo, Dentsply no se queda atras y en 1998 el Dr.

Steve Buchanan, desarrolla Greater Taper(23,25).

El profesor Ghassan Yared, durante el 2007, describe una nueva técnica de
preparacion de conductos con solo un instrumento rotatorio de NiTi ProTaper F2
utilizado en un movimiento en sentido horario y antihorario. En ese mismo afo
Sportswire, desarroll6 un procedimiento termomécanico denominado M-Wire,
aumentando significativamente la flexibilidad y la resistencia a la fatiga ciclica del

instrumento(26)

En términos de movimientos, Sybron Endo presento, en el transcurso del 2013, una
nueva tecnologia de movimiento adaptativo que permite un movimiento rotatorio o
reciprocante de la lima en funcion de las fuerzas de torsion intraconducto llamado
TF Adaptive.

En el 2016, Coltene/Whaledent, presenta Hyflex EDM fabricado con CM Wire, y
FKG Dentaire en 2018, introduce Max-Wire aleacién termomecénica que combina

el efecto de memoria y super elasticidad en la aplicacion clinica (27).

Por lo tanto, el objetivo principal de la terapia endododntica es realizar la
conformacion y limpieza adecuadas del sistema de conductos radiculares utilizando
instrumentos endodonticos y procedimientos de descontaminacion eficaces en la
cual son utilizados diversas técnicas de instrumentacién que son esenciales para la

limpieza de los conductos.

3.1 Técnicas de Instrumentacion

Por lo tanto, el objetivo principal de la terapia endodontica es realizar la
conformacion y limpieza adecuadas del sistema de conductos radiculares utilizando

instrumentos endoddénticos y procedimientos de descontaminacién eficaces.

El Dr. Herbert Schilder en el afio 1974, propone el concepto de que los sistemas de

conductos radiculares se deben limpiar de remanentes organicos y preparar para
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recibir una obturacidn hermética tridimensional en todo el espacio del conducto
como se muestra en la (figura 3). La preparacion biomecénica consiste en obtener
un acceso directo y franco a la unibn cemento- dentina - conducto, para una
completa desinfeccion y perfecta obturacion. La preparacion biomecanica del
conducto radicular es el conjunto de procedimientos clinicos que tienen como

objetivo la limpieza, desinfeccion y conformacién del conducto radicular(28)

Figura 3. Representacion del proceso endoddntico, pasando por los principios basicos,
instrumentacion, irrigacion y obturacion.

Existen muchas técnicas propuestas para la instrumentacion manual de los
conductos radiculares y algunos recurren al ensanchamiento de la zona media y
coronal mediante el uso de instrumental rotatorio, mientras que el concepto manual

se centra en la zona apical del conducto.

Durante algunos afios la preparacion de conductos radiculares en forma
mecanizada fue un inconveniente ya que se suponia que estos instrumentos tenian
gue hacer los mismos movimientos que se conocian traccion/rotacion. Algunos
hechos importantes hicieron cambiar los conceptos como la propuesta que hacen
Roane y cols, 1985. En esta técnica se propone un conjunto de movimientos
reciprocos (horario/antihorario) con el objeto de lograr mantener el conducto
radicular centrado, tratando que haya menos transportes apicales. Ademas,
permitiendo abordar la porcion apical de los conductos curvos y estrechos con

instrumentos de calibre superior a los utilizados convencionalmente(29).
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3.2 Movimiento Reciprocante

En los ultimos afios, los clinicos y fabricantes intentaron encontrar diferentes formas
de reducir el riesgo de separacion de los instrumentos endodonticos, haciendo que
éstos sean mas resistentes tanto al estrés por flexion como de torsion. Para alcanzar
este objetivo, el desarrollo ha seguido principalmente tres formas diferentes: el
cambio en el disefio de los instrumentos, los tratamientos térmicos de la aleacion y

el uso de diferentes tipos de movimientos(30).

Con relacion a ello, la mayoria de los sistemas de NiTi disponibles en el mercado
son accionados mecanicamente en rotacion continua. Sin embargo, algunos
sistemas de instrumentacion son accionados con movimiento reciprocante,
disefliados para cortar dentina y liberarse usando angulos bidireccionales
horario/antihorario (H/A) desiguales evitando asi posibles fracturas(31), con este
movimiento alternativo dio lugar al inicio de la cuarta generacion de sistemas de
instrumentacion(23), el movimiento reciproco se ha utilizado ampliamente en
sistemas de lima Unica y se ha demostrado que es mas seguro para la preparacion
del conducto radicular de los conductos curvos al reducir la fatiga ciclica y

torsional(32).

Por lo que el uso de la reciprocacion mecanizada en endodoncia se introdujo en la
década de 1960 con el sistema Giromatic (MicroMega, Besancon, Francia), seguido
de otros como la pieza de mano M4 (Kerr Endodontics, Orange, Ca), NSK TEP-E10
R (Nakanishi Inc, Tokio, Japén) y el sistema Endo-Eze AET (Ultradent Products Inc,
South Jordan, UT)(33).

Sin embargo, el movimiento alternativo, definido como cualquier movimiento
repetitivo de ida y vuelta, el cual se lleva a cabo en ambas direcciones en sentido
horario (H) y en sentido antihorario (AH), se ha utilizado clinicamente para conducir
limas de acero inoxidable desde 1985 (33), ya que la curvatura del conducto siempre

ha significado un elemento de complejidad para su preparacion.

El concepto de fuerzas balanceadas (pequefios movimientos en sentido de las

agujas del reloj y en sentido contrario) fue desarrollado por Roane en 1985 a lo largo
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de un periodo de 12 afios y fue propuesto como un medio para superar la influencia
de la curvatura de los conductos radiculares(29).Utilizando la técnica de fuerzas
balanceadas, es posible dar forma a los conductos curvos con el uso de

instrumentos manuales de mayor diametro(34).

Inicialmente todos los motores alternativos y piezas de mano relacionadas rotaban
de manera fija en grandes angulos, en sentido de las manecillas del reloj y sentido
antihorario, con el tiempo, todos los sistemas alternativos en el mercado
comenzaron a modificar el movimiento de los angulos (5). En este tipo de
movimiento los dos angulos alternativos son iguales (H/AH) y generalmente menos
de 90°. Este movimiento no da como resultado una rotacién completa a diferencia
del movimiento reciprocante en donde un angulo de movimiento es mas grande que
el otro (H>AH o AH>H), lo que resulta en una serie de ciclos que finalmente hacen

gue el instrumento gire dentro del conducto(29).

Con el objetivo de encontrar un método mas simple, conveniente y seguro de
preparar exitosamente un conducto radicular, el Prof. Ghassan Yared realizo6
investigaciones y probo la técnica reciproca mecanica con instrumentos elaborados
a base de niquel-titanio(35). En el afio 2008 publicé un articulo clinico en el cual
explic6 como preparar el conducto radicular con una sola lima ProTaper F2, dicho
instrumento esta elaborado a base de Niquel Titanio, fue activado por un motor y
utilizando la técnica reciproca (26,34), la cual se informé que aumenta la resistencia
a la fatiga ciclica al exponer el instrumento a episodios de tensibn mas bajos que
los que se presentan durante la rotacion continua. El movimiento reciproco de estos
sistemas NiTi alivia el estrés en el instrumento en sentido antihorario (acciéon de
corte) y en sentido horario (liberacion del instrumento), extendiendo asi su
durabilidad y aumentando su resistencia a la fatiga ciclica en comparacién con los

sistemas que utilizan movimiento de rotacion continua(36).

3.3 Razones para utilizar una sola lima

En muchos paises existe una verdadera preocupacion por la posibilidad de que
ocurra una contaminacion cruzada entre pacientes con respecto a los instrumentos

que se utilizan en conductos radiculares infectados.
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Ademas, diversos estudios demuestran lo dificil que es limpiar, desinfectar y
esterilizar los instrumentos utilizados en conductos radiculares. Por ejemplo, Aasim
y col. en el afio 2006 reportaron que es practicamente imposible limpiar y esterilizar
completamente las limas, aun cuando éstas sean previamente sometidas a un

enjuague en una solucion enzimatica y a una limpieza ultrasonica(37).

Por lo que el fabricante recomienda el uso unico de limas endododnticas basados en
dos puntos: reduccion de infeccion cruzada y dafio al instrumento durante la

preparacién del conducto radicular.

En un estudio realizado por Buchanan y cols. en el afio 2018, evaltan 401 limas
endododnticas, reportando que después de los procesos de desinfeccion a los que
son sometidos los instrumentos endodonticos, se encontr6 la presencia de debris

en un 94% de los instrumentos (38).

Otras desventajas de la reutilizacion de limas rotatorias de NiTi es una disminucién
no deseada de la resistencia a la torsion y a la fatiga ciclica debido a la rotacion
continua y las altas velocidades utilizadas para accionar estos instrumentos(30) ; la
ciencia avanza y se han creado sistemas de instrumentacion de un solo uso para
evitar la fractura del instrumento por el uso excesivo. Se recomienda que las limas
endododnticas sean de uso Unico, aproximadamente de 1 a 4 conductos radiculares,
dependiendo del diente que se esté tratando, ya que esto las vuelve mas seguras

en conductos radiculares estrechos y curvos(39).

Estudios como el de Karamifar y col. en el 2020, demuestran que la reutilizacion de
limas conduce al desgaste y a la propensioén a la fractura después de cada uso. Se
evaluaron limas XP-endo® Shaper, y reportaron que las micro fisuras comenzaron
a aparecer después del segundo uso y se produjo corrosion galvanica después del
tercer uso. Durante el cuarto uso, las micro fisuras se propagaron, lo que resulto en
una fractura ductil, mientras que en el grupo de WaveOne® Gold esto sucedid
después del tercer uso. Demostrando que las limas a base de Niquel Titanio son

mas factibles a fracturarse después del uso repetido(40).
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Ademas, cabe recalcar que la preparacion del conducto radicular utilizando un solo
instrumento de Ni-Ti simplifica el tratamiento de endodoncia, debido a que reduce
el tiempo de instrumentacion de manera considerable, ya que los sistemas de
instrumentacion de lima Unica implican menos tiempo de trabajo, ya que se reduce

el numero de instrumentos que se tienen que trabajar dentro del conducto radicular.

Por lo que la preparacion del conducto radicular con instrumentos reciprocantes de
lima Unica a base de niquel-titanio (NiTi) tiene como objetivo hacer que el
procedimiento de preparacion del conducto radicular sea mas facil, mas rapido y
seguro en comparacion con los sistemas rotatorios de multiples limas

convencionales(41).

En el futuro, los nuevos instrumentos deben cumplir los tres principios esenciales
para la conformacion de los conductos radiculares; la seguridad, eficacia y
simplicidad. Siendo necesario investigaciones de los nuevos productos en el
mercado para validar el rendimiento y los beneficios de cada sistema(23).

3.4 Descripcion de sistemas de instrumentacion

3.4.1 Wave One®Gold

Se introdujo al mercado un nuevo sistema de instrumentacién reciprocante por la
casa comercial Dentsply, WaveOne® Gold, el fabricante sostiene que tras el
perfeccionamiento de las propiedades termomecénicas del NiTi beneficiAndose de
los ultimos avances tecnoldgicos que incluyen la tecnologia “Gold”, por lo que este

instrumento cuenta con caracteristicas superiores a su antecesor (42).

Wave One®Gold esta disponible en envases tipo blister pre-esterilizados listos para
su uso. El sistema incluye cuatro instrumentos: Small, Primary, Medium, y Large
con anillos de identificacion de colores en el mango, respectivamente, amarillo, rojo,
verde y blanco. Con movimiento reciprocante. Y las limas estan disponibles en tres
longitudes clasicas: 21, 25y 31 mm. Ademas, tienen un mango corto de 11 mm para
mejorar el acceso a los dientes posteriores. Asi mismo, todas ellas disponen de
conicidad variable en su porcién activa para mejorar la flexibilidad y permitir una

preparacion mas conservadora del sistema de conductos radiculares. Aunado a ello,
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el sistema cuenta con movimiento reciproco con un giro de 150° en direccion
antihoraria, que sirve para cortar dentina, luego la lima hace un giro de 30° en
direccion horaria para liberar el instrumento. Y después de cada ciclo de corte AH/H,
el movimiento neto de la lima es de 120° y luego de 3 ciclos de corte, por lo que la
lima ha girado un total 360°(33).

En relacion con los angulos, se presentan en bidireccion desigual que permiten a la
lima avanzar de forma mas segura y eficiente. Por lo que estratégicamente, los
angulos bidireccionales desiguales impulsan los residuos fuera del conducto de
manera mas eficaz en comparacion con las limas que utilizan angulos
bidireccionales iguales. Por lo que WaveOne® Gold otorga al procedimiento
endoddntico una metalurgia avanzada para la técnica de conformacion de
conductos radiculares con lima Unica. Y mas alla, optimizan los didmetros de punta,
las conicidades y la seccion, para producir una lima que realmente aumenta la

seguridad, la eficacia y la flexibilidad.

Wave One® Gold, presenta un corte transversal en forma de paralelogramo con
aristas de 85°. Y la seccion es rectangular para reducir la masa del instrumento y
proporcionar espacio para liberar barrillo dentinario del conducto radicular. Ademas,
esta seccion cuadrangular deja libres uno o dos aristas cortantes para minimizar el

estrés torsional del instrumento (Figura 4)(43).

«One

SECCION TRANSVERSAL EN
FORMA DE PARALELOGRAMO

Figura 4 Seccion transversal en forma de paralelogramo de la lima WaveOne Gold®
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Secuencia de trabajo

Lo primero que se realiza es una exploracion de 2/3 coronales del conducto con una
lima 8 y/o 10, posteriormente se realiza una via de deslizamiento o Glide path con
la lima Proglider (Maillefer) hasta esos 2/3 del conducto previamente explorados.

Mas tarde se debe elegir cual de las 4 limas WaveOne® Gold se va a emplear;
¢ En el 80% de los casos es usada la lima Primary 25.07
¢ En conductos muy estrecho y/o curvos es indicada la lima Small 20.07

e Conductos amplios o cuando no se consigue calibracion apical con lima Primary,
se indica la lima Medium 35.06 o incluso la lima Large 45.05 para casos mas

acusados.

Una vez elegida la lima Wave One® Gold, se utiliza para trabajar esos 2/3 coronales
previamente preparados con la Proglider, con eso se tendria preparado el tercio
coronal y medio del conducto. A continuacién, se permeabiliza el conducto hasta
apical (una vez que ya se hayan eliminado todas las interferencias coronales), y se
determina la longitud de trabajo. Posteriormente se realiza la via de deslizamiento
o Glidepath del conducto en toda su extension con la lima Proglider. Y una vez que
ya estd el conducto perfectamente permeable y con via de deslizamiento
confirmada, se emplea la lima Wave One® Gold acorde al conducto y se instrumenta
hasta apical.

El movimiento de la lima WaveOne® Gold debe ser: presionar tres veces para
avanzar apicalmente, sacar el instrumento, limpiarlo, permeabilizar con la lima del
10 y volver a introducir la lima WaveOne® Gold elegida, volviendo a hacer tres

presiones apicales, asi hasta llegar a longitud de trabajo (Figura 5).
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Figura 5. Secuencia de las limas Wave One® Gold

3.4.2 Reciproc® blue

VDW present6é Reciproc® blue en 2016, un instrumento universal y flexible para la
mayoria de los casos, el cual esta fabricado a base de un innovador tratamiento
térmico, modificando su estructura molecular para darle mayor resistencia a la fatiga

ciclica y flexibilidad adicional, asi como su caracteristico color azul (44).

Disefiado también para ser utilizado como instrumento Unico, VDW declara en su
catalogo que Reciproc® blue solo requiere de un instrumento para la preparacion
del conducto, haciendo con uno, el trabajo de una secuencia de instrumentacién
manual o de sistemas de giro continuo. Alude también a que la conformacion
lograda por estos instrumentos promueve una irrigacion y obturacién mas eficientes,

tanto con técnicas en frio como termoplasticas.
El sistema esta compuesto por tres instrumentos:

1. R25, con un didmetro de punta ISO 25 y una conicidad del 8%
2. R40, con un diametro de punta ISO 40 y una conicidad del 6%
3. R50, con un didmetro de punta ISO 50 y una conicidad del 5%

La conicidad declarada corresponde solo a los 3 milimetros apicales, ya que esta
es variable y regresiva en el instrumento. El instrumento tiene una seccion

transversal en forma de S (Figura 5). (38).
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Figura 6. Secuencia de las limas Reciproc® blue

3.4.3 Excalibur®

La lima Excalibur®, un sistema de lima Unica reciprocante que cuenta con un
tratamiento térmico gold de ultima generacion y cuya principal caracteristica es la
ausencia de memoria de forma. Excalibur® presenta una conicidad reducida del
5%, convirtiendose en el primer sistema reciprocante de lima Unica conservador,
capaz de eliminar una menor cantidad de dentina en cada procedimiento, logrando
una mayor preservacion de la anatomia original y alcanzando la mayor eficacia de

corte.

Las limas Excalibur® estan indicadas para tratamientos endodénticos, conformando
y limpiando conductos; y su superficie de corte estd compuesta por una aleacién de

niquel-titanio.
El sistema Excalibur® estd formado por wuna familia de cuatro
instrumentos diferentes. De este modo, cada profesional puede elegir el que mas

se ajuste a sus necesidades clinicas diarias:

Lima Excalibur® Small: Cuenta con un taper del 5% y un diametro de 0,20.
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Lima Excalibur® Regular: En este caso, su MFD es de 1,00; dispone de un taper

del 5% y su diametro es de 0,25. Se usa en mas del 85% de los casos.

Lima Excalibur® Medium: La lima Medium dispone de un MFD de 1,08 y un diametro

de 0,35.Y, al igual que las anteriores, su taper es del 5%.

Lima Excalibur® Large: Por ultimo, la lima modelo Large presenta un MFD de 1,15;
un taper del 5% y un diametro de 0,45.

Ademas de estas caracteristicas, las nuevas limas de Zarc4Endo pueden trabajar a
una velocidad de entre 400-500 RPM y soportan hasta 150° de giro antihorario y 30°

de giro horario. Estan disefiadas con aleacion New Gold, cuentan con seccion “S”

Italica, tope de silicona, anillo de color y un mango de 11 mm(45).

ZARC
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Figura 7. Secuencia de las limas Excalibur®.
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4 JUSTIFICACION

El principal objetivo de la endodoncia es la reduccion de microorganismos del
sistema de conductos radiculares, evitando asi complicaciones secundarias en el
periapice como lo es la periodontitis apical, para lo cual la instrumentacion mecanica

es uno de los pasos mas esenciales para el éxito de la terapia endodontica,

El sistema de conductos presenta zonas complicadas de alcanzar, en las cuales se
encuentran presentes distintos tipos de microorganismos; Enterococcus faecalis
tiene la capacidad de sobrevivir en ambientes con escasos nutrientes, siendo asi
uno de los que se encuentra con mas frecuencia en infecciones endodonticas

secundarias.

En la actualidad los nuevos instrumentos estan siendo enfocados a la conservacion
maxima de la estructura anatébmica del conducto, especialmente en la porcién
apical, poniendo asi en controversia el tamafio optimo de la ampliacién apical del

conducto radicular para asegurar la mayor eficiencia de limpieza.

Para ello, los sistemas de instrumentacion basados en lima Unica han tomado gran
importancia, debido a la disminucién en el tiempo de trabajo y el estrés por parte del

operador.

Excalibur®, es un sistema de lima Unica reciprocante de reciente introduccion en el
mercado que presenta una conicidad reducida del 5%, teniendo asi la relevancia de
ser evaluada respecto a si dicha amplitud apical es suficiente para mejorar la
limpieza del sistema de conductos radiculares, logrando asi una mayor
desinfeccién, por lo que se hace relevante evaluar su comportamiento en el interior
del sistema de conductos radiculares y establecer si la reduccion del dicha amplitud

tiene ventajas con respecto a los sistemas existentes en el mercado.
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4.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se presenta una menor carga bacteriana y remocion de biofilm en conductos
radiculares al instrumentarlos con Excalibur® en comparaciéon con WaveOne® Gold

y Reciproc® blue?

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la eliminacion bacteriana y de biofilm por los sistemas de instrumentacion

de lima Unica.

5.2 Objetivos especificos
Determinar la carga bacteriana pre-instrumentacion mediante conteo
unidades formadoras de colonias (UFC).

* Determinar la carga bacteriana post-instrumentacion con el uso del sistema
de instrumentacion WaveOne® Gold, Reciproc® blue y Excalibur® mediante
unidades formadoras de colonias (UFC).

Comparar la disminucién de la carga bacteriana post-instrumentacion con los
diferentes sistemas.

* Observar la presencia de biofiilm en los conductos radiculares post-

instrumentacion con los diferentes sistemas.
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6 HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion: Se presenta menor carga bacteriana con diferencia
estadisticamente significativa en conductos radiculares instrumentando con el

sistema Excalibur® en comparacién con WaveOne® Gold y Reciproc® blue.

Hipotesis nula: No se presenta menor carga bacteriana con diferencia
estadisticamente significativa en conductos radiculares instrumentando con el

sistema Excalibur® en comparacién con WaveOne® Gold y Reciproc® blue.
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7 METODOLOGIA

En esta seccion, se describen a detalle la metodologia experimental utilizada en el

desarrollo de este trabajo.

7.1 Lugar de realizacion

» Preclinica de la Maestria de Endodoncia de la UASLP.
» Laboratorio de Microbiologia de la Maestria de Endodoncia de la UASLP.

7.2 Disefo de estudio

» Analitico, transversal, prospectivo.

7.3 Tipo de estudio

= Experimental in vitro.

7.4 Criterios de inclusion
=  Premolares con raices rectas recién extraidos.
= Raices rectas.

= Apices maduros.

7.5 Criterios de exclusion

» Raices de dos o méas conductos.
= Dientes que presenten lineas de fisuras o caries radicular.

= Conductos calcificados u obliterados.

7.6 Criterios de eliminacion
» Raices con fractura de instrumento durante la preparacion biomecanica.

=  Muestras contaminadas.
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7.7 Definicion conceptual y operacional de las variables

7.7.1 Variables Independientes

Sistemas de Instrumentacién

Definicion conceptual: Sistemas rotatorios 0 manuales con el propadsito de facilitar
el procedimiento de la preparacion del sistema radicular. Estos sistemas cuentan
con diferentes ventajas como flexibilidad, conicidad, rigidez, movimientos rotatorios

o reciprocantes con el fin de limpiar y conformar el conducto radicular.

Definicion operacional: Se instrumentan los conductos con los diferentes

sistemas de una sola lima de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Escala de medicién: Categérica Nominal.

7.7.2 Variables dependientes

Carga bacteriana

Definicion conceptual: Reducir o erradicar las bacterias en su totalidad en cierta

zona o lugar.

Definicidon operacional: Se mide mediante la toma de muestra con puntas de papel
de un conducto pre-instrumentacion y post-instrumentacion de las diferentes
muestras realizando diluciones seriadas de McFarland de la suspension resultante
(10-3, 10-4 y 10-5) y alicuotas de 0.1 ml se siembran en agares y se incuban durante
24 horas a 37°C (con 5% de CO2). Después se cuentan las colonias y se calcula el
ndamero de unidades formadoras de colonias por mililitro (CFU mL-1).

Escala de medicién: Continua de Razoén.
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7.8 Analisis estadistico

7.8.1 NUmero de muestra

El nUmero de las muestras se establecié a partir de la siguiente formula, para la

comparacion de medias entre grupos.

L2xp*q
B e2
Z=  Nivel de confianza (correspondiente con la tabla de valores Z)
p=  Porcentaje de la poblacion que tiene el atributo deseado
g=  Porcentaje de la poblacién que no tiene el atributo deseado = 1-p

Nota: Cuando no hay indicacion de la poblacién que se posee o no el atributo,

se asume 50% para p y 50% para q

e=  Error de estimacion maximo aceptado

N= Tamafo de la muestra

Valores de
confianza tabla Z
95% 1.96
90% 1.65
91% 1.7
92% 1.76
93% 1.81
94% 1.89
INGRESO DE DATOS
Z= 1.96
p= 99%
g= 1%
e= 5%
TAMANO DE LA MUESTRA
N=15.21 =15

Garcia Pena Fernando

30



“Evaluacion de eliminacién bacteriana y biofilm por sistemas de instrumentacion de lima Unica”

En base a lo anterior para este estudio se utilizaron 15 dientes unirradiculares de
reciente extraccion conservados en humedad para cada grupo de estudio dando un
total de 45 dientes unirradiculares mas 10 utilizados para los grupos control, 5 para

positivo y 5 para negativo, dando un total de 55 dientes unirradiculares.
Divididos en los siguientes grupos:

- Grupo 1: 15 dientes unirradiculares con sistema WaveOne® Gold + NaClO
1%.

- Grupo 2: 15 dientes unirradiculares con sistema Reciproc® blue + NaClO 1%.

- Grupo 3: 15 dientes unirradiculares con sistema Excalibur® + NaClO 1%.

- Grupo 4: 5 dientes unirradiculares para control positivo.

- Grupo 5: 5 dientes unirradiculares para control negativo.

Los resultados se analizaron con el programa SPSS, con un nivel de significancia
de p<0.05, realizando la prueba de Kolmogorov Smirnov para determinar la
normalidad de los datos, prueba de T Student para la comparacién entre las
muestras pre y post-instrumentacién en cada grupo, prueba de ANOVA para
determinar la diferencia de las medias entre los sistemas de instrumentacion, en

cuanto a la carga bacteriana antes y después de la instrumentacion.
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8 CONSIDERACIONES ETICAS

La realizacion de este proyecto fue aprobada por el H. Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de la Facultad de Estomatologia de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi (CONBIOETICA-24-CEI-001-20190213) el cual fue
asignado con la clave: CEI-FE-073-022

Las piezas dentales que fueron utilizadas para la realizacion de este proyecto fueron
donadas por consultorios privados y clinicas dentales, por lo que los datos de los
pacientes son de origen desconocido.

Los Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos (RPBI) que se generaron durante
el proceso del proyecto fueron manejados de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana, NOM-087-ECOL-SSA1-2002

El investigador asume la responsabilidad de velar por la veracidad de los datos

reportados, no existiendo conflicto de interés.
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9 EASE EXPERIMENTAL

9.1 Fasel: Preclinica

9.1.1 Selecciony preparacion de las muestras

Se seleccionaron 55 raices de primeros y segundos premolares mandibulares que
cumplieran con los criterios de inclusidon. Posteriormente se realizé limpieza de las
piezas dentales con hipoclorito de sodio al 2.25% y eliminacion del tejido adherido

con la ayuda de puntas de ultrasonido.

9.1.2 Aleatorizacion de las piezas
Finalmente se realiz6 la aleatorizacibn de las piezas dentales en 3 grupos

experimentales (45 dientes) y 2 grupos control (10 dientes).

Sistema de instrumentacioén

Tipo de cultivo

Grupo 1: WaveOne® Gold(15)

Biofilm de Enterococcus faecalis

Grupo 2: Reciproc® blue (15)

Biofilm de Enterococcus faecalis

Grupo 3: Excalibur® (15)

Biofilm de Enterococcus faecalis

Grupo control positivo (grupo

sin instrumentacién (5)

Biofilm de Enterococcus faecalis

Grupo control negativo

(piezas estériles) (5)

Sin inocular
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9.1.3 Tomade radiografias
Se tomaron radiografias digitales de los dientes en sentido mesio-distal y buco-
lingual para determinar didmetros y morfologia con el uso de radiovisiégrafo (figura

VA4

Figura 8 Radiografias digitales tomadas en sentido mesio-distal y vestibulo-lingual para
confirmar presencia de un conducto recto.

9.1.4 Preparacion de piezas dentales

Se llevé a cabo la estandarizacion de las muestras a 14 mm. Se patentizaron los
conductos con una lima K #10 (Dentsply Sirona), se establecié la longitud de trabajo
a 13.5 mm, se irrigaron con NaClO al 2.25%; las muestras fueron llevadas al
ultrasonido para realizar el protocolo de limpieza con el objetivo de eliminar tejido

organico e inorganico segun el protocolo de Haapasalo y cols. (1987).

Agitacion ultrasonica empleando NaClO al 2.25% por 4 minutos. Agitacion
ultrasénica con agua destilada por 4 minutos. Agitacion ultrasonica con EDTA al
17% por 4 minutos. Agitacion ultrasénica con agua destilada por 4 minutos. Se
realiz6 el secado en papel filtro y en secciones de 5 piezas fueron colocadas en

bolsas para ser esterilizadas a 121°C, 15 psi, 15 minutos (figura 9)
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Figura 9: Proceso de preparacion de muestras. a) y b) Estandarizacion de muestras con
disco de diamante a 14 mm. c) permeabilizacién de conductos con lima K #10. d) Protocolo
de limpieza en ultrasonido segun el protocolo de Haapasalo y cols. e) Colocacion de
muestras en grupos de 5 piezas para ser llevados a esterilizacién por 15 min a 121°C

9.2 Fase 2: Microbioldgica 1l

9.2.1 Preparacién de medios de cultivo y reactivacion de cepas

Se tomo una cepa clinica de E. faecalis del cepario respaldado en el laboratorio de
Microbiologia de la Maestria en Endodoncia de la Facultad de Estomatologia de la
UASLP se sembré en agar BHI (Infusion Cerebro-Corazén) con la ayuda de un asa
y con el uso de un mechero, posteriormente se llevo a la incubadora por 24 horas a
35+2°C.

Después de 24 horas, se tomo E. faecalis para obtener una concentracién de 0.5
de McFarland (1.5x108 UFC/mL) por medio de espectrofotometro, la cual fue
inoculada a los tubos de ensaye con los dientes para iniciar la formacién del biofilm.
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Se realiz6 tincion Gram para verificar la pureza de Enterococcus faecalis (figura 10)
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Figura 10: Tincion Gram de Enterococcus faecalis libre de contaminacion

9.2.2 Formacién de biofilm de forma estética, cultivo de E. Faecalis e
inoculacion.

Las 55 muestras fueron trabajadas de forma escalonada, divididas en los grupos

experimentales y los grupos control para la formacion del biofilm de Enterococcus

faecalis. El procedimiento se realizé en la camara de flujo laminar (Labconco), la

cual se utilizé en condiciones asépticas, desinfectada con Lysol, alcohol al 96% y

luz ultravioleta.

Se dividieron las muestras del primer grupo experimental en grupos de 5 raices y
fueron colocadas en tubos con 30 mL de medio de cultivo BHI los cuales fueron
llevados a la incubadora por 24 horas a 35+-2°C para adaptacion al medio de cultivo.
Se realiz6 el mismo procedimiento con los otros dos grupos experimentales, asi

como con los dos grupos control.

Se utilizé6 una solucién de 0.5 de McFarland (1.5x108 UFC/mL) de Enterococcus
faecalis para inocular en cada tubo la carga bacteriana necesaria para iniciar la

formacién del biofilm.
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Se realizé la inoculacion del primer grupo experimental con 300 pL de solucién 0.5
de McFarland (1.5x108 UFC/mL) de E. faecalis y fueron colocados a la incubadora
a 35x2°C. (figura 11).

La formacién del biofilm se llevé a cabo por un periodo de 30 dias, realizando

recambios del medio cada 48 horas y colocados en la incubadora a 35+2°C.

El procedimiento fue monitoreado realizando tinciones Gram cada 48 horas con el

objetivo de verificar que no existiera contaminacion en las muestras.

Figura 11: Inoculacion de solucién 0.5 de McFarland de E. faecalis en tubos con medio de

cultivo BHI. b) Introduccion de las raices a los tubos ya inoculados. ¢) Tubos con el primer

grupo de estudio que fueron llevados a incubacién para la formacion de biofilm estatico de
30 dias.

9.3 Fase 3: Instrumentacion

9.3.1 Aislamiento y desinfeccion del campo operatorio.

Se realizé aislamiento absoluto utilizando un dique de hule (Nic Tone 5x5) y una
grapa 00 (Hu-Friedy), se desinfect6 el campo operatorio con peréxido de hidrogeno
al 30%, hipoclorito de sodio al 5.25% y Tiosulfato de Sodio al 10% por 1 minuto cada
uno, para continuar con una toma de muestra del campo operatorio; se realiz6 la
siembra en un agar sangre (BD. BBLTM) y fue puesta en la incubacién a 35 + 23C
durante 24 horas para confirmar que el campo operatorio estuviera libre de

contaminacion (figura 12).
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a)

Figura 12: a) Aislamiento absoluto. b) Desinfeccion del campo operatorio con peroxido de
hidrogeno al 30%, hipoclorito de sodio al 5.25% vy tiosulfato de Sodio al 10% por 1 minuto
cada uno. ¢) Toma de muestra en agar sangre para confirmar que estuviera libre de
contaminacion.

9.3.2 Toma de muestra del cultivo pre-instrumentacion

Los conductos radiculares fueron previamente humedecidos con una gota de medio
de cultivo BHI estéril. Se llevaron dos puntas de papel del #15 estériles al conducto
y se dejaron ahi durante un minuto cada una para posteriormente con la ayuda de
unas pinzas de curacion estériles, colocarlas en un tubo de ensaye con 10 mL de

medio de cultivo BHI estéril.

Las muestras pre-instrumentacién fueron llevadas a la incubadora a 35 + 23C
durante 24 horas para diluciones seriadas de 107 y 10® de la suspension resultante
y alicuotas de 0.1 mL se sembraron en agares con un aza en L (L-spread Shape),
los cuales fueron llevados a incubar durante 24 horas a 35 + 22C y finalmente se
calcul6 el namero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC mL-1) con

el uso del contador de colonias (FELISA ®).
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9.3.3 Instrumentacion

Grupo 1: Instrumentaciéon con WaveOne® Gold.

El conducto se perme6 con una lima K #15 a longitud de trabajo.

Se ajustd el motor X-Smart Plus (Dentsply Sirona) y se asegur0 que previo a
introducir la lima esta se encontrara girando, con el conducto inundado de NaCIlO
se inicié con la instrumentacion con la lima Primary 25/07 con una trayectoria hasta

la longitud de trabajo, realizando movimientos de entrada y de salida.

Al finalizar cada instrumentacion se realizo irrigacion del conducto con 2 mL de
NaClO al 1% utilizando una jeringa desechable de 5 mL y aguja Endoeze (Ultradent,
Products, INC); haciendo la aspiracién simultanea de la solucion irrigante.

Grupo 2: Instrumentacion con Reciproc® blue.

El conducto se perme6 con una lima K #15 a longitud de trabajo.

Se ajustd el motor X-Smart Plus (Dentsply Sirona) y se aseguré que previo a
introducir la lima esta se encontrara girando, con el conducto inundado de NaCIlO
se inicié con la instrumentacion con la lima R25 25/08 con una trayectoria hasta la

longitud de trabajo establecida, realizando movimientos de entrada y de salida.

Al finalizar cada instrumentacién se realiz6 irrigacién del conducto con 2 mL de
NaClO al 1% utilizando una jeringa desechable de 5 mL y aguja Endoeze (Ultradent,

Products, INC); haciendo la aspiracién simultanea de la solucion irrigante.
Grupo 3: instrumentacion con Excalibur®.

El conducto se permed con una lima K #15 a longitud de trabajo.

Se ajustd el motor X-Smart Plus (Dentsply Sirona) y se aseguré que previo a

introducir la lima esta se encontrara girando, con el conducto inundado de NACIO
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se inici6 con la instrumentacion con la lima Regular 25/05 con una trayectoria hasta

la longitud de trabajo establecida, realizando movimientos de entrada y de salida.

Al finalizar cada instrumentacion se realizo irrigacion del conducto con 2 mL de
NaOCIl al 1% utilizando una jeringa desechable de 5 mL y aguja Endoeze (Ultradent,
Products, INC); haciendo la aspiracion simultanea de la solucion irrigante.

Al terminar la instrumentacion de los grupos se procedioé inmediatamente a la toma

de muestra post-instrumentacion (procedimiento que se explica mas adelante).

Grupo 4: Control positivo: No se realizé instrumentacion de las muestras, con el

fin de que el biofilm permaneciera intacto.

Grupo 5: Control negativo: Las muestras estériles permanecieron intactas dentro

del medio de cultivo de BHI estéril.

9.3.4 Toma de muestra de cultivo post-instrumentacion

Una vez terminada la instrumentacién del conducto radicular se introdujeron 3
puntas de papel #15 estériles por 1 minuto para ser llevadas a un tubo con 10 mL
de medio de cultivo de BHI estéril.

Las muestras post-instrumentacion se incubaron a 35+22C durante 24 horas para
diluciones seriadas de 10y 10°, de la suspension resultante y alicuotas de 0.1 mL
se sembraron en agares con un aza en L (L-spread Shape), los cuales fueron
llevados a incubar durante 24 horas a 35+22C y finalmente se llevé a cabo el conteo
de colonias por mililitro (UFC mL-1) con el uso del contador de colonias (FELISA ®).
(figura 13).
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Figura 13: a) y b) Aislamiento absoluto de las piezas con dique de goma y grapa y toma
de muestra de campo operatorio para confirmar la descontaminacion del campo. c)
Toma de muestra pre-instrumentacion con 2 puntas de papel (Imin cada una). d)
Instrumentacién de las piezas de acuerdo con las instrucciones de cada fabricante. e)
Irrigacion entre cada instrumento con hipoclorito de sodio al 2.25% y una irrigacion final
con 2mL de hipoclorito de sodio al 2.25%, 2 mL de solucion salina, y 2 mL de solucién
salina) e) y f) colocacién de puntas de papel en tubos con BHI para su posterior cultivo

9.4 Fase 4: Microbiologica ll.

9.4.1 Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Los tubos con las muestras pre-instrumentacion y post-instrumentacion fueron
llevadas a la incubadora donde permanecieron durante 24 horas a 35£22C. Después
de 24 horas se evalud la concentracion bacteriana de las muestras mediante escala
de McFarland. Se realizaron diluciones seriadas dentro de la campana de flujo
laminar para asegurar el control de esterilidad; alicuotas de 0.1 mL se sembraron
en agares los cuales fueron llevados a incubar durante 24 horas a 35+22C y
finalmente se llevo a cabo el conteo de colonias por mililitro (UFC mL-1) con el uso
del contador de colonias (FELISA ®). (figura 14).
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Figura 14: a) Muestras pre y post-instrumentacion puestas a incubacién durante 24 h
a 35+2°C. b) Evaluacion de la concentracién bacteriana mediante escala de
McFarland. c) Diluciones y siembra en placas de agar BHI, puestas a incubadora 24 h.
d) Conteo de UFC

9.4.2 Observacion al microscopio electrénico de barrido (MEB)

Preparacion de las muestras bioldgicas

Se realizaron cortes longitudinales en sentido vestibulo lingual de cada una de las

muestras.

Fue llevado a cabo el procedimiento para lectura de muestras biolégicas en MEB,

de la siguiente manera:

a) Fijacion en una mezcla proporcion 1:1 de azul de alcian 2% (HYCEL de
México S.A. de C.V.) y glutaraldehido (Sigma-Aldrich, USA) grado 1, 25%.

b) 24 horas después, deshidratacion utilizando alcoholes en porcentajes
crecientes 20, 40, 60, 70,80, 90% hasta llegar al alcohol absoluto grado
reactivo 99.98% de pureza.

c) Secado al punto critico; 7 ciclos de lavado con CO:2 (LeicaEM CPDO030,
USA)

d) Bafio de oro; las muestras fueron colocadas y selladas con cinta de
carbon en dispositivos de lectura con placas de doble carbén, para
recubrirse en oro (Fine Coat On Sputter JFC-1100).

Las lecturas en MEB del apice radicular se realizaron a magnificaciones 1500x y
4500x
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9.4.3 Observacion del tercio apical mediante microscopia electronica de
barrido (MEB)

Este estudio fue complementado con la observacion al microscopio electronico de

barrido con la finalidad de evaluar el grado de limpieza del conducto radicular,

observando la exposicion de tabulos dentinarios y la presencia de barrrillo

dentinario. Las muestras fueron observadas a 1500x y 4500x para visualizar el tercio

apical del conducto radicular, por dos observadores independientes considerando

la escala de Rome y col.

0 No hay barrillo dentinario, todos los tabulos dentinarios estan abiertos.

1 Capa minima de barrillo dentinario >50% de tubulos dentinarios visibles.

2 Capa moderada de barrillo dentinario <50% de tubulos dentinarios abiertos.
3 Abundante barrillo dentinario rodeado de tubulos dentinarios obliterados.

Grupo 1. Reciproc® blue, observaciéon al MEB del tercio apical.

Figura 15: Observacion al MEB del grupo 1 Reciproc® blue a) magnificacion a 1500x b)

magnificacion a 4500x.

Garcia Pefia Fernando 43



“Evaluacion de eliminacién bacteriana y biofilm por sistemas de instrumentacion de lima Unica”

Grupo 2. Wave One®Gold, observacion al MEB del tercio apical
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Figura 16: Observacion al MEB del grupo 2 Wave One® Gold a) magnificacion a 1500x b)
magnificacion a 4500x.

Grupo 3. Excalibur®, observacién al MEB del tercio apical
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Figura 17: Observacion al MEB del grupo 3 Excalibur® a) magnificacion a 1500x b)
magnificacion a 4500x.
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10 RESULTADOS

El andlisis de los resultados se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Reduccién bacteriana a través de conteo de Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) pre-instrumentacion y post-instrumentacion.

10.1Reduccién de carga bacteriana

Todas las placas fueron analizadas para el conteo de UFC con el uso del contador
de colonias (FELISA ®). Se recolectaron los datos pre y post- instrumentacion de
cada grupo y fueron vaciados en una tabla, donde se obtuvo el nimero de UFC/mL

de la muestra inicial a través de la férmula:

(N2 UFC)(FD)
Vol.inéculo (mL)

UFC/mL =

UFC/mL= Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
N.° UFC= NUumero de colonias

FD= Factor de dilucién

Vol. in6culo= Volumen del inéculo

Una vez obtenido el nUmero se convirtié a Log 10 y con ello la cantidad de unidades

formadoras de colonias por mililitro de cada tubo de la muestra.
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Pre- Pre- Post- Pre- Post-
insfrumentacién | instrumentacién | insfrumentacién | instrumentacién | insfrumentacién
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 3

N Parametros normalesa.t

Media 166.8000 62.0000 21.8667 225.2000 99.2667
Desviacion tipica
Diferencias mds Absoluta 36.32237 7.27029 28.59787 80.76615 97.22027
extremas
Positiva 220 258 378 151 165
Negativa 202 1468 378 151 165
[ de Kolmogorov-Smirnov -.220 -.258 -.222 -.091 -.154
Sig. asintét. (bilateral) 851 1.000 1.443 .585 639

Se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov determinando una distribucion normal
de los datos.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de
confianza para la

diferencia
Error tip.
Desviacié de la Sig.
Media n fip. media Inferior Superior i gl (bilateral)
Par 1 Pre-UFC Gpol 67.93333  112.06915 28934613 587150 129.99516 2.348 14 034
Post-UFC Gpol
Par 2 Pre-UFC Gpo 2 40.13333  26.68832  4.89090 2535383 54.91283 5.824 14 000
Post-UFC Gpo 2
Par 3 Pre-UFC Gpo 3 12593333 57.00184 14.71781 9436677 157.499%90 8.557 14 000

Post-UFC Gpo 3

Se realiz6 prueba de T-Student para determinar la diferencia entre las muestras pre
y post-instrumentacion, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa con
los tres sistemas.
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ANOVA DE UN FACTOR
Post-instrumentacion

I -1 I - P
cuadrados cuadrdatica

Inter-grupos 59599.600 29799.800 4.730 .014
Intfra-grupos 264604.400 42 6300.105
Total 324204.000 44

En la prueba de ANOVA, se obtuvo una p<0.05, determinando una diferencia
estadisticamente significativa en las muestras post-instrumentacion. En las
muestras pre-instrumentacion no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa
p >0.05.

Comparaciones Multiples
Variable dependiente: Post-instrumentacion

95%
Limite Limite
inferior superior

HSD de 1.00 2.00 7700000 2898299 029 6.5860 147.4140
fukey dimension p -40000 28.98299 1.000 70.8140 70.0140
2.00 1.00 -77.00000°  28.98299 029 -147.4140 -6.5860

dimension2 dimension3 5 5, 77.40000°  28.98299 028 -147.8140 -6.9860

3.00 1.00 40000 28.98299 1.000 -70.0140 70.8140
dimension3 , 5, 77400000 28.98299 028 69860 147.8140
Bonferroni 1.00 2.00 77000000  28.98299 033 47261 149.2739
dimension3 5 -.40000 28.98299 1.000 72.6735 71.8739

2.00 1.00 77.00000°  28.98299 033 -149.2739 -4.7261

2 dimension3 ey 77400000 28.98299 032 149.6739 51261

3.00 1.00 40000 28.98299 1.000 -71.873% 72.6739
dimension3 , 5, 7740000 28.98299 032 5.1261 149.6739

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05
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En las pruebas post-hoc de Tukey y Bonferroni, se determiné una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre el grupo 1 y 3, correspondiente a
WaveOne® Gold y Excalibur®. Entre el grupo 2 y 3, correspondientes a Reciproc®
blue y Excalibur® no hubo diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).
Tampoco se obtuvo diferencia entre los grupos 1y 2 correspondientes a WaveOne®
Gold y Reciproc® (p>0.05).

En el andlisis de las observaciones del MEB a una magnificacién de 1500x, las
imagenes de los controles positivos y negativos mostraron abundante barrillo
dentinario con tubulos dentinarios obliterados correspondiente a un nivel 3 de la
escala anteriormente descrita. En el grupo de WaveOne® Gold se observé una capa
minima de barrillo dentinario correspondiente a un nivel 1, mostrando un mejor

comportamiento en la remocion del biofilm, en comparacion con los otros sistemas.
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11 DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de los sistemas de
instrumentaciéon de lima Unica WaveOne® Gold, Reciproc® blue y Excalibur® en
la disminucion de carga bacteriana y eliminacién del biofilm en raices de premolares

unirradiculares inoculados con E. faecalis.

Uno de los objetivos mas importantes de la preparacion de los conductos radiculares
es la eliminacion del tejido pulpar vital o necrotico del barrillo dentinario. Ademas,
de conseguir la eliminacion de los microorganismos en conductos radiculares
infectados y la prevencion de la reinfeccion es fundamental para obtener el éxito en
el tratamiento endodontico. Por lo tanto, su eliminacion debe resaltar el uso de
instrumentos que faciliten la erradicacion de bacterias y la conformacion del

conducto radicular.

Enterococcus faecalis se seleccion6 en este estudio porque es de facil crecimiento
y posee una importancia clinica significativa pues estd cominmente asociada a
infecciones endoddnticas y a infecciones persistentes asintomaticas.(6) También
posee la capacidad de formar el biofilm lo cual contribuye a la resistencia bacteriana

durante los tratamientos endodoénticos(46).

La eliminacién microbioldgica es de suma importancia en la terapia endodontica,
debido a que la presencia de bacterias es la principal causa de fracaso, se reportan
estudios de la incidencia de Enterococcus faecalis desde 1998 como el de
Molander, en donde examina el estatus microbiol6gico de 100 dientes obturados,
con presencia de periodontitis apical comprobada por radiografia, y concluye que el
microorganismo aislado con mayor frecuencia era Enterococcus Faecalis aislado en
un 69% del total de los casos, esto fue logrado mediante identificacion micro
morfoldgica, morfologia de colonias, pruebas fisicas y bioguimicas, asi como por
cromatografia de gases(47), posteriormente en 2003 Pinheiro coincide con los
estudios de Molander en donde identifica a E. faecalis en un 52.94% del total de los
casos fallidos estudiados, él utiliza para este fin placas de agar y pruebas

bioquimicas(48), posteriormente Waltimo en 2005, en un estudio realizado con el fin
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de evaluar la eficacia clinica de la preparacion quimiomecanica y medicacion del
conducto radicular y la curacion de lesiones periapicales, identifica a Enterococcus
faecalis mediante pruebas bioquimicas en un 17% (49).Esta incidencia a través del
tiempo confirma que Enterococcus faecalis es identificado constantemente dentro
del conducto radicular, sobre todo en infecciones secundarias, siendo preocupante,

ya que es el principal causante del fracaso endodontico.

Es de suma importancia considerar que cuando el tejido pulpar se ha necrosado e
infectado, se produce una periodontitis apical, para que este problema se resuelva,
la eliminacion de la infeccion del conducto es un punto clave, por lo que el objetivo

principal del tratamiento es desinfectar el conducto radicular.

Atendiendo a esta problematica, han surgido distintos sistemas de instrumentacion,
gue prometen tratamientos mas efectivos, predecibles y seguros, utilizando para
este fin menor cantidad de instrumentos, ya sea con movimientos reciprocantes

como el sistema de lima Unica WaveOne® Gold, Reciproc® blue y Excalibur®.

Para evaluar la reduccion bacteriana se realizé conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) expresada en Logl0 UFC/mL. Con la finalidad de evaluar la
desinfeccién de los tres sistemas de instrumentacion y cuantificar las bacterias que
quedaron dentro del conducto radicular. Esta metodologia es utilizada
frecuentemente(2,9,50,51).

El sistema Excalibur® consiste en la utilizacion de la lima regular la cual tiene una
conicidad .05 con el fin de tener una mayor similitud con los sistemas comparados.
Los datos obtenidos sefialan que es el grupo con resultados con menor disminucion

de la carga bacteriana en comparacién con el grupo de WaveOne® Gold.

El uso de los tres sistemas de instrumentacién logré6 una reduccién bacteriana
significativa; sin embargo, ninguno de los tres sistemas logré una eliminacion total
de microorganismos. En diversos estudios en los que se han comparado la

reduccion de la carga bacteriana con sistemas de lima Unica.
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Machado en el 2013, compara la reducciéon bacteriana con sistemas reciprocantes
y rotatorios durante la preparaciéon del conducto radicular, en conductos
contaminados con un cultivo de E. faecalis, después de un periodo de incubacion
de 21 dias y como resultado se menciona que el recuento bacteriano de los grupos
disminuyo significativamente en comparacion con las muestras previas a la

instrumentacion(2).

S. Burklein, en el 2012 examina in vitro conductos radiculares, involucrando
sistemas de instrumentacion de un solo instrumento; Reciproc y Wave One contra
sistemas seriados; Mtwo y ProTaper, comparando la efectividad de la conformacién
y limpieza de los diferentes instrumentos, obteniendo como resultado que, en los
cuatro sistemas, se encontraron areas parcialmente no instrumentadas, con

residuos restantes en todas las secciones(52).

Por otro lado, Taba Ozyiirek y cols, en el 2017 evaluaron las capacidades de
limpieza de las limas Reciproc, WaveOne Gold y Hyflex DM en bloques de resina
en forma de S obteniendo los siguientes resultados, el grupo Reciproc eliminé una
cantidad estadisticamente significativamente mayor de resina de todas las regiones

del conducto en comparacién con los grupos WaveOne GOLD y Hyflex DM(53).

En otro estudio clinico aleatorizado realizado por Rodriguez Amaral y cols, en este
comparo la eficacia antibacteriana in vivo de Reciproc Blue (RB), XP-endo Shaper
(XP-S) y XP-endo Shaper asociados con los sistemas XP-endo Finisher (XP-F) en
raices de forma ovalada infectadas con conductos con periodontitis apical primaria,
concluyendo que los sistemas XP-S y RB redujeron drasticamente la carga
bacteriana en conductos radiculares de forma ovalada con periodontitis apical
primaria. XP-F utilizado como instrumento complementario a la preparacion

guimiomecéanica promovié una reduccion bacteriana significativamente mayor(2).
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Los resultados de este estudio determinan que hubo una diferencia
estadisticamente significativa en la capacidad de reduccion bacteriana entre los
sistemas Excalibur® en comparaciéon con WaveOne® Gold, no habiendo diferencia

con Reciproc® blue.

En el presente estudio el nuevo sistema de instrumentacion Excalibur® demostro
gue es efectivo en comparacion con WaveOne® Gold, pero no con Reciproc® blue;
se recomiendan realizar mas estudios con respecto a Excalibur® para validar

nuestros resultados.
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12 CONCLUSIONES

Queda en evidencia la importancia de la instrumentacion durante la preparacion
biomecanica de los conductos para lograr la remocién del biofilm y disminucion de

carga bacteriana.

Se logré comprobar la eficiencia en la remocion del biofilm del tercio apical con el
empleo del microscopio electronico de barrido en cuanto a los grupos
experimentales, el de WaveOne® Gold demostré un mejor comportamiento en la
remocion del biofilm, obteniendo un mayor numero de tubulos dentinarios

permeables en comparacién con Reciproc® blue y Excalibur®

Se rechaza la hipétesis de investigacion, debido a que el sistema Excalibur® no
presentd una disminucién en la carga bacteriana en comparacion con WaveOne®
Gold, sin embargo, con Reciproc® blue no mostré diferencia estadisticamente

significativa.

Los tres sistemas presentan una disminucién en la carga bacteriana al comparar las
muestras pre y post instrumentacion, por lo que se consideran confiables para su

utilizacioén clinica.
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PERSPECTIVAS

1. Evaluar la limpieza y reduccion bacteriana en conductos radiculares con una
curvatura mayor.

2. Evaluar la conformacion en conductos radiculares con el sistema Excalibur®
en comparaciéon con WaveOne® Gold y Reciproc® blue.

3. Determinar la cantidad de extrusion de detritus y bacterias con los sistemas

utilizados en el presente estudio.
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sistemas de instrumentacién con lima Unica en conductos radiculares.”
Asignado con la clave: CEI-FE-073-022.

Dicho trabajo fue evaluado en los aspectos del marco ético-legal y
bioseguridad por los miembros del H. Comité de Etica en Investigacion:
Dra. Yolanda Hernandez Molinar, M. en C. Ana Maria Guadalupe Gonzalez
Amaro, Dra. Norma Verénica Zavala Alonso, Dra. Claudia Edith Davila
Pérez, Dra. Rita Elizabeth Martinez Martinez, Dr. José Arturo Garrocho
Rangel, Dr. Alan Martinez Zumaran y Dr. Victor Mario Fierro Serna. De
dicha evaluacién y de forma colegiada, el Comité ha dictaminado que su
protocolo de investigacion es APROBADO POR UNANIMIDAD pudiendo
llevarlo a cabo en los tiempos que Usted ha considerado necesarios para la
ejecucion del mismo.

El Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Estomatologia se rige
con la clave CONBIOETICA-24-CEI-001-20190213 de acuerdo con las
directrices nacionales para la integracion y funcionamiento de los Comités
de Etica e Investigacién emitidas por la Comisién Nacional de Bioética
(CONBIOETICA).

Le solicitamos nos haga llegar los informes correspondientes del avance de
su proyecto de investigacion, asi como un informe final para nuestro archivo,
recordandole ademas que este proyecto podra ser monitoreado por este

Comité.
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