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RESUMEN

Introduccidn: El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de limpieza y reduccién
bacteriana de E. faecalis utilizando ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y
Protaper Gold™.

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 biomecénica con cada uno de los sistemas (Hyflex™ EDM, ZenFlex™ y
Protaper Gold™). 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. La
limpieza se evalu6 mediante observacion al MEB; para el andlisis estadistico se utilizd
prueba de Shapiro-Wilk para normalidad, Anova de una via como analisis paramétrico,
T-student para la comparacién interna pre y post-instrumentacion y Prueba de Tukey
y Bonferroni para la comparacion entre grupos.

Resultados: No hubo diferencia estadisticamente significativa en la limpieza y en la
reduccion bacteriana entre los tres sistemas de instrumentacion.

Conclusion: El nuevo sistema ZenFlex™ mostré la misma reduccion bacteriana
respecto a Hyflex™ EDM vy Protaper Gold™; por lo que, no hubo diferencia
estadisticamente significativa; en cuanto a la limpieza los tres grupos mostraron el
mismo comportamiento al limpiar el sistema de conductos radiculares obteniendo entre
el 75y el 100% de los tabulos dentinarios permeables.

Palabras clave: Reduccion bacteriana, limpieza, biofilm, sistemas de instrumentacion.
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1. 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.(t) Para lograr tal objetivo, la preparacion
quimiomecénica 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 preparacion del conducto radicular se realiza mediante la limpieza, conformacion
desinfeccién, los estudios han demostrado que mas del 90% de la eliminacion de
bacterias del conducto radicular se logra mediante la accion mecdanica de los

instrumentos. (45

Se han estudiado, evaluado y comparado la capacidad de desinfeccion y eliminacién
de carga bacteriana de diferentes sustancias y procedimientos con el uso de sistemas
de instrumentacion. -9 que ofrecen algunas ventajas, por ejemplo, un menor tiempo
de trabajo, una mayor resistencia y flexibilidad de los instrumentos, asi como una

menor incidencia de fracturas.

Los nuevos sistemas de instrumentacion introducidos al mercado estan siendo
inclinados a la maxima preservacion de la estructura dentaria y la conservacion de la
anatomia original del sistema de conductos. Sin embargo, la causa principal de
enfermedad pulpar es la caries y con ello la presencia de microorganismos por lo que
los sistemas de instrumentacibn ademas de ofrecer las ventajas que ya se han
mencionado deben cumplir con la finalidad principal que es la eliminacién de
microorganismos, tejido organico y material inorganico lo que cual prevendra
infecciones secundarias o persistentes dando como resultado el éxito del tratamiento

endodontico.

M.E. Mares Segura Norma Laura 1
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2. MARCO TEORICO

2.1 Importancia de la presencia de microorganismos en el
conducto radicular

La cavidad oral comprende una microbiota en diferentes habitats como lo son dientes,
surcos gingivales, encia adherida, labios, lengua, mejillas, paladar dura y paladar
blando; existen alrededor de 700 a 800 especies orales comunes. 9 La principal
funcién del esmalte y el cemento dental es formar una barrera que impida la
penetracion de microorganismos al complejo dentino-pulpar, pero el dafio o la pérdida
de estas estructuras permite la entrada de microorganismos a la pulpa dental a través
de caries, fracturas o fisuras. La pulpa es un tejido ricamente vascularizado e inervado,
delimitado por dentina, con una circulacién sanguinea terminal y con una zona de
acceso circulatorio (periapice) de pequefio calibre; lo que hace que la capacidad
defensiva del tejido pulpar sea limitada ante las diversas agresiones que pueda sufrir.
El tejido pulpar también puede ser afectado por circulacion sanguinea mediante
anacoresis, asi como por una infeccion retrograda, por medio de conductos
secundarios, desde el ligamento periodontal o desde el apice durante un proceso de

periodontitis. 1)

La primera observacion de bacterias en el conducto radicular fue en el siglo XVII,
cuando el holandés Anthony Van Leeuwenhoek constructor de microscopios, escribio:
"La corona de este diente estaba casi totalmente cariado mientras que su raiz consiste
de 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 que todo el tiempo esa
materia me parecid que estaba viva". Leeuwenhoek llamo “animaculos” a las criaturas
observadas, cambiando su nombre posteriormente a “microbios”; marcando el inicio

de la microbiologia. (12

M.E. Mares Segura Norma Laura 2
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En 1894, Willoughby D. Miller quien fue un odontélogo americano y el primer
microbidlogo oral, desarrollo una serie de experimentos en el que reporta la asociacion
de bacterias con la periodontitis apical, luego del analisis de material obtenido del
conducto radicular describi6 formas basicas de las bacterias: cocos, bacilos y

espirilos.*?)

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 cicatrizacion 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 necraticos estériles no

presentaban signos de patosis periapical. (12

Desde que se descubrid que los microorganismos son la causa de la periodontitis
apical se han explorado qué microorganismos estan involucrados en esta infeccion del
sistema de conductos radiculares. Mas de 460 taxones bacterianos se han asociado

con conductos radiculares infectados. 1

El entorno Unico del conducto radicular también puede permitir que especies
transitorias, que no pueden asentarse en la boca, colonicen con éxito el conducto
radicular. Las diferencias en los gradientes de oxigeno y nutrientes en el conducto
radicular en comparacién con la cavidad bucal promoveran el crecimiento de ciertos

microorganismos e inhibiran otros. @3

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 o son: Estreptococos
(28%), Estafilococos (15%), Corynebacterium (10-25%), Levaduras (12%), y otros. Y

M.E. Mares Segura Norma Laura 3
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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. Estos taxones
se encuentran generalmente en combinaciones que involucran a muchas especies en

infecciones primarias y unas pocas en infecciones secundarias/persistentes. 1415

La composicion de la microbiota de los conductos radiculares difiere en el tratamiento
de endodoncia primario y secundario. Los bacilos anaerobios gramnegativos son
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 Candida albicans son a

menudo aislados de infecciones resistentes al tratamiento de endodoncia. 14-16)

La razon de que las especies aisladas del conducto radicular es mucho menor a la
cantidad total de especies presentes en la cavidad oral es que el conducto radicular
provee un ambiente Gnico con factores como el medio anaerdbico, interacciones
bacterianas y disponibilidad de nutrientes reducido, haciendo que solo un nimero
minimo de microorganismos logre sobrevivir dentro de este espacio. Tal es el caso de
Enterococcus faecalis, una bacteria grampositiva que es aislada frecuentemente de
infecciones secundarias y fracaso endodoéntico debido a factores como la resistencia
a tratamientos y medicamentos intraconducto, la capacidad para invadir tubulos
dentinarios, adaptacion al estrés presente dentro del conducto, la capacidad para la

formacion de biofilm y por sus factores de virulencia. 16.17)

Por lo tanto, el tratamiento de endodoncia pretende limpiar y desinfectar el sistema de
conductos radiculares mediante técnicas de instrumentacion biomecanica en conjunto
con irrigantes quimicos que aseguren la eliminacion o reduccion al minimo de

contaminantes que predispongan a un fracaso endodontico.

M.E. Mares Segura Norma Laura 4




Evaluacion de la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis intraconducto del
sistema de instrumentacién ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™. Estudio in vitro

2.2 Biofilm intraconducto

La capacidad de formar comunidades puede considerarse esencial para la
supervivencia microbiana en practicamente todos los entornos. De hecho, la gran
mayoria de los microorganismos en la naturaleza invariablemente crecen y funcionan
como miembros de comunidades metabdlicamente integradas o biopeliculas. El biofilm
se puede definir como una comunidad microbiana multicelular sésil caracterizada por
células que estadn unidas firmemente a una superficie e inmersas en una matriz
autoproducida de sustancia polimérica extracelular (EPS), generalmente

polisacaridos. (14.18)

Como comunidad de bacterias, las biopeliculas tienen una fisiologia colectiva y
responden de forma concertada a los desafios ambientales. Las especies
componentes forman poblaciones que no estan distribuidas al azar, sino que estan
organizadas espacial y funcionalmente en toda la comunidad mixta. De hecho, las
poblaciones estan estratégicamente posicionadas para una interaccion metabdlica
Optima y la arquitectura resultante favorece el papel ecologico de la comunidad. Las
propiedades que muestra una comunidad de biopeliculas mixtas estan dictadas
principalmente por las interacciones entre poblaciones, que crean funciones
fisiologicas novedosas que no pueden observarse con componentes individuales. El
estilo de vida de la comunidad ofrece una serie de ventajas a las bacterias de las

biopeliculas, que incluyen:

1. Lacreacion de un habitat mas amplio para el crecimiento de una microbiota méas
diversa
Aumento de la diversidad metabdlica y la eficiencia debido a las redes troficas
3. Proteccion contra microorganismos competidores, defensas del huésped,
agentes antimicrobianos y estrés ambiental
4. Intercambios genéticos facilitados
Patogenicidad mejorada: es posible que ciertas especies tengan mas de un
papel en la enfermedad, mientras que diferentes especies pueden realizar

funciones similares. Esto ayuda a explicar por qué se pueden encontrar
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comunidades con diferente composicién bacteriana en diferentes individuos con

enfermedades similares. (1819

El proceso de formacion del Biofilm en el conducto radicular es aun desconocido, sin
embargo, la teoria mas aceptada consta de cuatro fases y fue descrita por Svensater
y Bergenholtz: 20

e 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.

e Segunda fase: sobre esa pelicula pegajosa, se fijan algunas bacterias
especificas con capacidad de adhesion, de todas las que estan en suspension.

e Tercera fase: la primera capa de bacterias ya adherida, segrega mediadores
que, por un lado, van fijando mas bacterias, de esa estirpe o de otras y, por otro
lado, va formando la matriz extracelular de polisacaridos, primera barrera
defensiva caracteristica del Biofilm.

e Cuarta 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. Siqueira y Ré¢cas exponen que, en esta
etapa, el conjunto de biofilm puede consistir en15% de bacterias y 85% de
matriz de polisacéaridos, ademas de contar con mas de 300 capas de bacterias

superpuestas.

La composicién y estructura que conforma el biofilm dificulta su remocion dentro de los
conductos radiculares, ya que este puede estar localizado en areas dificiles de
alcanzar como istmos o conductos laterales o accesorios, por lo que la preparacion
biomecanica rigurosa, asi como el empleo de sustancias irrigantes ayuda a la

desorganizacion y eliminacion del biofilm.
2.3 Smear Layer
La capa de frotis, lodo dentinario o también conocido como barro dentinario o smear

layer fue descrita por primera vez por McComb y Smith (1975)?Y, quienes demostraron

la presencia de una capa organica que contiene particulas de apatita en la superficie
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del esmalte causadas por el calor generado durante el corte. En endodoncia, el término
“smear layer’ se utilizd6 para describir las particulas amorfas e irregulares que
resultaron de la instrumentacion del conducto radicular y cubrieron todas las
superficies instrumentadas de los conductos radiculares preparados. El grosor de la
capa de smear layer puede variar de un diente a otro segun varios factores, entre ellos:
si el corte se est4 realizando de forma humeda o seca en la dentina, tamafio y forma
del conducto radicular, forma y afilado de los instrumentos, y tipo y cantidad de solucion
de irrigacion. La capa de smear layer consta de ambos componentes: organicos e
inorganicos. El componente organico suele ser una coleccion de desechos pulpares y
bacterianos, mientras que el componente inorganico esta compuesto principalmente
por desechos dentinarios. Es una capa amorfa que mide de 0.5 a 2 um de espesor,

cubre la superficie de la dentina y ocluye los orificios de los tubulos dentinarios. 2223

El diagndstico del 6rgano dental tratado es de suma importancia, ya que, el smear
layer que se forma de dientes con pulpitis irreversible, tiene una diferencia importante
a la capa de barro dentinario que se integra en el caso de necrosis pulpar; la presencia
de bacterias solo estd presentes en los necroticos. Esta diferencia puede afectar el
prondstico de la pieza dentaria por lo que la necesidad de eliminarla es determinante
debido a razones como: a) puede contener células microbianas y antigenos, b) debilita
los efectos desinfectantes en dentina, y ¢) puede afectar la calidad de union del
material de obturacién con la pared del conducto. La capacidad de los irrigantes para
eliminar el barro dentinario ha sido ampliamente estudiada, sin embargo, en

actualidad, no hay irrigante que sea capaz de disolver a su vez ambos tejidos. 3

2.4 Enterococcus faecalis

Los enterococos son cocos grampositivos que pueden presentarse individualmente,
en pares o como cadenas cortas. Son anaerobios facultativos que tienen la capacidad
de crecer en presencia o ausencia de oxigeno. Pueden crecer en un ambiente de pH
extremadamente alcalino, concentrado de sal en un rango de temperatura de 10 a
45°C y sobrevivir a una temperatura de 60°C durante 30 min. La especie de
Enterococcus viven en grandes cantidades 10%-108 unidades formadoras de colonias

(UFC) por gramo de heces, en el lumen intestinal del humano, en el tracto genital
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femenino y en cavidad oral en menor cantidad. Catalizan fuentes de energia variables
incluyendo hidratos de carbono, glicerol, lactato, malato, citrato, arginina y muchos

acidos. (1429

E. faecalis es un coco anaerobico facultativo grampositivo que esta fuertemente
asociado con infecciones endoddnticas. ?4-26), Es un patdgeno oportunista que causa
infecciones nosocomiales y con frecuencia se aisla de los conductos radiculares con
fracaso que se someten a retratamiento. La capacidad para formar biopeliculas es
ventajosa ya que tiene rasgos de virulencia especificos incluyendo enzimas liticas,
citolisina, feromonas y acido lipoteicoico, lo que le ayuda a adherirse a células del
huésped, asi como expresar proteinas que le permiten competir con otras células
bacterianas. E. faecalis es capaz de compartir los rasgos de virulencia, lo que favorece
su supervivencia y la capacidad de causar enfermedad. La prevalencia de E. faecalis
en infecciones endodonticas persistentes y asintomaticas, varia del 24 al 77%,
mientras que en infecciones primarias su prevalencia es del 4 al 40%. Los factores que
conducen a una infeccién perirradicular persistente después del tratamiento de
endodoncia son la infeccién intrarradicular, la infeccion extrarradicular, reaccion a
cuerpo extrafo y los quistes que contienen cristales de colesterol; y principalmente la
supervivencia de microrganismos en la porcion apical del diente con relleno radicular.
E. faecalis es capaz de suprimir la accion de los linfocitos, contribuyendo

potencialmente al fracaso endodéntico.®

E. faecalis mide 1.5 um lo que significa que tiene la dimensién necesaria para invadir
y vivir dentro de los tabulos dentinarios. Puede resistir a la medicacion intraconducto
de hidréxido de calcio durante mas de 10 dias formando una biopelicula que lo ayuda
a resistir la destruccion al permitir que se vuelva 1000 veces mas resistentes a la
fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos. Tiene la capacidad de formar biopeliculas
gue pueden resistir el hidréxido de calcio manteniendo la homeostasis del pH, pero a

un pH de 11.5 o mas no puede sobrevivir. (1424

El desarrollo del biofilm de E. faecalis en la dentina del conducto radicular comprende

las tres etapas siguientes: (4
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e Etapa 1: Las microcolonias se forman a medida que las células de E. faecalis se
adhieren a la superficie de la dentina del conducto radicular.

e Etapa 2: la disolucion mediada por bacterias de la fracciéon mineral del sustrato
de dentina conduce a un aumento localizado de los iones de calcio y fosfato
que provocan la mineralizacién (o calcificacion) de la biopelicula de E. faecalis.

e Etapa 3: debido a esta interaccion de las bacterias y sus productos metabdlicos

en la dentina, la biopelicula de E. faecalis se mineraliza.

Este biofilm en muchas ocasiones no puede ser eliminado en el procedimiento de
desinfeccién durante el tratamiento de endodoncia ya que se pueden localizar en areas
como istmos, ramificaciones, deltas, irregularidades o los mismos tubulos
dentinarios.*4. Por lo que, el uso de métodos como la instrumentacion mecanica,
irrigacion con soluciones quimicas, medicamentos antimicrobianos colocados de
manera intraconducto, se hace con el objetivo de reducir la carga bacteriana y

desorganizar o interrumpir la formacién de biofilm.

2.5 Usodeirrigantes paralaeliminacion de smear layer y reduccion
bacteriana

El propésito de la irrigacidon es promover la curacion disolviendo y eliminando los restos
de tejido y los desechos del conducto radicular y eliminando las bacterias. El hipoclorito
de sodio (NaOCI) es la sustancia irrigante mas importante y ampliamente estudiada,
ya que es la Unica que puede disolver el tejido organico. También tiene una fuerte
actividad antimicrobiana. Cuanto mas tiempo se use NaOCI| en un sistema de
conductos y cuanto mayor sea la concentracion, mas eficaz sera para limpiar la materia
organica y eliminar bacterias. Hasta el 50% del area de la pared del conducto radicular
permanece intacta con los instrumentos, lo cual tiene varias consecuencias practicas
importantes: 1) estas areas no tienen una capa de frotis, y 2) las areas solo se pueden
limpiar quimicamente o se pueden limpiar con una combinacion de compuesto quimico
y energia fisica como el ultrasonido. Las areas intactas no solo carecen de la capa de
frotis, es probable que estén cubiertas por predentina, restos de tejido pulpar y

posiblemente también biofilm. Ademas, los desechos de la instrumentacion pueden
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acumularse en estas areas. Debido a que la biopelicula, los restos pulpares y la
predentina son principalmente materia organica, el NaOCI es el irrigante clave en la
limpieza de las partes intactas del conducto radicular. EI EDTA, la clorhexidina y
diferentes productos combinados como MTAD, QMiX, SmearClear, Tetraclean o las
soluciones de yodo no tienen efecto de disolucion de tejidos sobre la materia organica
en las partes intactas de la pared del conducto. Alternar el uso de NaOCl y EDTA
durante la instrumentacion es una practica comun. Sin embargo, el EDTA suprime el
efecto de disolucion de tejidos del NaOCI y, por lo tanto, no debe utilizarse hasta el

final del tratamiento como enjuague final. 23

El protocolo recomendado para la eliminacion de la capa de frotis es NaOCI seguido
de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético). A pesar de que se ha mencionado que el
EDTA eliminan la capa de frotis, no pueden hacerlo por completo sin el uso previo de
NaOCI. El agua, la solucién salina, la clorhexidina (CHX) o los compuestos de yodo no

tienen ningln efecto de disolucién en la capa de frotis. (23:27)

El método mas comun de administracion de irrigante es mediante una jeringa y una
aguja colocadas profundamente en el conducto. En la mayoria de los casos, la aguja
sigue el camino creado por los instrumentos. Por lo tanto, la eliminacion de la capa de
frotis generalmente se puede realizar con éxito ya que los irrigantes se liberan en las
mismas areas donde se formo esta capa, y con ello una consecuente reduccion de

carga bacteriana.

Las propiedades ideales que debe tener un irrigante ideal o una combinacién de ellos
debe ser bactericida y/o bacteriostatico, no debe lesionar los tejidos periapicales, por
lo tanto, deben ser poco citotoxicos, solventes de tejidos o de residuos organicos e
inorganicos, baja tensién superficial, lubricante, de facil aplicacién, accion rapida y

sostenida. 8

2.6 Importancia de la preparacion mecanica del conducto
radicular

Los objetivos mecanicos de la instrumentacion se centran principalmente en eliminar

todo el tejido pulpar, las bacterias y sus derivados, asi como la preparacion adecuada
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del conducto para ser obturado tridimensionalmente. La preparacion del conducto
radicular se realiza mediante la limpieza, el modelado y la desinfeccidén a través de
sustancias quimicas que en conjunto con la accién mecanica de los instrumentos

lograra de la eliminacién de bacterias del sistema de conductos radiculares. ¢°)

El sistema de conductos radiculares puede ser limpiado con instrumentacion junto con
irrigantes y medicamentos intraconducto. Para facilitar la preparacién del conducto, se
han introducido varios dispositivos mecanicos y técnicas para mejorar aun mas la

eficacia de la instrumentacién. “29

2.6.1 Antecedentes de la instrumentacion mecanizada

En 1992 el Dr. John McSpadden fue quien disefid el primer instrumento rotatorio de
conicidad 0.02, dando inicio a la primera generacion de sistemas de instrumentacion.
Dos afios mas tarde en 1994, el Dr. McSpadden introduce una linea de limas que fue
conocida como la serie Profile con conicidad 0.04, después la 0.06 y hoy conocidos

como “abridores”. (30)

Los sistemas rotatorios de la primera generacion tenian angulos neutros o ligeramente
negativos, ademas de que se requerian un gran namero de instrumentos para lograr
el objetivo de la instrumentacion. A finales de los afios 90°s inici6 la segunda
generacion de instrumentos en donde estos cambiaron de forma, disefiados con
angulos de inclinacion positiva, esto con el objetivo de mejorar la eficiencia de corte y
disminuyendo el efecto de atornillamiento, los sistemas también requerian de menos
instrumentos para preparar completamente el conducto radicular, sin embargo,

existian problemas asociados a la separacion de instrumentos. %

Los primeros instrumentos que cumplian con los criterios de estandarizacion eran
limas fabricadas en acero de carbono, una aleacion que presentaba una dureza muy
superior a la dentina, dando como resultado un instrumento con una gran capacidad
de corte, resistencia a la fractura y al desgaste por uso. Sin embargo, estos
instrumentos presentaban corrosion y oxidacion como consecuencia de la accion

conjunta con sustancias quimicas, principalmente el hipoclorito de sodio. Esto afectaba
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negativamente la propiedad de resistencia de la lima, ya que la corrosion del metal

tornaba muy fragil al instrumento. G031

Durante la década de 1960, los estudios conducidos por Buehler et al (1963) y Wang
et al. (1965) en el laboratorio de artilleria Naval de Maryland, en Estados Unidos,
llevaron al descubrimiento del denominado nitinol55 (NITI de Niquel titanio y NOL de
“Naval Ordenance Laboratory”) una aleacién no magnética y no corrosiva compuesta
por niquel y titanio con la caracteristica de super elasticidad y del efecto de memoria
de forma. Posteriormente este descubrimiento seria introducido en odontologia por
Civjan et. al. en 1975. Con el uso de nitinol55 en ortodoncia, en 1988, Wallia et al.
propone la fabricacibn de limas endodonticas manuales a partir del alambre
ortodontico de nitinol55, obteniendo como resultado limas flexibles que hicieron posible

la instrumentacién de conductos curvos con menores deformaciones anatomicas.@0:30

Los instrumentos rotatorios para el conducto radicular fabricados con una aleacién de
niquel-titanio (NiTi) han demostrado ser un valioso complemento para la terapia del
conducto radicular. Los instrumentos de NiTi son muy flexibles y elasticos, lo que ha
disminuido de manera importante las complicaciones iatrogénicas que se pueden
presentarse durante la preparacion biomecanica del sistema de conductos. G9 Sin
embargo, la evolucion impuesta por la necesidad de perfeccionamiento de la seguridad
y la previsibilidad de resultados llevé a la busqueda de mejorar los instrumentos
endodonticos. En 2007 se desarrollaron nuevas tecnologias para el procesamiento
termomecanico y la fabricacion para optimizar la microestructura de la aleacién NiTi, a
través de una serie de aplicaciones térmicas a los espacios en blanco del alambre y
fue asi que dio lugar al proceso de manufacturaciéon M- Wire desarrollada por medio
de un proceso térmico, patentado y dando lugar a la tercera generacion en los sistemas
de instrumentacion; es decir al ajuste de temperaturas de transicion de la aleacion de
NiTi, efectuando la resistencia a la fatiga de los sistemas endoddnticos, produciendo

un alambre NiTi stiper elastico. ¢V

Actualmente la instrumentacidén mecéanica del sistema de conductos radiculares se
realiza habitualmente con limas rotativas de niquel-titanio (NiTi) ya que reducen el

tiempo de trabajo, con preparacion conservadora y produciendo menos extrusion de
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residuos que las limas manuales. La preparaciéon quimiomecanica con irrigantes
antimicrobianos y limas NiTi rotativas puede proporcionar una reduccion de la carga
de endotoxinas de mas del 90% en los conductos radiculares infectados. Sin embargo,
la complejidad anatémica puede albergar microorganismos que permanecen intactos

en dichas areas. (32:33)

2.7 Descripcion de los sistemas de instrumentacion

2.7.1 ZenFlex™

Sistema de limas NiTi introducido en 2021, es un sistema para instrumentacion
rotatoria ZenFlex™ (Kerr Dental), es un sistema de 6 limas (Figura 1), que segun el
fabricante tiene la eficiencia de corte, junto con el equilibrio adecuado de fuerza y
flexibilidad que necesita para adaptarse a una amplia gama de curvaturas, incluso en

las anatomias de conducto mas complejas. ¢4

Tiene alta eficiencia de corte, esta disefiado con una seccién transversal triangular con
tratamiento térmico patentado. El desgaste generado por este sistema es
minimamente invasivo; el diametro de la ranura de 1 mm vy la punta inactiva ayudan a
minimizar la transportacion y preservan la integridad estructural del diente. Cuenta con
una resistencia excepcional ya que resiste mejor la fatiga ciclica y tiene una fuerza de
torsion comparable a otras limas lideres en el mercado, lo que resulta en una minima

rotura y deformacion.

El sistema ZenFlex™ (Kerr Dental) ofrece una excelente flexibilidad de memoria
controlada y flexibilidad para curvas de hasta 90° que se adaptan incluso a las

anatomias del conducto mas complejas.

El sistema de limas del sistema ZenFlex™ esta disponible en tres diametros: 21, 25y
31mm y en conicidad 0.04 y conicidad 0.06 (Figura 1 y 2). Este sistema se utiliza para
dar forma y limpiar el conducto radicular durante el tratamiento de endodoncia. Las
limas se ofrecen en paquetes surtidos de puntas de #20, 25, 30, 35, 40 y 45. Las limas
adicionales estan disponibles en tamano 50 y 55. Las limas ZenFlex™ se pueden

utilizar en movimiento rotatorio y adaptativo.®® Lo que permite una preparacion del
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conducto de forma segura y predecible, permitiendo una conformacién suficiente para

la obturacion del sistema de conductos radiculares. 34

0.04 TAPER

LENGTH 21 MM | PART # 818-04.21 Jr_' ; ; ; ; J_r_r

LEMGTH 25 MM | PART & 812-0425

20 EQED ) BT 45 +4444- f
LENGTH
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LENGTH 21 MM | PART # BI8-0621 ,’,’f,’f’ff’
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]
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Figura 1. Secuencia de limas Figura 3. Blister de 6 limas del sistema de
Zenflex, conicidad y longitudes instrumentacion Zenflex
disponibles.
Secuencia

Figura 2. Secuencia de limas

Zenflex, conicidad y longitudes - _ _ _
disponibles. Para utilizar el sistema rotatorio ZenFlex™ en primer

lugar es necesario ubicar las entradas de los
conductos utilizando un acceso en linea recta y obteniendo la permeabilidad de los
conductos con el uso de limas manuales. Establecer la longitud del trabajo con limas
manuales y con el uso de un localizador de &pice y radiografia segin sea necesario.
Es importante permear el conducto hasta al menos una lima manual K#15. El
fabricante recomienda el uso abundante de irrigante, por ejemplo, NaOCI (hipoclorito
de sodio) o EDTA al 17% en entre cada lima. ()

La técnica de modelado se lleva a cabo utilizando los ajustes de la pieza de mano de
baja velocidad de acuerdo con la tabla 1. Con la lima rotatoria #20 girando se avanza
lentamente con un solo movimiento controlado a medida que ingresa al conducto hasta
que la lima encuentre resistencia luego se retira completamente la lima del conducto
sin ejercer fuerza apical y sin hacer movimientos de picoteo. Se debe limpiar la lima

para evitar la acumulacion de virutas de dentina, asi como irrigar abundante con el uso
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de hipoclorito de sodio. Posteriormente confirmar la permeabilidad del conducto con
una lima K#10. Volver a introducir la lima rotatoria al conducto hasta que no pueda
avanzar pasivamente o se alcance la longitud de trabajo. Repetir con la siguiente lima
rotatoria en la secuencia elegida hasta lograr la longitud de trabajo final y la forma
deseada. Llevar cada instrumento a la resistencia durante no mas de 5-7

segundos.(3436)

Cuando el instrumento ya no avance apicalmente, el fabricante recomienda regresar a
una lima mas pequefa. En conductos con curvatura apical severa o pronunciada, se

debe tener precaucion adicional.

Tabla 1. Velocidad y torque recomendados para cada conicidad y lima utilizada para el sistema

Zenflex segun el fabricante.

Lima Velocidad Torque (g-cm) Torque (N-cm)
Zenflex .04, 20 y 500 100 1.00
25
Zenflex .04, 30, 35, 500 300 2.94
40, 45,50y 55
Zenflex .06, 20 y 500 200 1.96
25
Zenflex .06, 30, 35, 500 350 3.43
40, 45,50y 55

2.7.2 Hyflex™ EDM

El sistema de instrumentos rotatorios NiTi con memoria controlada (Hyflex™ CM,
Coltene) se mecanizé a partir de un alambre denominado alambre CM (control
memorial), el cual es previamente sometido a un procedimiento de procesamiento
termomecanico novedoso y patentado. Se ha demostrado que estos instrumentos

tienen una excelente resistencia a la fatiga clinica ya que, el efecto de memoria
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controlada ayuda a que la lima conserve la forma del conducto incluso cuando esta
fuera de él. (Figura 3). Esta propiedad es responsable de evitar errores de
procedimiento tales como formacion de escalones, transportaciones o perforaciones.
La extrema flexibilidad y la menor conicidad de estas limas ofrece ventaja en conductos
curvos. Posteriormente, en 2015 se produjo otra transformacion importante en la
tecnologia de las limas, que fue la introduccién de limas EDM. EDM significa
mecanizado por descarga eléctrica. Este es un proceso unico de elaboracion de limas,

lo que crea la superficie Gnica confiriéndole mayor resistencia y flexibilidad. G740

w S

Figura 4. Efecto de memoria controlada ayuda a que la lima conserve la forma del conducto
incluso cuando esta fuera de él.

Los espirales de las limas Hyflex™ EDM se estiran cuando se fuerzan, de este modo
se evita que se trabe la lima en el conducto y se reduce en gran medida el peligro de
fractura. A diferencia de los instrumentos de NiTi convencionales disponibles, las limas
tienen la capacidad de recuperar su forma dependiendo del tipo de deformacién. Las
limas vuelven a su forma original durante la esterilizacion en autoclave si s6lo se han
deformado eldsticamente. Es necesario garantizar que las espirales de las limas no
giren en el sentido contrario durante el uso, ya que de lo contrario sufrirAn una
deformacion plastica y no recuperaran la forma. Se deberan descartar las limas si
después de su esterilizacion en autoclave las espirales permanecen estiradas o
parecen haber perdido su funcionalidad. EI nimero de veces que se puede utilizar los
instrumentos depende de la preparacion y el tratamiento las limas siempre deben ser

inspeccionadas antes y después de su uso. (7:39:40)
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Todas las limas NiTi Hyflex se pueden utilizar a 400 rpm con un torque de hasta 2.5
Ncm, a excepcion de la lima de Glidepath que se pueden utilizar a 300 rpm con un
torque de 1.8 Ncm. EIl fabricante recomienda la irrigacion del conducto antes de
comenzar la instrumentacion, asi como la irrigacion de forma regular entre lima y lima
para mantener lubricado el conducto. Se deben limpiar las espirales de la lima después

de cada insercién en el conducto radicular. 38
Secuencia

Luego de obtener el acceso coronal en linea recta resulta Gtil utilizar una lima manual
#20 como maximo o una lima de acceso apical rotatoria para crear una trayectoria de
acceso apical. Dependiendo de la situacion clinica y del criterio del clinico puede ser
necesario el uso de la lima 25/.12 (Orifice Opener). Cuando la lima no gire libremente

se hace retroceder 1 mm hasta que se libere de las paredes. ©°

A continuacion, se utiliza la lima de acceso 10/.05 para crear una trayectoria de acceso
hasta la longitud de trabajo. Cuando la lima no pueda avanzar mas, se debe hacer
retroceder 1 mm hasta que se libera de las paredes. El motor debe ser accionado y
seguir avanzando lentamente con pequefios toques y sin aplicar presion. Esta lima es
extremadamente fina y por tanto no resulta tan resistente a la fractura como las demas
limas Hyflex™ EDM, por tal motivo, la lima debe de utilizarse con extremo cuidado y
con menor frecuencia que las demas limas Hyflex™ EDM. En caso de encontrar
resistencia se utiliza una lima manual 20/.02 para comprobar si hay una obstruccion,

irrigar continuamente el conducto y mantenerlo lubricado. 9

Posteriormente utilizar la lima Hyflex™ EDM 25/ (One file) para ensanchar el conducto
radicular hasta la longitud de trabajo. Avanzar lentamente en el conducto y en caso de

encontrar resistencia, repetir lo mencionado anteriormente.

Segun la situacion clinica, el uso de las limas Hyflex™ EDM se reduce a 2-3 limas,
especialmente en los conductos rectos y mas grandes. (Figura 4) Dependiendo de la
situacion clinica y del criterio del operador puede ser necesario el uso de la lima de

acabado 40/.04, 50/.03 o la lima 60/.02 para aumentar la preparacién apical. El
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procedimiento a llevar a cabo es el mismo realizado con las limas descritas

anteriormente. (38:39)

Abertura

opcional Acabado opcional

INIR

=

40/04 50/03 60/02
Limas de acabado

25/12 40/04 50403 60/.02
Orifice Opener Lima Limas de acabado

Figura 5. Secuencias sugeridas para el uso del sistema Hyflex EDM, dependiendo la
curvatura del conducto que se esté tratando.

2.7.3 Protaper Gold™

En los Ultimos afios investigaciones cientificas han demostrado que los instrumentos
rotatorios Protaper, utilizados con la técnica Crown Down facilitan la limpieza e
instrumentacion centrada en el conducto radicular. La conicidad de las limas hace al
sistema ideal para realizar la conformacién de conductos dificiles como conductos
curvos Yy calcificados, proporcionando ventajas sobre la instrumentacion y facilitando
la permeabilidad de los conductos curvos y rectos. Reduciendo la friccion entre los
instrumentos y las paredes de los conductos radiculares dando como resultado un

minimo de separacion durante su uso.
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Actualmente la casa Dentsply trabaja con la aleacidn niquel- titanio mas un tratamiento
térmico, llamado Gold, adquiriendo un alto impacto positivo en el area de metalurgia,
ya que ofrece mayor flexibilidad y una mayor resistencia a la fatiga ciclica y torsional,
siendo lo suficientemente rigida para optimizar la eficacia de corte y mejorando la
facilidad de que el instrumento llegue a longitud de trabajo proporcionando seguridad

al operador con el uso de estos instrumentos. G

El sistema Protaper Gold™ (PTG, Dentsply Sirona, Baillagues, Suiza) fue puesto en el
mercado en 2015; posee una seccion transversal triangular convexa (figura 5) con
conicidad progresiva variable, PTG es fabricado por una tecnologia patentada de
metallUrgica avanzada a través del tratamiento térmico (Gold-wire), que segun el

fabricante aporta mayor flexibilidad y resistencia a la fatiga ciclica. (41)

Figura 6. Seccioén transversal de Protaper Gold: triangular convexa

Las limas rotatorias de Protaper Gold™ han sido concebidas como la evolucién de
las Protaper Universal™, pueden ser empleadas con la misma técnica y secuencia
clinica, pero con propiedades mejoradas, como una mayor flexibilidad que sus
predecesoras y un vastago mas corto de solo 11 mm (2 mm menos) que permite un

acceso intraoral mas practico.

Las limas Protaper Gold™ pertenecen a la casa comercial Dentsply de Sirona, como
ya ha sido mencionado este sistema proporcionan mas del doble de resistencia a la
fatiga clinica. Su disefio incluye una punta no cortante que permite que cada
instrumento siga de forma segura la porcién de conducto ya instrumentada. La seccién

triangular convexa y su conicidad variable ayudan a mejorar el corte y disminuir la

M.E. Mares Segura Norma Laura 19




Evaluacion de la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis intraconducto del
sistema de instrumentacién ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™. Estudio in vitro

friccion rotacional entre la hoja de la lima y la dentina, son fabricadas en Niquel-Titanio
y estdn indicadas para tratamientos dificiles, conductos calcificados y
pronunciadamente curvos. Protaper Gold™ incluye importantes mejoras: 24% de
incremento en flexibilidad, 2.6 veces mayor resistencia a la fatiga ciclica y un mango
mas corto (11 mm) para mejorar la accesibilidad. 4243

Secuencia

La serie de limas Protaper Gold™ esta formada por tres limas de conformaciény

corte, que tienen la finalidad de pre ensanchar los conductos:

e SX (0.19/.04): Aumentar la conicidad de la parte coronal del conducto
e S1(0.18/.02)
e S2(0.20/.02)

Cinco limas de finalizacién y acabado, son mas flexibles por lo que cada conducto

se puede conformar y acabar con un enfoque de sistema completo:
e F1 Amarilla ((0.20/.07)
e F2 Roja (0.25/.08)
o F3 Azul (0.30/.09)
o F4 Negro (0.40/.06)
e F5 Amarillo (0.50/.05)

Las limas solo deben usarse una vez que la trayectoria de acceso esta confirmada y

reproducible, lo cual se realiza con el uso de limas manuales hasta una lima K#15.

Para comenzar la conformacién del conducto, se usan las limas de modelado (S1, S2
y SX) con una accion de cepillado para crear un acceso radicular en linea recta.
Posteriormente pasar a las limas de acabado (F1, F2, F3, F4 y F5) sin accion de
cepillado, estos instrumentos deben seguir pasivamente el conducto hasta la longitud

de trabajo y luego retirarlos inmediatamente.

Este sistema se fabrica con un proceso que da como resultado una apariencia de color

oro, debido a este procesamiento patentado, las limas pueden aparecer ligeramente
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curvas, pero no es un defecto de fabricacion, no es necesario enderezar la lima antes
de usarla pues una vez dentro del conducto seguird la anatomia. Al introducir la lima
al conducto la presion que se ejerza apicalmente debe ser minima para evitar

accidentes como la separacion del instrumento.

Las limas rotatorias se pueden utilizar a velocidades de motor entre 250 rpm y 350
rom. (Tabla 2)

Tabla 2. Velocidad y torque sugeridos por el fabricante para el ajuste del motor al usar Protaper
Gold

Lima Velocidad (rpm) Torque (N*cm)
Protaper Gold SXy S1 300 5.10
Protaper Gold S2 y F1 300 1.50
Protaper Gold F2, F3, F4 300 3.10
y F5

e Acceso en linea recta a la entrada de los conductos

e Explorar pasivamente los 2/3 coronales del conducto con limas manuales K#10
y K#15

e Se puede alternar con el uso de ProGlider™ o PathFile™ para obtener la
permeabilidad y el acceso en linea recta

e El conducto debe estar lubricado con alguna sustancia irrigadora como el
NaOCI

e Introducir S1 en el conducto siguiendo la trayectoria del conducto. Continuar
dando forma hasta alcanzar la longitud de la lima K#15

e Continuar con S2, exactamente como se describe para S1

o Establecer la longitud de trabajo, confirmar la permeabilidad y verificar la
presencia de una trayectoria de deslizamiento suave y reproducible en el 1/3

apical
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Utilizar S1, con accion de cepillado, hasta alcanzar la longitud de trabajo luego
realizar lo mismo con S2, reconfirmar la longitud de trabajo, siempre irrigar de
forma abundante entre lima y lima.

Posteriormente utilizar la lima de acabado F1, en una accién "sin cepillar”, con
cada insercion mas profunda que la insercion anterior hasta alcanzar la longitud
de trabajo. No deje la lima en la longitud de trabajo por mas de un segundo
Verificar la forma con una lima manual K#20. Si el instrumento esta ajustado a
lo largo, el conducto significa que tiene forma y esta listo para ser obturado. Si
la lima 20 queda holgada, se debe proceder a F2 y, cuando sea necesario, a
F3, F4 y F5, con el mismo movimiento sin cepillar hasta la longitud de trabajo,
calibrando después de cada lima de acabado con limas manuales 25, 30, 40 o
50 respectivamente

La secuencia es la misma independientemente de la longitud, el dimetro o la

curvatura del conducto
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3. JUSTIFICACION

El principal objetivo de la terapia endododntica es la eliminacion de microorganismos
del sistema de conductos radiculares y con ello evitar periodontitis apical, para lo cual
el desbridamiento mecéanico es uno de los pasos mas importantes para garantizar el

éxito del tratamiento.

Los microorganismos estan presentes en todo el sistema de conductos, incluso en
zonas dificiles de alcanzar; Enterococcus faecalis es el microorganismo mas
frecuentemente encontrado en infecciones endododnticas secundarias, debido a su

capacidad de sobrevivir en entornos con escasos nutrientes disponibles.

Los nuevos sistemas de instrumentacién estan siendo orientados a la maxima
conservacion de la estructura dentinal y al respeto de la anatomia original del sistema

de conductos.

Recientemente se introdujo al mercado un nuevo sistema de instrumentacién rotatoria;
ZenFlex™ el cual no ha sido evaluado respecto a si la conformacion lograda con este
sistema es suficiente para mejorar la limpieza del conducto radicular y con ello lograr
una mayor desinfeccion, al reducir o eliminar las bacterias presentes en el interior del
conducto radicular, por lo que se hace necesario evaluar el trabajo que realizan estos
instrumentos al interior del sistema de conductos y establecer si presentan ventajas

ante los ya existentes en el mercado.
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3.1 Pregunta de investigacion:

¢El sistema de instrumentacién ZenFlex™ es mas eficiente en la limpieza y la

reduccion bacteriana en comparacion con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™?

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:
Evaluar la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis

intraconducto utilizando el sistema de instrumentaciéon ZenFlex™ en comparacién con

Hyflex™ EDM y Protaper Gold™ en un estudio in vitro.

4.2 Objetivos especificos:
1. Formacion de biofilm maduro de 30 dias de E. faecalis de forma estatica en

raices de premolares mandibulares

2. Cuantificar la carga bacteriana pre-instrumentacion mediante unidades
formadoras de colonias (UFC)

3. Cuantificar la carga bacteriana post-instrumentacién con el uso del sistema de
instrumentaciéon ZenFlex™, Hyflex™ EDM y Protaper Gold™ mediante
unidades formadoras de colonias (UFC)

4. Evaluar la limpieza del tercio apical por medio del microscopio electrénico de
barrido (MEB)
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5. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion: La preparacion biomecanica con el sistema ZenFlex™
disminuye con mayor eficiencia la carga bacteriana del conducto radicular en

comparacion con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™.

Hipotesis alterna (1): La preparacion biomecanica con el sistema ZenFlex™
disminuye con menor eficiencia la carga bacteriana del conducto radicular en

comparacion con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™.

Hipotesis alterna (2): La preparacion biomecanica con el sistema ZenFlex™
disminuye con la misma eficiencia la carga bacteriana del conducto radicular en

comparacion con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™,

Hipotesis de investigacion: La preparacion biomecénica con el sistema ZenFlex™
logra mejor limpieza del tercio apical comparado con el sistema Hyflex™ EDM vy
Protaper Gold™,

Hipodtesis alterna (1): La preparacion biomecénica con el sistema ZenFlex™ logra una
menor limpieza del tercio apical comparado con el sistema Hyflex™ EDM y Protaper
Gold™,

Hipotesis alterna (2): La preparacion biomecanica con el sistema ZenFlex™ logra la
misma limpieza del tercio apical comparado con el sistema Hyflex™ EDM y Protaper
Gold™,

6. METODOLOGIA
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6.1

6.2

6.3
6.3.1

Lugar de realizacion
Laboratorio de preclinica de la Maestria en Endodoncia, Facultad de

Estomatologia, UASLP
Laboratorio Multidisciplinario de la Maestria en Endodoncia, Facultad de
Estomatologia, UASLP

Disefio de estudio
Experimental in vitro
Tipo de investigacion: prospectivo, longitudinal

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
Raices de premolares mandibulares con conductos rectos y redondos

Raices rectas

Raices que no presenten reabsorcion interna, externa o apical
Raices con desarrollo radicular completo

Criterios de exclusion

Raices con caries

Conductos multiples

Raices que presenten reabsorcion interna, externa o apical
Raices con desarrollo radicular incompleto

Raices con algun tipo de tratamiento endodéntico

Conductos calcificados

Criterios de eliminacion

Raices fracturadas

Raices donde algun instrumento se haya separado durante el protocolo

Raices contaminadas después de la inoculacién indicada

Grupos de estudio

Grupo 1: Sistema rotatorio Hyflex™ EDM (Coltene) movimiento rotatorio continuo

Grupo 2: Sistema ZenFlex™ (Kerr Dental) movimiento rotatorio continuo

Grupo 3: Sistema Protaper Gold™ (Dentsply-Sirona) movimiento rotatorio continuo
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Grupo control positivo: Se indujo la formacién de biofilm de Enterococcus faecalis y

no se realizé preparacion biomecénica con algun sistema.

Grupo control negativo: Raices de premolares estériles.

6.4 Definicién conceptual y operacional de las variables

6.4.1 Variables independientes

e Preparacion biomecanica

Definicién conceptual: Consiste en tender un acceso hacia el conducto radicular en

toda su longitud a través de la cual se puede remover tejido organico, necrético y debris
mediante la conformacién con una conicidad que va a permitir colocar sustancias
irrigantes desinfectantes y medicamentos dentro de él, con el fin de obtener una
limpieza y desinfeccion que permita una posterior obturacion de manera hermética y

tridimensional adecuada del sistema de conductos radiculares.

Definicibn operacional: Se lleva a cabo con limas manuales, rotatorias o

reciprocamente en conjunto con soluciones irrigantes desinfectantes.

Escala de medicion: Categdrica nominal

6.4.2 Variables dependientes

e Reduccién bacteriana

Definicién 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 suspensién resultante (10 y 10°)

y alicuotas de 0.1 ml se siembran en agares y se incuban durante 24 horas a 37°C.
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Después se cuentan las colonias y se calcula el nimero de unidades formadoras de

colonias por mililitro (CFU mL-1).

Escala de medicidon: Continua de razén

¢ Remocién del lodo dentinario

Definicion conceptual: Se define como la eliminacién o disminucidon de restos de

dentina y tejido organico que se generan al accionar los instrumentos contra la pared

del conducto durante la instrumentacion manual, rotatoria o reciprocante.

Definicion _operacional: Se lleva a cabo mediante el uso de sustancias quimicas

(irrigantes) que son utilizados intercaladamente después del uso de cada instrumento

introducido al conducto radicular.

Evaluacion de la presencia o ausencia del lodo dentinario en el tercio apical segun la
escala de medicibn modificada con base a la propuesta del investigador Rome y
cols.¥ (Tabla 3)

Tabla 3. Evaluacién de presencia o ausencia de lodo dentinario en tercio apical de acuerdo a

la escala de medicién de acuerdo a Rome y cols.

0% de tlbulos abiertos

25% de tubulos abiertos

50% de tubulos abiertos
75% de tubulos abiertos

100% de tubulos abiertos

Al W N | O

Escala de mediciéon: Continua de razén
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6.5 Anaélisis estadistico

Para el analisis estadistico la prueba de normalidad utilizada fue Shapiro-Wilk, para la
comparacion entre grupos la prueba ANOVA de una via ya que los datos obtenidos

siguen una distribuciéon normal.

Adicionalmente pruebas de Tukey y Bonferroni para conocer la diferencia entre los

pares de grupos estudiados.

Prueba T-student para comparacion interna de los grupos experimentales en las

muestras pre y post-instrumentacion.

Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados fueron llevados al programa
SPSS version 23 para su analisis estadistico.

6.6 Consideraciones éticas

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 Autbnoma de San
Luis Potosi (CONBIOETICA-24-CEI-001-20190213) el cual fue asignado con la clave:
CEI-FE-043-021.

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 Biolégicos Infecciosos (RPBI) que se generaron durante el
proceso del proyecto fueron manejados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana,
NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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6.7 Fase experimental

La metodologia se llevd a cabo en cuatro etapas que se describen a continuacion:

Etapa de recoleccion y preparacion de muestras
Etapa microbiolégica

Etapa de instrumentacion

A

Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y observacion al

Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)

6.7.1 Recolecciony preparacién de muestras

Obtencion de piezas dentales extraidas por razones protésicas, ortodonticas y

periodontales con la finalidad de desarrollar un biofilm de E. faecalis

6.7.1.1 Determinacién del niumero de muestras (N)

El nimero de las muestras se establecio a partir de la siguiente férmula:

L2+p*q
Y
Z=  nivel de confianza (correspondiente con la tabla de valores Z)
p=  porcentaje de la poblacion que tiene el atributo deseado
= porcentaje de la poblacion que no tiene el atributo deseado = 1-p

Nota: cuando no hay indicacién de la poblacion que se posee o no el atributo,
se asume 50% para p y 50% para q

e= error de estimacidon maximo aceptado

N= tamano de la muestra

Valores de
confianza tabla Z
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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%
q= 1%
e= 5%
TAMARNO DE LA MUESTRA
n=15.21

6.7.1.2 Seleccion y preparacion de las muestras

Se seleccionaron 55 raices de 1os o 2dos premolares mandibulares que cumplieran
con los criterios de inclusion. Posteriormente se realiz6 limpieza de las piezas dentales
con hipoclorito de sodio al 2.25% y eliminacién del tejido adherido con la ayuda de hoja
de bisturi. Se tomaron radiografias digitales de los dientes en sentido mesio-distal y
buco-lingual para determinar diametros y morfologia con el uso de radiovisiografo.
(Imagen 1)

Finalmente se realiz6 la aleatorizacion de las piezas dentales en 3 grupos

experimentales (45 dientes) y 2 grupos control (10 dientes). (Tabla 4)
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Tabla 4. Distribucion de nUmeros de muestra en grupos de experimentacion y grupos control,

asi como el cultivo a inducir.

Sistema de instrumentacion Tipo de cultivo
Grupo 1: Hyflex™ EDM (15) Biofilm de E faecalis
Grupo 2: Zenflex™ (15) Biofilm de E faecalis
Grupo 3: Protaper Gold™ (15) Biofilm de E faecalis
Grupo control positivo (grupo Biofilm de E faecalis

sin instrumentacién (5)

Grupo control negativo Sin inocular

(piezas estériles) (5)

6.7.1.3 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 establecio la longitud de trabajo a
13.5 mm, se irrigaron con NaOCI 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). ¥3): Agitacion ultrasénica
empleando NaOCI al 2.25% por 4 minutos. Agitacidon ultrasdnica con agua destilada
por 4 minutos. Agitacion ultrasénica con EDTA al 17% por 4 minutos. Agitacion
ultrasénica con agua destilada por 4 minutos. Se realizo 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. (Imagen 2)
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Imagen 1. Radiografias digitales tomadas en sentido mesio-distal y vestibulo-lingual para
confirmar presencia de un conducto recto.

=
I

—

LR

Imagen 2. Proceso de preparacion de muestras. a) y b) Estandarizacion de muestras con
disco de diamante a 14 mm. c) permeabilizacion de conductos con lima K #10. d) Protocolo
de limpieza en ultrasonido segun el protocolo de Haapasalo y cols. €) Colocacion de
muestras en grupos de 5 piezas para ser llevados a esterilizacion por 15 min a 121°C.
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6.7.2 Fase microbiolégica

6.7.2.1 Formacion del biofilm de E. faecalis de forma estatica

A. Activacion de la cepa de E. faecalis del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Maestria en Endodoncia de la UASLP

Se tomé 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 llevé a la incubadora
por 24 horas a 35+2°C.

Después de 24 horas, se tomd E. faecalis para obtener una concentracion de
0.5 de McFarland (1.5x108 UFC/mL) por medio de espectrofotémetro, la cual
fue inoculada a los tubos de ensaye con los dientes para iniciar la formacién del
biofilm.

Se realizo6 tincion gram para verificar la pureza de E. faecalis. (Imagen 3)

; Ry "7
2 » Y.
pyer by O n:l
M 4 o
.“3“ E‘(:_ Yivo ‘-,F"‘
"’)’ V: A\, ".‘g. ’e*

1

o b AL "&::
o R A ‘e
-] f{: ; !l'h\
4:,\3. 2%

' -‘_j -‘3! ". e
R R T PR A ]
v v 2 :

£ o e

$ o e .b‘. y v Il
2 AR R Y G

Imagen 3. Tincion gram de E. faecalis libre de contaminacion
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B. Formacién del biofilm

Las 55 muestras fueron trabajadas de forma escalonada, divididas en los
grupos experimentales y los grupos control para la formacién del biofilm de E.
faecalis. El procedimiento se realizd en la camara de flujo laminar (Labconco),
la cual fue puesta en condiciones asépticas fue desinfectada con Lysol, alcohol
al 96% vy 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 utilizé una solucién de 0.5 de McFarland (1.5x10%8 UFC/mL) de E. faecalis
para inocular en cada tubo la carga bacteriana necesaria para iniciar la
formacién del biofilm.

Se realizé la inoculaciéon del primer grupo experimental con 300 uL de solucién
0.5 de McFarland (1.5x108 UFC/mL) de E. faecalis y fueron colocados a la
incubadora a 35+2°C. (Imagen 4)

La formacion 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.
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Imagen 4. a) 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 formacién de biofilm estatico de 30
dias.
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6.7.3 Etapa de instrumentacion

6.7.3.1 Preparacion del campo operatorio

Se realizé aislamiento absoluto utilizando un dique de hule (Nic tone 5x5) y una grapa
00 (Hu-Friedy), se desinfectd 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 realizé la siembra en un
agar sangre (BD. BBLTM) y fue puesta en la incubacion a 35 + 22C durante 24 horas

para confirmar que el campo operatorio estuviera libre de contaminacion. (Imagen 5).

a) b) c)

Iméagen 5. a) Aislamiento absoluto. b) Desinfeccién 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.

6.7.3.2 Toma de muestra pre-instrumentacién

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
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pinzas de curacion estériles, colocarlas en un tubo de ensaye con 10 ml de medio de
cultivo BHI estéril.

Las muestras pre-instrumentacion fueron llevadas a la incubadora a 35 + 22C 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 calculé el nUmero de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC ml-1) con el uso del contador de
colonias (FELISA ®).

6.7.3.3 Instrumentacién de los grupos experimentales

Las muestras de cada grupo se instrumentaron de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante y fueron llevadas a cabo por un mismo operador.

Entre cada instrumento se realizé irrigacion del conducto con 2 ml de NaOCI al 2.25%
utilizando una jeringa desechable de 5 ml y aguja Endoeze (Ultradent, Products, INC);
asi como, un protocolo de irrigacion final: 2ml de NaOCI al 2.25%, 2 ml de solucién

salina, EDTA al 17% por 1 minuto y 2 ml de solucion salina.
Grupo 1: instrumentacién con Hyflex™ EDM (Coltene)

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

Se ajusto 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 NaOCI se inici6é con
la lima 25/.12 (Orifice Opener). A continuacion, se utilizé la lima de acceso 10/.05
(Glidepath) para crear una trayectoria hasta la longitud de trabajo. Finalmente se
introdujo la lima 25/06 (One file) a la longitud de trabajo con pequefios movimientos de

entrada y salida.

Entre cada cambio de lima se realizo irrigacion del conducto con 2 ml de NaOCI al
2.25% utilizando una jeringa desechable de 5 ml y aguja Endoeze (Ultradent, Products,
INC); haciendo la aspiracién simultanea de la solucién irrigante; al terminar la
instrumentacion del conducto se realizé el protocolo de irrigacion final antes

mencionado.
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Grupo 2: instrumentacién con ZenFlex™ (Kerr Dental)
El conducto se permed con una lima K #15 a longitud de trabajo.

Se ajusté 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 NaOCI se inicioé con
el Traverse Orifice Opener (25/.08) de 17 mm con movimientos controlados hacia
apical, se retir6 completamente la lima con el fin de limpiar las estrias y se irrig6 con 2
ml de NaOCI, se continud con el Traverse Glide Path (0.13/.06) a longitud de trabajo;
posteriormente se continud con la secuencia del blister de instrumentacion a longitud
de trabajo. Iniciando con la lima rotatoria #20 girando y avanzando lentamente, en caso
de encontrar resistencia, se retiré la lima y se irrigd, se volvié a introducir la lima
rotatoria al conducto hasta alcanzar la longitud de trabajo. Se repitié el procedimiento
con la siguiente lima rotatoria #25, #30, #35, #40 y #45 a longitud de trabajo.

Entre cada cambio de lima se realizé irrigacion del conducto con 2 ml de NaOCI al
2.25% utilizando una jeringa desechable de 5 mly aguja Endoeze (Ultradent, Products,
INC); haciendo la aspiracién simultanea de la solucion irrigante se realizé el protocolo

de irrigacion final ya mencionado.

Grupo 3: Instrumentacion con Protaper Gold (Dentsply-Sirona, Baillagues,

Suiza)

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

Se ajusto 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 NaOCI se introdujo la
lima Sx en el primer 1/3 con el fin de dar la conformacién cervical, después se introdujo
la lima S1 de manera pasiva con movimientos de entrada y salida a longitud de trabajo.
Después se continud con la secuencia S2, F1, F2 y F3; cada una a longitud de trabajo

con movimientos suaves, lentos y controlados hasta lograr la longitud de trabajo.

Entre cada cambio de lima se realizé irrigacion del conducto con 2 ml de NaOCI al

2.25% utilizando una jeringa desechable de 5 ml y aguja Endoeze (Ultradent, Products,
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INC); haciendo la aspiracién simultanea de la solucién irrigante; al terminar la

instrumentacién del conducto se realizo el protocolo de irrigacion final.

Al terminar la instrumentacion de los grupos se procedio 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.

6.7.3.4 Toma de muestra post-instrumentacion

Una vez terminada la instrumentacion del conducto radicular se coloco nuevamente
una gota de medio de cultivo BHI estéril, fueron introducidas 2 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 suspensién 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 ®).
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J)

Iméagen 6. A) y B) Aislamiento absoluto de las piezas con dique de goma y grapa y toma de
muestra de campo operatorio para confirmar la descontaminacién del campo. C) Toma de
muestra pre-instrumentacion con 2 puntas de papel (1min cada una). D) Instrumentacion de
las piezas de acuerdo a 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, EDTA al 17% por 1 min y 2 ml de solucién salina. F)
Toma de muestra post-instrumentacion con 2 puntas de papel (1min cada una). G, Hel)
Diluciones seriadas y siembra en agar BHI. J) Conteo de UFC.
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6.7.4 Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y observacion al
Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)

6.7.4.1 Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Los tubos con las muestras pre-instrumentacién y post-instrumentacion fueron
llevadas a la incubadora donde permanecieron durante 24 horas a 35+22C. Después
de 24 horas se evaluo 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 ®). (Imégen 7)

Imagen 7. A) Muestras pre y post-instrumentacion puestas a incubacién durante 24 h a
35+2°C. B) Evaluacioén de la concentracion bacteriana mediante escala de McFarland. C)
Diluciones y siembra en placas de agar BHI, puestas a incubadora 24 h. D) Conteo de UFC.
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6.7.4.2 Observacion al microscopio electrénico de barrido (MEB)

6.7.4.2.1 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 proporcién 1:1 de azul de alciano 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 CO2 (LeicaEM CPDO030, USA)

d) Bafo 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). (Imagen 8)

Las lecturas en MEB del apice radicular se realizaron a magnificaciones de 200X,
400X, 1000X y 2000X.

A) B) C) D) E) F)

Imagen 8. Preparacion de muestras para observacion al MEB. A) Corte longitudinal. B)
Fijacion C) Deshidratacion en alcoholes D) Secado al punto critico. E) Bafio de oro. F)
Observacion al MEB.
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7. 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-instrumentacién y post-instrumentacion y analisis estadistico.

2. Observacion del tercio apical mediante microscopia electronica de barrido
(MEB) a 200x, 400x, 1000x y 2000x

Los resultados fueron llevados al programa SPSS version 23 para su andlisis.

Reduccion 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, (Tabla 5, 6 y 7) donde se obtuvo el nUmero de

UFC/mL de la muestra inicial a través de la férmula:

(N2 UFC)(FD)
Vol.in6culo (mL)

UFC/mL =

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

FD= Factor de dilucion

Vol. in6culo= Volumen del in6culo

Una vez obtenido el nimero se convirtio 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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Tabla 5. Resultados del grupo 1 pre y post-instrumentaciéon

Grupo 1 Hyflex™ EDM

Log 10 UFC/mL

o
m’:egtera Pre-instrumentacion Post-instrumentacion

1 11.584 0.000

2 10.619 0.000

3 10.815 0.000

4 10.698 0.842

5 10.783 0.965

6 10.980 1.950

7 10.274 0.000

8 10.428 0.000

9 10.243 0.000

10 10.124 0.658

11 10.980 0.449

12 12.188 0.000

13 10.964 0.000

14 11.201 0.000

15 11.152 0.000
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Tabla 6. Resultados del grupo 2 pre y post-instrumentacion.

Grupo 2 Zenflex™

Log 10 UFC/mL

o
mltljegtera Pre-instrumentacion Post-instrumentacion

1 11.352 1.913

2 11.183 1.633

3 11.215 1.721

4 11.232 0.000

5 11.130 0.000

6 11.204 0.000

7 11.143 0.000

8 11.176 0.000

9 11.024 0.000

10 10.688 0.000

11 10.667 0.000

12 10.809 0.000

13 11.655 0.000

14 11.489 0.000

15 11.688 0.000
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Tabla 7. Resultados del grupo 3 pre y post-instrumentacion

Grupo 3 Protaper Gold™

Log 10 UFC/mL

mltljc;gfra Pre-instrumentacion Post-instrumentacion
1 11.119 1.844
2 11.437 7.072
3 11.251 7.195
4 11.480 0.000
5 11.113 1.342
6 11.477 2.124
7 10.848 0.889
8 11.477 0.102
9 10.415 0.000
10 10.760 0.000
11 11.041 0.000
12 11.812 0.000
13 10.848 0.000
14 10.998 0.000
15 11.812 0.000

Datos resaltados eliminados
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Grupo Pre-instrumentacion Post-
Hyflex™EDM instrumentacion
Minimo 10.124 0.000
Mediana 10.815 0.000
Maximo 12.188 1.965
Grupo  Pre-instrumentacion Post-
Zenflex™ instrumentacion
Minimo 10.667 0.000
Mediana 11.183 0.000
Maximo 11.688 1.913
Grupo  Pre-instrumentacion Post-
Protaper instrumentacion
Gold™
Minimo 10.415 0.000
Mediana 11.119 0.000
Maximo 11.812 2.124

Tabla 8. Comparacién de medias de los tres grupos de instrumentacion y porcentaje de

reduccion bacteriana

Log 10UFC/mL (DS)

Grupo N Pre- Post- Log Red %de
instrumentacion instrumentacion Reduccién
bacteriana
Hyflex 15 10.87 (0.54) 0.324 (0.567) 10.544 (0.822) 99.99999999%
EDM

Zenflex 15 11.177 (0.302)

0.351 (0.728)

10.826 (0.751) 99.99999999%

Protaper 13
Gold

11.170 (0.419)

0.485 (0.788)

10.684 (0.871) 99.99999999%

Log10 UFC/mL= Logaritmo 10 de las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

Log Red= Logaritmo de reduccién

DS= Desviacion estandar

En la tabla se observa las medias de cada grupo. Hyflex™ EDM es el grupo que muestra
un menor numero en el resultado post-instrumentacién y Zenflex™ el mayor logaritmo de
reduccion de UFC, seguido de Protaper Gold™ y Hyflex™ EDM con el menor logaritmo de

reduccion.

M.E. Mares Segura Norma Laura

48




Evaluacion de la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis intraconducto del
sistema de instrumentacién ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™. Estudio in vitro

Andlisis estadistico

Prueba de normalidad

Tabla 9.En el andlisis de datos para la prueba de normalidad, se encontrd que los datos siguen

una distribucién normal, por lo que se aplica prueba paramétrica.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Reduccion logaritmica UFC/mL 958 43
Histograma
107 Media = 10,69
Desviacion estandar = 803
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Grafica 1. Distribucion total de los datos analizados, distribucion normal por lo que el analisis
sera mediante ANOVA.
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Distribucion de datos por grupo

| Desviacion estandar
— Mediana
= Media

[EEN
N
1

=
o
1

Logaritmo de reduccion (Log10 UFC/mL)

oo

Hyflex Protaper Gold Zenflex

Gréfica 2. Distribucion de datos por grupo, observando una desviacién estandar mayor en el
grupo Hyflex™ vy Protaper Gold™. Zenflex™ es el grupo con menor desviacién estandar y
por lo tanto los datos son mas consistentes para el Log10UFC/mL.
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Distribucion de datos por grupo
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Gréfica 3. Resultados de la reduccién de UFC/mL de los tres grupos estudiados. El nimero

de muestras post-instrumentacion de los grupos Hyflex™y Protaper Gold™ resultaron mas

variados que en el grupo Zenflex™ aumentando la desviacion estandar, Zenflex™ obtuvo el
mismo resultado en la mayoria de sus muestras post-instrumentacion.
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Prueba ANOVA para comparacion de medias en 3 grupos de distribucion normal

Tabla 10. Un valor de p>a 0.05, indica igualdad entre los grupos, por lo que no existe diferencia

estadisticamente significativa tras el tratamiento con los diferentes sistemas analizados.

ANOVA
Reduccién logaritmica (Log10 UFC/mL)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica
Entre grupos .594 2 297 449
Dentro de grupos 26.480 40 .662
Total 27.074 42
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Comparacién entre grupos

Tukey y Bonferroni

Las pruebas de Tukey y Bonferroni analizan grupo a grupo si existe una diferencia

entre las combinaciones de los mismos

Tabla 11.Comparacién entre grupos. Significancias mayores a 0.05 indican que no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados. Las diferencias de

medias entre grupos muestran diferencias menores a 0.3 unidades.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Reduccidn logaritmica (Log10 UFC/mL)

V)

Sistema
HSD Hyflex
Tukey

Zenflex

Protaper

Gold

Bonferroni Hyflex

Zenflex

Protaper
Gold

Q)

Sistema

Zenflex

Protaper
Gold

Hyflex

Protaper
Gold

Hyflex
Zenflex

Zenflex

Protaper
Gold

Hyflex

Protaper
Gold

Hyflex

Zenflex
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Diferencia
de medias

(-9

-.28140
-.13993

.28140
14147

.13993
-.14147
-.28140
-.13993

.28140
14147

.13993
-.14147

Error
estandar

29710
.30831

29710
.30831

.30831
.30831
29710
.30831

29710
.30831

.30831
.30831

Sig.

.614
.893

.893
.891
1.000
1.000

1.000
1.000

Intervalo de confianza

al 95%
Limite Limite
inferior superior
-1.0045 4417
-.8903 .6105
-.4417 1.0045
-.6089 .8919
-.6105 .8903
-.8919 .6089
-1.0238 4610
-.9104 .6305
-.4610 1.0238
-.6290 9119
-.6305 .9104
-.9119 .6290
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Gréficas de reduccioén bacteriana en Log10 de Unidades Formadoras de Colonias de

cada grupo pre y post-instrumentacion. Analisis estadistico para grupos pares T-
student.

Hyflex™ EDM

167 | Desviacién estandar

14 4 — Mediana
= Media

12 1

10+

Log10 UFC/mL
D
1

. e

'4 T T
Pre-Instrumentacion Post-Instrumentacion

Grafica 4. Resultados de pre y post-instrumentacion del grupo 1 Hyflex™EDM.

Grupo de instrumentacion con el sistema Hyflex™ EDM se observa que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las muestras pre y post-instrumentacién con

una p= 0.001, analisis estadistico utilizando T-student.
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Zenflex™

16 1 Desviacion estandar

14__ Mediana
Media

12

10

Logl0 UFC/mL
(2]
1

'4 T T
Pre-Instrumentacion Post-Instrumentacion

Grafica 5. Resultados de pre y post-instrumentacion del grupo 2 ZenFlex™.,

Grupo de instrumentacion con el sistema Zenflex™ se observa que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras pre y post-instrumentacion con una p=

0.001, andlisis estadistico utilizando T-student.
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Protaper Gold™

16 S . ,
] | Desviacion estandar
14 4 — Mediana
T = Media
12 %
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_El |
= 8-
O |
L
D 64
‘C_)| ]
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o |
—
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_2_
'4 T T
Pre-Instrumentacion Post-Instrumentacion

Grafica 6. Resultados de pre y post-instrumentacion del grupo 3 Protaper Gold™.

Grupo de instrumentacion con el sistema Protaper Gold™ se observa que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las muestras pre y post-instrumentacion con

una p= 0.001, analisis estadistico utilizando T-student.
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En las siguientes imagenes representativas de cada grupo, se muestra el desarrollo de E.
faecalis en medio de cultivo para evaluar mediante la escala de McFarland. Muestras pre y
post-instrumentacion sembradas en agar BHI de los tres grupos de estudio.

GRUPO 1 Hyflex™ EDM

Medicién de la escala de Muestra pre-instrumentacion Muestra post-instrumentacion
McFarland Dilucién 108 Dilucién 10°

Imagen 9. Resultado de la siembra en agar BHI pre y post-instrumentacion del grupo 1. En la
primera columna se observan los tubos para evaluacion con la escala de McFarland,
segunda columna muestras pre-instrumentacion y tercera columna muestras post-
instrumentacion.

M.E. Mares Segura Norma Laura 57




Evaluacion de la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis intraconducto del
sistema de instrumentacién ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™. Estudio in vitro

GRUPO 2 ZenFlex ™
Medicién de la escala de Muestra pre-instrumentacién Muestra post-instrumentacién

McFarland Dilucién 108

e

Dilucién 10

Imégen 10. Resultado de la siembra en agar BHI pre y post-instrumentacion del grupo 2. En
la primera columna se observan los tubos para evaluacion con la escala de McFarland,
segunda columna muestras pre-instrumentacion y tercera columna muestras post-
instrumentacion.
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GRUPO 3 Protaper Gold™

Medicién de la escala de Muestra pre-instrumentacién Muestra post-instrumentacién

McFarland Dilucién 108 Dilucién 10

Imagen 11. Resultado de la siembra en agar BHI pre y post-instrumentacion del grupo 3. En
la primera columna se observan los tubos para evaluacion con la escala de McFarland,
segunda columna muestras pre-instrumentacion y tercera columna muestras post-
instrumentacion.
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Observacion del tercio apical mediante microscopia electronica de
barrido (MEB)

Grupo 1. Hyflex™ EDM, observacion al MEB del tercio apical

WD12mm  SS50 x200 100pum  — x400 50pm

0001 23 May 2022 0001 23 May 2022

~ \ S 4% B Rl b - R 5.8 S et
WD12mm $S50 x1,000 SElI  5kV
M3 G1

Imagen 12. Observacion al MEB del grupo 1 Hyflex™ EDM. A) Magnificacion a 200x, 50% de
tubulos permeables. B) Magnificacion a 400x, 50% de tubulos permeables. C) Magnificacion
a 1000x, 75% de tubulos permeables. D) Magnificacion a 2000x, 75% de tabulos
permeables.
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Grupo 2. ZenFlex™; observacion al MEB del tercio apical

SEl  5kV WD12mm SS50 x200 100pm  — SElI  5kV WD12mm SS50 x400 S50pm  e—
Zenflex 0001 23 May 2022 Zenflex 0001 23 May 2022

{ <% : - mE . =X

SEl  5kV WD12mm SS50 SEI 5kV WD12mm
Zenflex Zenflex

Imagen 13. Observacion al MEB del grupo 2 ZenFlex™. A) Magnificacion a 200x, 50% de
tubulos permeables. B) Magnificacion a 400x, 50% de tubulos permeables. C) Magnificacion
a 1000x, 50% de tubulos permeables. D) Magnificacién a 2000x, 50% de tubulos
permeables.

M.E. Mares Segura Norma Laura 61




Evaluacion de la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana de Enterococcus faecalis intraconducto del
sistema de instrumentacién ZenFlex™ en comparacién con Hyflex™ EDM y Protaper Gold™. Estudio in vitro

Grupo 3. Protaper Gold™; observacion al MEB del tercio apical

SEI/skv. 7 'Wbs2mm; ) S ' 700 - ; SO0UM  e—
68 M4 e AN U Pie ] 0001 23 May 2022

: N I & i/ A e % - ' ] A / . a&,‘.-f!:f_‘ﬁ"é}_,i' & :
SEl  5kV WD13mm S50 x1,000  10pm SEl  5kV WD13mm S50 R IR T —
G3M14 0001 23 May 2022 G3M14 0001 23 May 2022

Imagen 14. Observacion al MEB del grupo 3 Protaper Gold™. A) Magnificacion a 200x, 25%
de tabulos permeables. B) Magnificacién a 400x, 50% de tubulos permeables. C)
Magnificacién a 1000x, 75% de tubulos permeables. D) Magnificacion a 2000x, 75% de
tubulos permeables.
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Imagenes a 1000x de Hyflex™ EDM

SEI  5kV WD12mm  $S50 x1,000  10um x1,000  10um
Hyflex 9 0001 02 Jun 2022 0001 02 Jun 2022

Imagen 15. Tabulos 100% permeables.

Imagenes a 1000x de Zenflex™

P -
SElI 5kV WD12mm S$S50 x1,000 10um
Zenflex 0001 23 May 2022

SElI 5kV 12mm  SS50 x1,000 10pym
Zenflex 11 0001 02 Jun 2022

Imagen 16. A) 0% de tabulos dentinarios permeables. B) 50% de tubulos dentinarios
permeables.
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Imagenes a 1000x de Protaper Gold™

SEl  5kV WD12mm SS50
Protaper Gold 13 Protaper Gold 13

Imagen 17. A) 25% de tubulos permeables. B) 100% tubulos permeables.

Comparacion entre grupos experimentales; observacion al MEB del tercio apical

eaniy
28 A
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Imégen 18. al MEB Comparacion de grupos experimentales. A) Magnificaciones a 200x. B)
Magnificaciones a 400x. C) Magnificaciones a 1000x. D) Magnificaciones a 2000x.
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Observacion al MEB de Hyflex™ EDM, Zenflex™ y Protaper Gold™ en tercio
apical a 1000x

A)

SEI  5kV WD12mm
Hyfex 9

B)

WD12mm
old 13

Imagen 19.0bservaciones al MEB a 1000x. A) Sistema Hyflex™ EDM. B) Sistema Zenflex™,
C) Sistema Protaper Gold™,
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Grupo Control positivo; observacion al MEB del tercio apical

\

SEl  5kV WD12mm  SS50 x5,000 Sum . SEl  5kV WD12mm  SS50 x5,500 2pm
CP M1 0001 23 May 2022 CP M1 0001 23 May 2022

N

SEl  5kV WD13mm  SS50 5kV WD13mm  SS50
CP M5 23 May 2022

Imagen 20. Biofilm maduro de 30 dias de E. faecalis. Magnificaciones a: A) 5,000x. B)
5,500x. C) 3,500x y D) 2,000x. Presencia de E. faecalis y matriz de polimeros extracelulares.
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Grupo Control negativo; observacion al MEB del tercio apical

P
e L 2
¥ (SR

A

SEl  5kV 10pum  e— SEI  5kv WD12mm  $S50 10um
CN M5 0001 23 May 2022 CN M5 0001 23 May 2022

Imagen 21. Grupo control negativo. A) 1000x y B) 2000x. Se observan tubulos 75%
permeables y ausencia de contaminacion bacteriana.
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Evaluacion de la limpieza del tercio apical mediante MEB

Las muestras fueron evaluadas doble ciego bajo la siguiente escala modificada en

base a la escala de Rome y cols.

Grupo 1 Hyflex

EDM

Escala Conteo

0

1

2

3

4
Total

2

0
0
2
4
8

0% de tubulos abiertos

25% de tubulos abiertos

50% de tubulos abiertos

75% de tubulos abiertos

Al W N| | O

100% de tubulos abiertos

Grupo 2 ZenFlex
Conteo

Escala
0
1
2
3
4
Total
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Grupo 3
Protaper Gold

Escala Conteo
0 1

1
2
3 2
2
8

T Desviacion estandar
— Mediana
o  Media

4' |

Escala de Rome
M
1

Hyflex Protaper Gold Zenflex

Grafica 7. Comparacion de grupos para el grado de limpieza
del tercio apical
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8. DISCUSION

El éxito del tratamiento endododntico depende de una conformacion que permita la
obturacion adecuada del sistema de conductos radiculares; asi como la eliminacion de
bacterias y sus productos. Debido a que la enfermedad pulpar y su secuela que es la
patologia periapical son de origen bacteriano, su eliminacién debe resaltar el uso de
instrumentos que faciliten la erradicacion de bacterias y la conformacion del conducto

radicular- (19.33.46.47)

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de limpieza y reduccién bacteriana
de un nuevo sistema de instrumentacion rotatoria, Zenflex™ en comparacién con dos
Hyflex™ EDM y Protaper Gold™ en raices de premolares unirradiculares inoculados

con E. faecalis.

Para evaluar la reduccion bacteriana se realizd6 conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) expresada en Logl0 UFC/mL. Con la finalidad de evaluar la
desinfeccién de los tres sistemas de instrumentacién y cuantificar las bacterias que
gquedaron dentro del conducto radicular. Esta metodologia es utilizada
frecuentemente48-5%) y es (til para reflejar la capacidad de reduccién bacteriana de
instrumentos endoddnticos. No obstante, este método tiene la desventaja de no
permitir la evaluacién de la presencia de bacterias dentro de los tabulos dentinarios o

la eliminacion de biofilm.

Para lo cual, este estudio fue complementado con la observacion al microscopio
electrénico de barrido con la finalidad de evaluar el grado de limpieza del conducto
radicular, observando la exposicién de tubulos dentinarios, la presencia de lodo
dentinario y bacterias. La observacion al microscopio electrénico de barrido ofrece una
vision mas amplia y una imagen detallada de la superficie de las muestras utilizando
diferentes magnificaciones. En el presente estudio las muestras fueron observadas a
200X, 400X, 1000X Y 2000X para visualizar el tercio apical del conducto radicular.

El sistema Zenflex™ evaluado por primera vez en este estudio consiste en una
secuencia de instrumentacion gradual de la lima #20 a la lima #45, fue utilizado con

conicidad .06 para mayor similitud con los sistemas comparados. Los datos obtenidos
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sefalan que es el grupo con resultados mayormente consistentes y una desviacion
estandar menor. Sin embargo, estadisticamente no hay diferencia en la reduccion

bacteriana de los tres grupos.

El uso de los tres sistemas de instrumentacion logré una reduccion bacteriana
significativa; sin embargo, ninguno de los tres sistemas logré una eliminacion total de

microorganismos.

Ureyen y cols. en 2019 ©3 realizaron un estudio donde compararon la reduccion
bacteriana lograda por WaveOne Gold, Hyflex EDM y XP-endo Shaper en conductos
infectados con Enterococcus faecalis. Los autores observaron muestras al microscopio
electrénico de barrido para observar la permeabilidad de los tdbulos dentinarios. Los
resultados mostraron una disminucion significativa en comparacion con los datos pre-
instrumentacién, aunque todos los especimenes tenian crecimiento bacteriano La
reduccion bacteriana encontrada fue del 58.6 % para WaveOne Gold, del 89.2 % para
Hyflex EDM y del 86.74 % para XP-endo Shaper.

Nakumara y cols. ©9 realizaron un estudio para comparar la disminucion de carga
bacteriana comparando el uso de instrumentacidén manual, rotatoria y reciprocante
utilizando como irrigante hipoclorito de sodio al 2.25%. Los resultados obtenidos
mostraron una disminucién post-instrumentacion significativamente mayor en
comparacion con las muestras pre-instrumentacion; sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre los tres grupos. Ninguna técnica elimino el total de

bacterias en el conducto radicular.

Rodriguez y cols. ) realizaron un estudio para evaluar si el tamafio de la preparacion
apical influye en la reduccion bacteriana. Concluye que cuanto mayor es la preparacion
apical, mas bacterias podran ser eliminadas ya que el conducto en el tercio apical se
ensancha y por tanto la pared del conducto radicular lo hace también, eliminando
irregularidades anatémicas, capa de biopelicula adherida a la pared de la dentina asi
como dentina infectada (33, Esto pudo confirmarse en este estudio dado que el
sistema Zenflex obtuvo un menor numero de muestras con desarrollo bacteriano, asi

como un mayor logaritmo de reduccidn en la comparacion de las medias de los grupos.
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Aunque el tamafio de preparacion final de Zenflex™ fue mayor que el de Hyflex™ EDM
y Protaper Gold™ no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la

reduccion bacteriana y limpieza del tercio apical de los tres grupos.

Los instrumentos con diferentes diametros y conicidades no se asociaron con

diferencias significativas al igual que se observo en otros estudios realizados. (354.56)

Machado y cols. ¢4 realizaron un estudio donde compararon la reduccion bacteriana
comparando tres grupos de conicidades diferentes (grupo 1 instrumentado hasta una
lima Protaper Next X1 de 25/.06, grupo 2 con Twisted File hasta una lima 25/.08, grupo
3 Protaper Universal hasta una lima 25/.08 y grupo 4 hasta una lima manual #35). Los
resultados mostraron que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
tres sistemas rotatorios con la técnica manual para la reduccién bacteriana.

Concluyendo que todos los instrumentos reducen la carga bacteriana.

Los resultados de este estudio revelaron que no hubo una diferencia estadisticamente
significativa en la capacidad de limpieza y reduccion bacteriana entre los sistemas de
instrumentacioén utilizados por lo que la hipétesis de investigacion fue rechazada y la
hipotesis alterna 2 fue aceptada.

El uso de sistemas de instrumentacion NiTi con limas multiples o secuencia de
diferente diametro y conicidad permite la conformacién gradual del conducto radicular
de una forma segura incluso en casos de conductos curvos y estrechos. Estudios
comparan y comprueban la capacidad de resistencia a la fatiga ciclica y las
propiedades mecanicas del sistema Hyflex™ EDM y Protaper Gold™, sistemas que
son ampliamente aceptados en el mercado; sin embargo, no han sido estudiados en
su capacidad de limpieza y reduccién bacteriana. En el presente estudio el nuevo
sistema de instrumentacion Zenflex™ demostré que es tan efectivo como Hyflex™
EDM vy Protaper Gold™; lo cual representa un nuevo sistema que ofrece una secuencia
de conformacion gradual segura que puede ser empleado para una limpieza y

desinfeccién adecuada del sistema de conductos radiculares.
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9. CONCLUSION

El nuevo sistema Zenflex™ mostro una reduccion en la carga bacteriana significativa;
sin embargo, no hubo diferencia respecto a Hyflex™ EDM y Protaper Gold™; en
cuanto a la limpieza los tres grupos mostraron el mismo comportamiento al limpiar el
sistema de conductos radiculares obteniendo entre el 75 y el 100% de los tubulos

dentinarios permeables.

Se puede concluir que este sistema demostré ser tan efectivo como Hyflex™ EDM y
Protaper Gold™ en la limpieza y reduccidn bacteriana; sistemas ya presentes en el

mercado.
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PERSPECTIVAS

1. Evaluacion de la limpieza con un mayor numero de muestras observadas al
microscopio electrénico de barrido.

2. Evaluacién de la limpieza y reduccidn bacteriana en conductos radiculares con
curvatura mayor a 35°.

3. Evaluacion de la reduccion bacteriana del sistema de instrumentacion Zenflex

utilizando agua destilada como irrigante.
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