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Resumen La mayor parte de la terapia endoddntica estd encaminada a
la eliminacion de microorganismos existentes y a la prevencién de la
infeccion o reinfeccion del conducto y de los tejidos periapicales. La
presencia de diferentes especies bacterianas resistentes en los canales
radiculares, crea la necesidad de poner a prueba nuevos medicamentos
con alto efecto antimicrobiano. La presente investigacion tuvo como
objetivo determinar el efecto antimicrobiano In Vitro del cemento
agregado triéxido mineral (MTA) y del hidroxido de calcio, sobre el
Enterococcus faecalis, para lo cual se desarrolld una investigacion con
proposito descriptivo-comparativo, con un disefno no experimental, de
tipo longitudinal. La poblacién fue de tipo censal conformada por una
cepa de Enterococcus faecalis ATCC29212, la cual se sembré en placas
con agar Mueller-Hinton y sobre las cuales se colocaron discos de papel
de filtro impregnados con las diferentes sustancias de estudio. Los
hallazgos mas importantes fueron la ausencia de halos de inhibicion de
crecimiento bacteriano alrededor de las dos sustancias de estudio, se
concluyé que tanto el MTA como el Hidréxido de Calcio no tienen ningun
efecto antimicrobiano contra el Enterococcus faecalis.

PALABRAS CLAVE: Agregado Tridéxido Mineral, Hidréxido de Calcio,
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Abstract IN VITRO ANTIMICROBIAL EFFECT OF CEMENT MINERAL
TRIOXIDE AGGREGATE (MTA) AND CALCIUM HYDROXIDE ON E.
FAECALIS. Most endodontic therapy is aimed at the eradication of
existing microorganisms and the prevention of infection or reinfection of
the canal and periapical tissue. The presence of resistant bacterial
species in root canals creates the need to test new drugs with high



antimicrobial effect. The purpose of present investigation was to
determine the antimicrobial in vitro effect of mineral trioxide aggregate
cement (MTA) and calcium hydroxide against Enterococcus faecalis, with
a descriptive-comparative experimental design. Tested sample was a
strain of Enterococcus faecalis ATCC29212 which was plated on Mueller-
Hinton and on which paper filter discs were placed embedded with the
substances under study. Data was collected by direct observation. The
most important finding was that no inhibition zones of bacterial growth
were observed around the two substances under study. In conclusion,
both MTA and Calcium Hydroxide have no antimicrobial effect against
Enterococcus faecalis.

KEY WORDS: Mineral Trioxide Aggregate, Calcium Hydroxide,
Enterococcus faecalis.

Introduccion La mayor parte de la terapia endododntica esta

encaminada, directa o indirectamente, a la eliminacion de los
microorganismos existentes y a la prevencion de la infeccion o
reinfeccién del conducto y de los tejidos periapicales. Sin embargo, la
eliminacion de estos microorganismos en el interior del conducto es un
objetivo dificil de lograr en el tratamiento endoddntico y aun después
del tratamiento, es posible encontrar en la profundidad de los tubulos
dentinarios algun tipo de microorganismo. Debido a esto ultimo, es
esencial el uso de una buena medicacién intraconducto. Medicamentos
con un alto nivel antimicrobiano que permitan eliminar todos los
gérmenes que puedan quedar dentro del sistema de conductos
radiculares. ' La presencia de diferentes especies bacterianas anaerobias
y anaerobias facultativas dentro de los canales radiculares, resistentes a
ambientes complejos, crea la necesidad de poner a prueba nuevos
medicamentos con alto efecto antimicrobiano, incluso combinaciones de
estos, para asi lograr la desinfeccion total y definitiva del sistema de
conductos radiculares durante la terapia endoddntica. Es importante
recalcar que una de las principales causas de fracaso en un tratamiento
endododntico es la presencia de microorganismos, considerando que con
los procedimientos de irrigacién y preparaciéon solo se logra eliminar un
porcentaje de éstos. Se debe tomar en cuenta el papel fundamental
que juegan los medicamentos intraconductos entre citas, como medio
para lograr una alta desinfeccién del sistema de conductos. En
odontologia, el Enterococcus faecalis esta relacionado con infecciones
endoddnticas persistentes postratamiento, posee una alta variedad de
factores de virulencia entre los que se incluyen la agregacion,
produccidén extracelular de superéxido, gelatinasa y citolisinas tdxicas,



capacidad para el intercambio de material genético y penetrar hacia los
tubulos dentinarios. 2 El E. faecalis, es un micro-organismo anaerobio
facultativo, Gram positivo y es un comensal normal adaptado
ecoldgicamente a ambientes complejos de la cavidad oral y de los
tractos vaginal y gastrointestinal. *> Los Enterococcus en su fisiologia y
estructura se describen como cocos gram positivos que se disponen en
parejas y en cadenas cortas. Crecen en medios aerobios y anaerobios y
en un amplio intervalo de temperatura (10-15 grados centigrados).

Aunqgue tienen necesidades vitaminicas complejas (Vitamina B, bases
de los acidos nucleicos y una fuente de carbono como la glucosa) el agar
sangre de cordero permite su crecimiento. Tras 24 horas de incubacion
las colonias grandes pueden ser no hemoliticas o presentar hemolisis
alfa y en algunos casos hemolisis beta. Pueden crecer en altas
concentraciones de NaCl y de bilis, por lo que pueden ser identificadas
en relacion a otras especies de Gram positivos y catalasa negativos. *
Aunque no son productoras de catalasa, algunas especies de
Enterococcus son productoras de seudocatalasa cuando crecen en medio
de cultivo que contienen sangre y pueden parecer débilmente positivos
en la reaccién de la catalasa. ° Los factores de virulencia del E. faecalis
han sido motivo de estudio en los ultimos afos por la increible
resistencia que le confieren y por ser causa fundamental de importantes
infecciones nasocomiales. En comparacién con otros cocos Gram
positivos, el E. faecalis posee una alta resistencia a todos los
antimicrobianos usados en clinicas y hospitales, sobre todo a las
cefalosporinas y los aminoglucdsidos disponibles. En la regién
periapical, existe una estrecha relacién parasito-huésped, debido a la
presencia de bacterias que tienen la funcion de producir enzimas y
endotoxinas, que a su vez producen la infeccién y de esa misma forma
interfieren en la sensibilidad antibidtica, es por eso que persiste la
misma. Es necesario el uso de un antimicrobiano efectivo que ejerza un
papel coadyuvante en este proceso, y que favorezca la reparacién
residual, que sea inocuo e inofensivo para el diente, tejidos periapicales
y que ademas actue sobre las actividad enzimatica de las bacterias. ° El
hecho de no tener una variedad de medicamentos intraconducto que
actle efectivamente sobre bacterias resistentes como el Enterococcus
faecalis, desfavorece el éxito de la terapia endoddntica ya que no solo es
necesario la preparacion biomecanica del conducto, sino ademas el uso
de un antimicrobiano efectivo que no permita la recolonizacién de
microorganismos que lleven a una infeccién post endoddntica. En
consideracion a lo antes expuesto, se considera el efecto antimicrobiano
del Cemento Agregado Triéxido Mineral (MTA) e Hidroxido de Calcio
sobre el Enterococcus faecalis en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo y se comparo, a
nivel descriptivo, la efectividad de ambos cementos. La siguiente



investigacion se considera importante, por el hecho de representar un
avance en el area de Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Carabobo, debido a que no se han hecho estudios al
respecto. Con el paso de los afios y los avances tecnoldgicos y
bioguimicos en el area de la odontologia y la endodoncia, se ha logrado
crear una nueva generacion de materiales dentales con mejores
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas a fin de encontrar el material
ideal que selle efectivamente el camino que comunica el sistema de
conductos radiculares y la superficie externa del diente. Es por eso que
aparece un nuevo material llamado Agregado Triéxido Mineral (MTA)
que desde la década de los 90 (Siglo XX) se viene investigando.
Consiste en un polvo de particulas hidrofilicas que endurece en
presencia de humedad. La hidratacién del polo forma un gel coloidal con
un pH de 12.5 que solidifica y forma una estructura dura y resistente. ’
Los materiales de obturacién deben reducir el riesgo de infeccién
bacteriana y un buen material de reparacién debe sellar cualquier tipo
de comunicacion entre el sistema de conductos radiculares y los tejidos
vecinos de forma tridimensional, para evitar de esta forma, la migracion
bacteriana y el fracaso del tratamiento endodoéntico. El Mineral Tridxido
Agregado (MTA) permite crear una barrera estable a las bacterias y la
filtracion de los fluidos, éste es uno de los factores principales en el
éxito clinico logrado por este material de reparacién radicular. El
Agregado Tridoxido Mineral (MTA) es significativamente superior a otros
materiales conocidos. ® Entre los usos del MTA se encuentran la terapia
de pulpas vitales que estimula la formacidn de un puente de dentina
adyacente a la pulpa. Debido a su habilidad selladora, biocompatibilidad,
alcalinidad o posiblemente a otras propiedades asociadas; 8 también se
emplea en apicoformaciones en las que anteriormente se utilizaba
hidréxido de calcio pero se requiere de minimo 3 meses para lograr que
se forme la barrera apical, lo que no sucede con el MTA que permite
realizar el tratamiento en una sola sesidn. ° Este material estimula la
formaciéon de tejido duro sin producir inflamacién en el area adyacente
al apice de las raices inmaduras. ! También es utilizado para
reparaciones en perforaciones dentales. Estas ocurren durante el
tratamiento endoddntico o durante la preparacion de postes o
simplemente como resultado de una reabsorcién en tejidos radiculares.
Se ha observado que el MTA permite la reparacién del hueso y la
eliminacion de los sintomas clinicos propios de una perforacién. ! El
Hidréxido de Calcio fue introducido por Hermann en 1920, como agente
recubridor pulpar y luego en el tratamiento endoddntico. *? El
mecanismo de accion del hidréxido de calcio a través de su pH alcalino
en el control de la actividad enzimatica microbiana, posibilita su
inactivacién reversible e irreversible, dependiendo justamente del
tiempo en que esté en contacté con los microorganismos, por lo tanto



para que sea eficaz es imprescindible que el hidréxido de calcio actue
por un tiempo prolongado. Tomando en cuenta lo expuesto
anteriormente, ese tiempo debe ser de aproximadamente de 1 a 2
semanas. Mecanismo de accidon antimicrobiano Tanto el cemento
agregado triéxido mineral (MTA), como el hidréxido de calcio, son
considerados materiales muy semejantes en cuanto a sus propiedades
antimicrobianas; por un lado el MTA debe su efecto antimicrobiano a su
alto pH y por otro lado el hidroxido de calcio permite la liberacion de
iones hidroxilo, que alteran la integridad de la membrana citoplasmatica
en el proceso de peroxidacién lipidica de la bacteria. ® Se han realizado
algunos estudios relacionados con la presente investigacion, entre ellos
se destacan los siguientes; Heredia ! estudid los aspectos
microbioldgicos de la periodontitis apical crénica y concluyd, en relacién
al E. faecalis, que es el microorganismo de mayor prevalencia en casos
de periodontitis apical crénica persistente y no ha sido determinado su
mecanismo de resistencia, al igual que el de otros patdgenos asociados
a estas lesiones donde se manejan diferentes hipdtesis; por otra parte,
ha sido comprobada la baja susceptibilidad del microorganismo a ciertas
soluciones antisépticas y medicamentos utilizados durante la terapia
endododntica.Chr(10) Asimismo, Garcia y Arashiro, ** determinaron el
efecto antimicrobiano de tres cementos endoddnticos en obturacién
retrégrada sobre tres especies bacterianas en un estudio In Vitro, donde
lograron determinar que los tres cementos evaluados (Super EBA, Ketac
Endo y MTA) poseen efecto antibacteriano variable sobre las tres
especies bacterianas estudiadas ( E. faecalis, S. mutans y P. gingivalis)
dentro de las 24, 48, 168 horas.

Materiales y Métodos La presente investigacion representa un

enfoque cualitativo debido a la naturaleza de los resultados; de acuerdo
al propodsito, esta investigacion fue descriptiva-comparativa.’® Este
estudio fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Carabobo, durante el mes de mayo de
2012. La muestra seleccionada fue una cepa de E. faecalis ATCC
29212, proveniente del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Carabobo, Estado Carabobo. La misma
fue sembrada en caldo BHI (Infusion Cerebro Corazén) y se llevo a
estufa, durante 24 horas, a 37 grados centigrados, con el fin de
garantizar su viabilidad. Luego, se realizd una tincién de Gram para
poder confirmar la pureza de la misma (Figura 1). Una vez que se
comprobé su pureza, se procedid a preparar una suspension
estandarizada de la cepa a una turbidez de 0.5 del patron de Mac
Farland, equivalente a 108 unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mLI). Posteriormente, se tomé de esta suspension un indculo



estandarizado el cual se sembré por el método de superficie, con un
hisopo, en placas de agar Mueller-Hinton y sobre estas se colocaron los
discos de papel de filtro impregnados con las dos sustancias a estudiar;
el cemento agregado triéxido mineral diluido al 0.7% vy el hidroxido de
calcio diluido al 98%, haciendo presidn de estos sobre el agar.
Adicionalmente, se colocd un disco impregnado con agua destilada
estéril que actué como control negativo y un disco de ampicilina que
actudé como control positivo (Figura 2). Las placas fueron incubadas de
24 a 48 horas a 37 grados centigrados. Finalmente, se procedid a
observar si se formaron los halos de inhibicién alrededor de los
diferentes discos de papel de filtro. La recoleccién de datos se hizo por
medio de la observacidn directa. Para la medicion de los halos de
inhibicién se utilizd una regla milimetrada y se midié a las 24 y 48
horas. Se anotaron las medidas y las observaciones respectivas para un
registro de datos por medio de una guia de observacién y se le calculé la
validez por medio del juicio de tres expertos, un experto en metodologia
de la investigacién y dos expertos de contenido.

Resultados Se observé que solo hubo presencia del halo de

inhibicién de crecimiento de Enterococcus faecalis en el grupo control
positivo que estaba representado por un disco de ampicilina; a las 24
horas hubo ausencia del halo de inhibiciéon de los grupos tratados con el
hidréoxido de calcio y el agregado triéxido mineral (MTA) (Figura 3). De
igual forma ocurrié a las 48 horas, no se observaron halos de inhibicién
de crecimiento bacteriano en ambas sustancias de estudio. Es por esto
que los resultados de la presente investigacion demuestran que la cepa
evaluada de Enterococcus faecalis es resistente a los dos cementos,
hidroxido de calcio y MTA, utilizados en la muestra In Vitro y por
consiguiente, no existe inhibicion del crecimiento bacteriano del E.
faecalis con ninguno de los cementos.

Discusion En la mayoria de los estudios donde se evalla actividad

antimicrobiana, se utiliza la bacteria E. faecalis por su alta virulencia y la
dificultad de ser removida de los conductos radiculares: la bacteria
antes mencionada es sumamente agresiva, si es susceptible al
medicamento, puede tener actividad bactericida contra cualquier otra
cepa bacteriana; es por esto que para este tipo de investigacion se usa
el E. faecalis, el cual requiere altas concentraciones de medicamento y
tiempo para ser removida de los conductos en infecciones endoddnticas,
debido a que es un comensal normal adaptado ecoldgicamente a
ambientes complejos de la cavidad oral, asi como también de los tractos



vaginal y gastrointestinal. * La actividad antimicrobiana del cemento
agregado triéxido mineral y el hidréxido de calcio no fue observada en
este estudio, a pesar de que pueden llegar a alcanzar un pH de 12.5 lo
cual, se supone, les otorga propiedades antimicrobianas. > En este
estudio, no se observo actividad antimicro- biana del cemento agregado
triéxido mineral (MTA) sobre el Enterococcus faecalis ni a las 24 ni a las
48 horas, lo que contradice la investigacion de Garcia y Arashiro, ** que
evalu6 el efecto antimicrobiano de tres cementos selladores
endodonticos (Super EBA, KetacEndo y MTA) sobre el E. faecalis,
quienes encontraron que a las 24, 48 y 168 horas el Super EBA y MTA
tuvieron mas efecto antimicrobiano que el KetacEndo. Mas adelante, en
un estudio realizado por Miyagak C et al ** que evalud la actividad
antimi- crobiana In Vitro de selladores endoddnticos(MTA, Sealapex,
Cemento de Portland), encontraron que el MTA no presentd actividad
antimicrobiana contra el E. faecalis, a las 24 horas. Estos resultados se
corresponden con los obtenidos en la presente investigacién. Rodriguez-
Varo, Pumarola J., Canalda C. '® por su parte, compararon la accion
antimicrobiana In Vitro de diversas medicaciones administradas
intraconducto sobre el Enterococcus faecalis y encontraron que el
Calcipulpe®, un cemento utilizado en recubrimientos pulpares directos e
indirectos a base de hidroxido de calcio que viene en una presentacién
de 20% combinado con otras sustancias, produjo inhibicion bacteriana
entre las 18 y 20 horas; a diferencia del presente estudio en el que no
se observd ninguna actividad antimicrobiana contra el E. faecalis. Sin
embargo, esta diferencia puede deberse a la forma como fueron
preparadas las sustancias; en esta investigacion, se utilizdé hidroxido de
calcio diluido al 98%, mientras que dichos autores, prepararon el
Calcipulpe® siguiendo las instrucciones del fabricante para realizar un
Test de Difusién en Agar. Todo esto pudo influir significativamente en
los resultados obtenidos. Al respecto, conviene decir que en la
observacién a las 24 horas se encontrd presencia de mucha humedad en
las placas que contenian las muestras de ambos cementos. Es
importante destacar, lo anteriormente expuesto sobre todo en el caso
del hidroxido de calcio, debido a que muchos autores han reportado que
el medio de cultivo también influye en la solubilidad, liberacién de iones
y alcalinidad de éste compuesto quimico, las cuales son condiciones
esenciales para que se produzca el efecto antimicrobiano. ** Con los
resultados obtenidos es indiscutible la afirmacion de Heredia, '* donde
destaca que ha sido comprobada Ila baja susceptibilidad del
Enterococcus faecalis a ciertas soluciones antisépticas y medicamentos
utilizados durante la terapia endododntica. Cabe destacar que las
concentraciones del hidroxido de calcio y el trioxido mineral agregado
(MTA) utilizadas durante el estudio son las mismas que ofrece el
fabricante, y es asi como se usan en los procedimientos clinicos, razon



por la cual no son modificables.

Conclusiones En el presente estudio se demostréo que el tridéxido

mineral agregado y el hidréxido de calcio no poseen efecto
antimicrobiano sobre el Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas de
exposicion en placas de agar. De igual forma, como los resultados en el
presente estudio fueron iguales a las 24 y 48 horas, se concluye que el
tiempo no tiene influencia en la actividad microbiana de los agentes
evaluados.

Recomendaciones y limitaciones del estudio Se recomienda

obtener halos de inhibicién con la prueba de difusiéon en agar, que es la
mas comunmente utilizada para evaluar la actividad antimicrobiana In
Vitro, porque permite realizar comparaciones entre los materiales muy
influenciados por la difusidon en el medio de cultivo. Por otro lado, se
recomienda hacer los experimentos usando las sustancias preparadas de
acuerdo a las indicaciones del fabricante para tener una mayor
confiabilidad en los resultados, por tratarse de la forma utilizada en la
cavidad bucal. Finalmente, es recomendable realizar los experimentos
por lo menos tres veces y con una anteprueba, lo que aumentaria la
posibilidad de resultados mas confiables.



Figura 1

TINCION DE GRAM. ENTEROCOCCUS FAECALIS




Figura 2

PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR DIFUSION '
CON DISCOS DE AMPICILINA. HALO DE INHIBICION
(CONTROL POSITIVO)

Figura 3

A: AUSENCIA DE HALO DE INHIBICION DE CRECIMIEN-

TO BACTERIANO EN LA PLACA DE MTA. B: AUSENCIA

DE HALO DE INHIBICION DE CRECIMIENTO BACTERIA-
NO EN LAPLACADE HIDROXIDO DE CALCIO
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	Efecto Antimicrobiano Agregado Trióxido Mineral y del Hidróxido In Vitro del Cemento de Calcio sobre el Enterococcus Faecalis.pdf
	Referencias 1 Efectos
	Referencias 2 Efectos

