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RESUMEN

Durante la ultima década el microorganismo Enterococcus faecalis ATCC- 29212 ha
cobrado gran importancia a nivel mundial por su elevada incidencia en diferentes
enfermedades tras adquirir resistencia a muchos antimicrobianos e incluso proliferarse tras
la desaparicion de medicamentos tradicionales como el Hidroxido de Calcio usado en
tratamientos de endodoncia, por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar la
susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC-29212 frente a la combinaciéon de
medicamentos antimicrobianos con Hidréxido de Calcio. Se inocul6 el microorganismo en
15 cajas Petri con agar cerebro corazon, y se distribuy6 dos discos de papel filtro en T1:
Hidréxido de Calcio + propilenglicol, T2: Hidréxido de Calcio + paramonoclorofenol, T3:
Hidréxido de Calcio + ampicilina gentamicina + propilenglicol, T4: Hidroxido de Calcio +
suero fisiologico, Control negativo: agua destilada y Control positivo: pasta comercial a base
de Hidroxido de Calcio por triplicado, se midi6 los halos de inhibicion y se compard con la
escala de Duraffourd, obteniendo una mayor sensibilidad con el tratamiento 3 de 22,50 +
3,3. La técnica que se utilizo fue la observacion, medicion y el instrumento la bitacora, los
resultados fueron procesados con ANOVA de un factor donde se concluyd que el
tratamiento mas efectivo para inhibir la bacteria fue Hidroxido de Calcio con ampicilina

gentamicina y propilenglicol en comparacion con los otros tratamientos.

PALABRAS CLAVE: Enterococcus faecalis, Hidroxido de Calcio, Susceptibilidad,

propilenglicol, paramonoclorofenol, ampicilina, gentamicina, suero fisiologico.
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ABSTRACT

During the last decade, the microorganism Emferococcus faecalis ATCC-29212 has taken
significant importance worldwide for its high incidence in different diseases afier
acquiring resistance to many antimicrobials and even increase after the disappearance of
traditional drugs such as Caleium Hydroxide used in endodontic treatments. So this study
aimed to assess the susceptibility of Enterococcus faecalis ATCC-29212 against the
combination of antimicrobial drugs with Calcium Hyvdroxide, The microorganism was
inoculated in 15 Petri boxes with brain heart agar, and two filter paper discs were
distributed in T1: Calcium Hydroxide + propylene glyeol, T2: Calcium Hvdroxide +
paramonochloraphenol, T3: Calcium Hydroxide + ampicillin gentamicin + propylene
glveol, T4: Calcium Hyvdroxide + physiolagical serum. Negative Control: distilled water
and Positive Control: commercial paste based on Calcium Mydroxide in triplicate,
inhibition halos were measured and compared with the Duraffourd scale, oblaining higher
sensitivity with treatment 3 of 22.50 + 3.3, The technique used was observation,
measurement and loghook instrument, the results were processed with ANOVA of a
factor where it was concluded that the most effective treatment to inhibit the bacterium
was Caleium Hydroxide with ampicillin gentamicin and propylene glycol compared with
the other treatments.

Kevwords: Enterococcus faecalis, Calcium Hyvdroxide, Suscepiibility, propylene glycol,
paramanochlorophenal, ampicillin, genm‘mdeugicﬂf SEFHI,

3
Translation reviewed by: Trujillo, Mynam =

Linguistic Competences Professor
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1. INTRODUCCION

En la presente investigacion se aborda el tema de Enterococcus faecalis, bacteria Gram
positiva, anaerobia facultativa caracterizada por localizarse en el tracto gastrointestinal como
también en el tracto urogenital femenino, ademas de formar parte de la flora normal de la
cavidad bucal. El medicamento antibacteriano que comunmente se utiliza en el tratamiento
endodontico es el Hidroxido de Calcio debido a las propiedades que contiene, pero esta
bacteria ha demostrado ser capaz de sobrevivir al mismo. Al mezclarlo con diversos
vehiculos hidroalcohdlicos como paramonoclorofenol, propilenglicol o con antibidticos

como la ampicilina y gentamicina puede potenciar su accion. -

La caracteristica principal de este tipo de bacteria es que suele presentarse en el fracaso de
tratamientos de conducto por motivo que en su estructura posee una enzima llamada
convertidora de angiotensina y serina proteasa que le da la capacidad de adherirse a los
tejidos dentales. Para analizar esta problematica es importante indicar sus causas. Una de
ellas es que al ser propia del tracto gastrointestinal llega a la cavidad bucal por medio de una
deficiente higiene al manipular alimentos después de ir al bafio, haciendo que esta bacteria
ingrese a las distintas estructuras del diente principalmente a los tibulos dentinarios
permitiéndole sobrevivir a diversas condiciones como a sustancias antimicrobianas, a
diversos pH, subsistir sin nutrientes, alojarse en lugares inaccesibles como los tubulos
dentinarios, fijarse a distintos materiales de obturacion como los conos de gutapercha,

cementos de obturacion de conducto.V

El tipo de investigacion que se ejecuta es experimental y descriptiva con un disefio muestral
no probabilistico de cepas de Enterococcus faecalis ATCC- 29212, en las que se aplica un
analisis in vitro de susceptibilidad, la técnica utilizada es la observacion y medicion y el
instrumento de recoleccion de datos es la bitacora por tanto el objetivo de la presente
investigacion es determinar la susceptibilidad maxima de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC- 29212 en uno de los cuatro medicamentos antimicrobianos con Hidroxido de Calcio
mezclado con diferentes vehiculos como propilenglicol, paramonoclorofenol, suero
fisiologico y dos antibidticos ampicilina y gentamicina con la adicion de un vehiculo de

propilenglicol.

Es de interés transcendental analizar los resultados de la mezcla de medicamentos clasicos

con su respectivo vehiculo o antibidtico y comprobar la eficacia en la eliminacion del
1



Enterococcus faecalis, por lo que los resultados pueden ser utilizados por especialistas y
estudiantes, quienes buscan €xito en el tratamiento de eliminacion de la bacteria a su vez
permiten elevar la calidad de salud de los pacientes portadores del microorganismo al

preservar por mayor tiempo sus piezas dentales.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al realizar el tratamiento de conducto conocido como endodoncia el objetivo fundamental
es preservar la pieza dental haciendo que su sistema de conductos permanezca aséptico y
desinfectado por un largo tiempo, sin embargo, la presencia de algunas bacterias que tienen
amplio potencial de patogenicidad como es el caso de Enterococcus faecalis suele producir
el fracaso de dichos tratamientos. Esta es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa,
propia del tracto gastrointestinal que al evacuar los desechos bioldgicos pone a esta bacteria
en contacto tanto con el tracto genital femenino como con la cavidad oral ya sea por una
mala higiene o manipulacion incorrecta de alimentos lo que ha hecho que forme parte de la

flora normal y en ocasiones patoldgica de la cavidad bucal. (->513

Se caracteriza en su mayoria por persistir en el sistema de conductos causando que el
tratamiento una vez terminado no funcione por tal al ser muy patdgeno logra resistir contra
algunas sustancias antimicrobianas una de ellas es el Hidroxido de Calcio, de igual manera
sobrevive a condiciones extremas producidas en el sistema de conductos incluyendo sus
ramificaciones, debido a que ingresa por el espacio esmalte resina degradandola hacia los
tubulos dentinarios, también por el cemento dental fijandose por sus proteinas de colageno
a los conos de gutapercha, cementos de obturacion endodoéntico, haciendo de estos un medio

donde vivir y multiplicarse. (!4

, . . , (5) (p 157)
Seglin expresa en su trabajo Molander et al citado por Garcia et al :
El Enterococcus faecalis es el microorganismo que con mayor prevalencia ha sido
encontrado en las piezas dentales que han sufrido fracaso en el tratamiento endodontico de
un (80 a 90%), lo que insinlla que es un microorganismo sumamente pernicioso cuya

permanencia en el conducto radicular representa un problema terapéutico importante.

. . . , (6) (p 157),
De acuerdo con Pinheiro et al citado por Garcia et al :
La infeccion primaria se encuentra relacionado frecuentemente con lesiones periapicales que
son cronicas asintomaticas en periodontitis apical aguda, hallandose en el 40% de las
infecciones primarias endodonticas y su frecuencia en lesiones periapicales persistentes es
mas alta localizdndose hasta nueve veces mas E. faecalis en los fracasos endoddnticos que

en la infeccion primaria.



. ©)] .
Ardilaetal manifiestan:

Que segln otros autores han identificado al Enterococcus faecalis en un 60% en personas
con un alto indice de caries, y un 70 % en personas que padecen infecciones endodonticas.
En su investigacion tuvieron como resultado que, de 18 personas con Periodontitis Apical
Asintomatica, solo nueve pacientes mostraron Enterococcus faecalis siendo estos los que
tenian mayor indice dental de cariados, obturados, perdidos (COP) en un promedio de 18.22
+ 4.41, mientras que para los Enterococcus faecalis negativos fue 18.11 = 2.80 (p = 0.754).
Teniendo como conclusion que el Enterococcus faecalis suele estar presente también en
infecciones periodontales por lo que es necesario que se tome medidas de asepsia rigorosas

durante el tratamiento endodéntico.

Pardi et al © ® ! manifiestan que este microorganismo no solo estd presente en los fallos
endodonticos, segun estudios han demostrado que en el 70% de los casos se han encontrado
en raices que han sido obturadas con periodontitis apical, en un 60% en tratamientos
endodonticos fallidos y en un 25% en piezas dentales que no han sido sometidas al

tratamiento.

(8) (p 34-35) . . T .,
Fonseca el E. faecalis no solo se puede localizar en el individuo también puede

presentarse en superficies de radiografias intraorales explicando que el Enterococcus
faecalis, aparece en el boton de exposicion es del 12,22%, en el brazo de extension el 11,11%,
en el cabezal la presencia se ubica en el 13,3%, en cuanto al tablero de control y el tubo
colimador el porcentaje de presencia es del 20%. Por esta razon Enterococcus faecalis
supone un problema que puede ocasionar infecciones cruzadas a los usuarios de dichos

aparatos.

Por los antecedentes antes citados la pregunta de investigacion es: (Existe algin
medicamento compuesto por Hidroxido de Calcio, combinado con vehiculos
hidroalcohdlicos y antibidticos que permita inhibir la vida y proliferacion del Enterococcus

faecalis ATCC- 292127.



3. JUSTIFICACION

Las especies del género Enterococcus constituyen un serio peligro para la salud, pues se han
convertido en un patégeno nosocomial de primer orden y de importancia creciente. Pueden
provocar enfermedades muy graves como la bacteriemia y la endocarditis. También son
causantes de infecciones de heridas quirurgicas, septicemia, infecciones de piel, tejidos
blandos, entre otros. La mayoria de las infecciones son originadas de la microbiota
endogena, aunque pueden ser transmitidas de persona a persona o por consumo de agua o
alimentos contaminados; ademas constituyen una causa muy frecuente de infeccion del
tracto urinario (ITU), especialmente en pacientes hospitalizados. Hasta el momento se han
descrito 17 especies de Enterococcus, las mas frecuentes son E. faecalis y E.
faecium aisladas en humanos, siendo Enterococcus faecalis el responsable de alrededor del
90% de las infecciones causadas por Enterococcus por tanto la importancia del presente
estudio radica en la eleccion de un medicamento que contenga Hidroxido de Calcio con la
presencia de vehiculos hidroalcohdlicos y antibidticos de espectro maximo que permita la
erradicacion completa del microorganismo ya que los procedimientos odontologicos hasta
el momento usados como el Hidréoxido de Calcio en tratamientos de endodoncia han
mantenido una serie de fracasos y es que el Enterococcus faecalis es capaz de sobrevivir a
condiciones extremas e incluso lograr su proliferacion después que este medicamento ha

desaparecido.?

La ampicilina y gentamicina combinado posee propiedades antibidticas de amplio espectro,
de ahi su uso en el tratamiento de esta bacteria !%). Debido a que causa susceptibilidad de
manera in vivo, se busca realizar pruebas in vitro con la agregacion de Hidroxido de Calcio
y propilenglicol para comprobar si produce los mismos resultados o tienen un efecto mayor

por la adiccion de estos componentes.

Otra de las caracteristicas que marca la relevancia del estudio es la viabilidad de ejecucion
ya que el desarrollo del experimento esta programado dentro de 6 meses permitidos para la
investigacion, los beneficiarios directos son los pacientes portadores del microorganismo,
pues cada uno de ellos tiene la oportunidad de preservar por mayor tiempo sus piezas
dentales y el indice de tratamientos endoddnticos fallidos disminuird, en tanto que los
beneficiarios indirectos son los profesionales de la salud porque se agregara este
medicamento a sus protocolos tradicionales, y el desencadenante sera el éxito en sus

tratamientos.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC- 29212 frente a la combinacion

de medicamentos antimicrobianos con Hidroxido de Calcio, 2018
4.2 Objetivos especificos

* Determinar la susceptibilidad de Enterococcus faecalis ATCC- 29212 al aplicar
Hidréxido de Calcio con propilenglicol.

* Determinar la susceptibilidad de Enterococcus faecalis ATCC- 29212 al aplicar
Hidréxido de Calcio con paramonoclorofenol.

* Determinar la susceptibilidad de Enterococcus faecalis ATCC- 29212 al aplicar
Hidréxido de Calcio mas Ampicilina, Gentamicina y propilenglicol.

* Determinar la susceptibilidad de Enterococcus faecalis ATCC- 29212al aplicar

Hidréxido de Calcio con suero fisiologico.



5. MARCO TEORICO

5.1 Enterococcus faecalis

El Enterococcus faecalis es una bacteria caracterizada por ser esférica como también ovoide,
su tamafio oscila entre 0,6-2,0 o 0,6-2,5 pm, son cocos Gram positivos, que pueden
presentarse en forma de pares o en cadenas cortas, anaerobios facultativos permitiéndole
sobrevivir en espacios donde exista o no aire, siendo este no toxico para la bacteria, ademas
de provocar un pH de 4,2 a 4,6. Su crecimiento lo realizan a partir de temperaturas desde
10° C a 45°C, siendo més 6ptimo cuando hay una temperatura de 37°C. Afios atras a este
microorganismo se lo conocia como Streptococcus faecalis, pero a medida que ha
transcurrido el tiempo se lo ha separado de esta familia perteneciendo a los Enterococcus
por sus caracteristicas taxondomicas como también por sus acidos nucleicos. Existen mas de

17 especies, pero las que estan presentes en los humanos son: E. faecalis y E. faecium.
@2.12,13,15)

5.1.1 Localizacion

Esta bacteria suele encontrarse presente principalmente en el intestino pero al ser un 6rgano
que posee motilidad este microrganismo puede avanzar a otras areas como al tracto vaginal
y también a la cavidad bucal encontrandose principalmente en la saliva, aunque se ha podido
determinar que también se localizan en otras zonas de la boca como las tonsilas, surco
gingival, bolsas periodontales, lengua, y en el mas importante en los conductos radiculares
ubicandose en areas como itsmos, ramificaciones, deltas, irregularidades de los canales y
tubulos dentinarios donde es més dificil el acceso a ellos; creciendo incluso en un pH de 9,6.
Cuando se presenta en porcentajes normales no suponen un problema, pero cuando esta
bacteria se propaga a otros 6rganos ingresando por heridas, sangre y orina puede causar
infecciones o enfermedades potencialmente peligrosas especialmente si la persona se
encuentra con un sistema inmune bajo. A este microorganismo se le puede encontrar tanto
en dientes temporales como definitivos siendo los temporales fiel reflejo de como seran los

definitivos (2,7,12,13,15,16)

5.1.2 Patologias que ocasiona el Enterococcus faecalis

Principalmente produce enfermedades de origen infeccioso, a nivel general produce
infeccion urinaria, endocarditis, bacteriemias en las que las bacterias se encuentran en

sangre, infecciones intraabdominales, pélvicas. Particularmente en el ambito odontologico
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pertenece a la flora normal de la saliva pero al encontrarse en un mayor porcentaje es
causante de infecciones orales siendo la causa principal de fracaso en el tratamiento del
conducto por los componentes que tienen en sus estructuras como el colageno y la
fibronectina que ayudan a la adhesion a los tejidos como a la dentina del diente, como
también produciendo enfermedades a nivel periapical por el potencial de causar apoptosis y

piroptosis a las células. 312131718

5.1.3 Transmision

Esta bacteria en la mayoria de los casos suele transmitirse por deficiente higiene, ya que al
estar presente en la materia fecal y no haber medidas de higiene convencionales por parte de
las personas que se encuentran en contacto con deposiciones aumenta el riesgo de su
propagacion. Los objetos que pueden permitir su contagio son cepillos dentales cerca de los
retretes, jabon corporal, toallas, teléfonos, manijas de puertas, equipos de uso odontolégico

y también al haber contacto con manos. (*

5.1.4 Mecanismo de resistencia de Enterococcus faecalis a los antibacterianos

Es el microorganismo mas resistente a los antibidticos siendo inmune para algunos
tratamientos, debido a que puede vivir y tolerar una gran variedad de temperaturas,
condiciones, pH. Su resistencia radica en la unidén por medio de una biopelicula de capa fina
que se adhieren firmemente a cualquier superficie, sumandole a esto que puede sobrevivir
largos plazos de tiempo sin nutricion inclusive utilizan la sangre para poder sobrevivir sin
comida, son resistentes a la penicilina gracias a una proteina que contienen que inhibe su
actividad. El acido folico es esencial para que esta bacteria pueda crecer por tal razon los
medicamentos que inhiben la produccién de acido félico ayuda a destruir estas infecciones.
El Enterococcus faecalis inclusive es resistente al Hidroxido de Calcio posee una mayor
resistencia al pH alto activando una respuesta denominada estrés la que le permite soportar
cualquier amenaza logra sobrevivir y recuperarse, la dentina posee un efecto buffer donde la
alcalinidad del Hidroxido de Calcio que es de 12,4 puede bajar a un 8,5 por el taponamiento
de la dentina siendo inalcanzable a los tibulos dentinarios donde suele alojarse E. faecalis,
mientras el pH sea mas alto siempre tendra mayor efectividad en la disminucion de este
microorganismo. Las cepas que son muy resistentes suponen una amenaza ya que resistiran

a los antimicrobianos que se encuentra disponibles. (131519



5.1.5 Presencia de Enterococcus faecalis en endodoncias fallidas

La razon primordial para que se produzca el fracaso de un tratamiento de conducto es que
los microrganismos no hayan sido erradicados en su totalidad en casos de enfermedades
pulpares severas como es la necrosis pulpar que al ser un estado de putrefaccion del nervio
hay una gran cantidad de microorganismos y al afadir a esto que no exista antibacterianos
de amplio potencial de eliminacion o deficiente limpieza, los microorganismos causan que
el tratamiento no sea valido y fracase. El Enterococcus faecalis al ser una bacteria patégena
produce desechos lo cual es un factor etioldgico de las enfermedades pulpares especialmente
de la necrosis pulpar, en los casos de retratamiento las causas pueden ser la incompleta
eliminacion del tejido que se encuentra contenido en un sistema complejo de conductos
quedando presentes microorganismos en algunos casos en la porcioén apical de la raiz.
Cuando en la obturacion se cometen fallas es una oportunidad de este microorganismo para
colonizar estas zonas y sobrevivir a los materiales, ademas que estos errores colaboran a
suministrar un alimento para este crecimiento de la bacteria Este microorganismo no solo
esta presente en los fallos endoddnticos seglin estudios han demostrado que en el 70% de los
casos se han encontrado en raices que han sido obturadas periodontitis apical. Enterococcus
faecalis se ha encontrado presente en tratamientos endodonticos fallidos en un 60% pero
también se encuentra en un 25% en piezas dentales que no han sido sometidas al tratamiento,
puede ser que después de finalizar el tratamiento la pieza dental tiene una interfaz que surge
entre el elemento sellador con la estructura dentaria sufre una degradacion permitiendo la
proliferacion de microorganismos entre ellos E. faecalis. Segin estudios afirman que tiene
la capacidad degradativa similar a la esterasa que le permite degradar a los componentes de

la resina ocasionando la contaminacion de la pieza dental. 319

5.1.6 Tipos de cepas de Enterococcus faecalis por su ATCC

El término ATCC significa coleccion de cultura americana hace referencia a la bacteria que
se encuentra viva para procedimientos con fines de estudio in vitro es decir en laboratorio,
donde se necesita los medios adecuados para que la bacteria pueda seguir creciendo y
reproduciéndose. El medio que se le debe otorgar a este tipo de bacteria es aerobio a una
temperatura de 37°C. La ATCC ha enumerado alrededor de 69 cepas de Enterococcus
faecalis numerandolas de acuerdo a sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas, siendo las
mas reconocidas dos la ATCC 29212 que es aislada del tracto urinario y la ATCC 4083
aislada del conducto radicular. La cepa aislada del tracto urinario ha demostrado ser la mas

resistente a los antibacterianos por la razéon que esta constantemente ha estado rodeada de
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pH sumamente altos o bajos por lo que las propiedades de algunos antibacterianos tienen las
mismas caracteristicas por lo que su eliminacion es mas compleja en comparacion con la

cepa aislada del conducto radicular. 2D

5.2 Susceptibilidad bacteriana

La susceptibilidad es el cambio o modificacion del microorganismo donde al estar expuestos
ante algln tipo de antimicrobiano se ve afectado causandole posiblemente el debilitamiento,
inhibicion o posiblemente la muerte. De alglin modo este término se relaciona ampliamente
con la resistencia bacteriana ya que la mayoria de microorganismo al ser entes perspicaces
logran conocer al organismo obteniendo la capacidad de reaccionar contra las barreras de
proteccion causando el aumento de la infeccion y propagacion a otras areas como a personas
siendo un motivo de preocupacion. Es transcendental considerar que al tomar ciertos
antimicrobianos o medicamentos con el paso del tiempo surgen variaciones genéticas tanto
para el huésped como para el microorganismo haciendo que este vaya adaptandose a vivir
en esta condicidbn que posteriormente no cause ninguna susceptibilidad en el mismo

volviéndose cada vez mas resistente y dejando vulnerable al hospedero. !V

5.3 Medicamentos antimicrobianos

5.3.1 Medicamento intraconducto en Endodoncia

El medicamento intraconducto es aquel que se lo coloca en el interior del sistema de
conductos principalmente en casos de necrosis pulpar como también de retratamientos para
asegurar la eliminacion o desinfeccion de microorganismos entre las distintas sesiones por
la razén que entre cita y cita puede haber contaminacion ademds que las soluciones
irrigadoras segun un estudio describe que se eliminan el 90% de microorganismo y ese 10%
debe ser eliminado con la aplicacion de medicamento. Para la colocacion del medicamento
se debe tener en cuenta primeramente la cantidad que se va a colocar ya que en una pieza
dental anterior que tiene conductos amplios no se va a poner la misma cantidad que en los
molares que tienen conductos estrechos, la localizacion es también importante de acuerdo al
medicamento que se utilice ya que algunos suelen ser muy fuertes para el tejido periapical y
se deberan colocar lo mas alejado de este y por tltimo el tiempo de aplicacion juega un papel
fundamental debido que hay que conocer el tiempo que actia el medicamento para obtener
el efecto deseado, tomando en cuenta también las modificaciones del medicamento al estar

en contacto con sangre, pus, etc. *?
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El motivo por el cual es importante la medicacidon intraconducto es por cuatro causas, la
primera para eliminar todo el tipo de bacterias que quedo después de haber preparado ya el
conducto radicular, segundo para disminuir la inflamacion que se produjo en los tejidos
periapicales como en el caso de un absceso o quiste, tercero para impedir que se dé la
filtracion de saliva o microorganismos causada por la obturacion temporal y cuarto para
disminuir el dolor ya que la medicacion va a causar una accion sobre los nervios tanto

pulpares como sensoriales. ??

5.3.1.1 Criterios para la seleccion del medicamento intraconducto

Para la seleccion del medicamento antibacteriano que se va a colocar en el conducto radicular
es necesario tomar en cuenta tres consideraciones, la primera es conocer la cantidad y la
concentracion que se necesita de medicamento para que logre inhibir a los microorganismos
y a la vez no cause lesiones a nivel de los tejidos periapicales, segundo es la manera de
colocacidon del medicamento ya que en casos como necrosis pulpar el Hidroxido de Calcio
actua por contacto por tal razon debe llenarse todo el conducto con este medicamento; y por
ultimo el tiempo en que se va aplicar el medicamento ya que cada uno tiene su tiempo de
vida util lo cual es importante conocer para que no pierda sus propiedades mientras se

encuentra en el conducto radicular. ¢

5.3.2 Hidroxido de Calcio

Es un polvo resultado de la mezcla entre el 6xido de calcio y agua. Es el material mas
utilizado y de eleccion debido a que su pH es de 12.4 lo que le atribuye la caracteristica de
ser bactericida, es utilizado en el campo de la odontologia como proteccion pulpar directa
como indirecta, para pulpotomia, y como medicamento intraconducto. Este medicamento se
lo puede preparar con distintos vehiculos como suero fisioldgico, paramonoclorofenol,
propilenglicol, dejandolo actuar por 7 dias. Es considerado como un medicamento de

eleccion, (20-23-25.27)

e Una de las propiedades mas importantes del Hidréxido de Calcio es eliminar a los
microorganismos que logran sobrevivir en los conductos radiculares después de que se
haya efectuado la limpieza, es considerado como un antibacteriano por la caracteristica que
posee un pH de 12,4 que actia en la actividad enzimdtica de la bacteria, ayudando a
inhibirla al hidrolizar la fraccidn lipidica propia de los lipopolisacaridos que constituyen a

la pared de la bacteria, ayudando a esterilizar en un 88%.
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Ayuda a disminuir inflamaciones en los tejidos circundantes.

Contribuye a controlar el edema eliminando el exudado que suele producirse al estar
presentes las enfermedades pulpares como periapicales.

Aporta con una correcta cicatrizacion y regeneracion a nivel apical cuando se han
producido diferentes lesiones.

Sella correctamente el conducto, impidiendo que se formen nichos o espacios que serian
futuros hogares de microorganismos patdogenos.

Controla y reduce la hemorragia.

Contribuye a la disolucion del tejido pulpar con el apoyo de la irrigacién con hipoclorito
de sodio.

Previene la reabsorcion radicular por causa inflamatoria.

Ayuda a controlar el dolor postoperatorio que puede surgir por sobre instrumentacion, por

incompleto desbridamiento de los conductos entre otros. 232839

5.3.2.1 Indicaciones

Se recomienda en conductos radiculares que posean una anatomia complicada en la que
existan zonas de dificil acceso tanto a la instrumentacién como irrigacion.

En patologias de los tejidos periapicales tales como periodontitis en una 90% contribuye a
su curacion.

En reabsorciones del dpice para que contribuya a su regeneracion.

En casos donde la endodoncia se prolongue a varias sesiones.

En caso de piezas dentales con necrosis pulpar donde no se tiene la certeza de la
eliminacion completa de los microorganismos.

En piezas donde el sangrado no ceda al momento de extirpar la pulpa.

En piezas dentales jovenes en las que no se ha completado la etapa de apicoformacion.

5.3.2.2 Mecanismo de accion

El Hidroxido de Calcio libera iones hidroxilos que actiian en la membrana citoplasmatica de
la bacteria actuando en su actividad enzimatica, provocando dafos en sus componentes
organicos, en el transporte de los nutrientes, destruye los acidos grasos insaturados de la
membrana plasmatica produciendo una reaccion de saponificacion. Al tener un pH alcalino
facilita la inactivacion reversible como irreversible dependiendo del tiempo que se encuentre

expuesto el microorganismo. Este antibacteriano solo ejerce su accion bactericida cuando se
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encuentra en contacto directo con las bacterias, y lo hace bloqueando el espacio de los
conductos dentinarios disminuyendo los nutrientes de los microorganismos que se
encuentran albergados en la dentina, al mismo tiempo absorbe el didxido de carbono que se

encuentra en el espacio. #32?

5.3.3.3 Resistencia de Enterococcus faecalis al Hidroxido de Calcio

Cuando esta bacteria se encuentra en su fase de latencia se vuelve mucho maés resistente al
Hidréxido de Calcio, se sospecha que cuando la bacteria experimenta algin tipo de amenaza
se activa una respuesta de estrés donde le permite a la bacteria protegerse, tolerar, subsistir
y recuperarse, sobreviviendo episodios de falta de nutrientes, proteccion contra medios
adversos, sintetiza proteinas para protegerse de soluciones antimicrobianas. Segin estudios
han demostrado que esta bacteria no sobrevive a un pH mayor de 11, 5 pero al encontrarse
estos profundamente en la dentina no logran ser inhibidos por el hidroxido ademas que este
valor suele bajar a un pH de 8,5 a 9 por el taponamiento que se produce en la dentina. La
exposicion continua al Hidroxido de Calcio hace que esta bacteria adquiera resistencia

incluso a niveles que podrian ser mortales. ®

5.3.3.4 Combinacion de Hidréxido de Calcio con diferentes vehiculos para eliminacion
de Enterococcus faecalis

Por las excelentes propiedades que tiene el Hidroxido de Calcio se busca un vehiculo que
ayude a potenciar sus propiedades, segun un estudio que compard tres vehiculos la solucion
fisioldgica inhibid al microorganismo al primer dia manteniéndose asi durante 7 y 14 dias,
gluconato de clorhexidina actu6 en 1 hora y se mantuvo a los 7 y 14 dias y propilenglicol

actud a la 1 hora y se volvié a infectar al 1 dia 7 y 14 dias. %

5.4 Vehiculos hidroalcohdlicos

5.4.1 Propilenglicol

Es un liquido que no tiene color ni sabor, suele ser viscoso, con un sabor dulce, siendo un
excelente desinfectante ya que contiene propiedades que lo hacen ser bactericida, fungicida,
germicida, su funcion es servir de vehiculo ya que tiene el potencial que ayudara a prevenir
y curar a infecciones microbianas, tiene la caracteristica que no cambia las propiedades del
material que disuelve solo logra cambiar su textura. Al mezclar este antimicrobiano con otro

componente como es el ozono logra potenciar sus caracteristicas y mdas si se aplica
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ultrasonido por 30 segundos ya que permite la eliminacién en un mayor porcentaje del

Enterococcus faecalis. @433

5.4.1.1 Uso con Hidroéxido de Calcio

Segln estudios han determinado que no es toxico para las células de los tejidos periapicales
inclusive sus propiedades son efectivas para tratamientos de endodoncia ya que ayuda a la
liberacion prolongada del medicamento y tiene la habilidad de llegar a zonas profundas de
los tubulos dentinales, sus propiedades se potencian con la accion antimicrobiana que posee
el Hidréxido de Calcio, al combinarlo con propilenglicol que es un vehiculo acuoso se ha
descubierto que logra liberar mayor cantidad de iones de calcio a los 7 dias en comparacion

con otros vehiculos. #3-*%

5.4.2 Paramonoclorofenol

El paramonoclorofenol es un liquido muy utilizado en el campo de la odontologia
especialmente en la especialidad de endodoncia como medicamento intraconducto, a este
liquido se logra obtener mediante la trituracion de cristales de paraclorofenol y alcanfor
dando un aceite de un color marrén y un olor caracteristico, la unién del fenol con el cloro
le otorgan la accidn bactericida. Esta sustancia se identifica por ser citotoxica y la presencia
de alcanfor aumenta esa toxicidad, pero por no estar en contacto directo con los tejidos

periapicales no es muy frecuente estos efectos. ¢*3%

5.4.2.1 Mecanismo de accion

Este liquido aceitoso al ser bactericida actiia eliminando la pared celular de la bacteria,
inhibiendo sus enzimas esenciales y reduciendo la produccion de prostaglandinas,
contribuyendo también a la disminucion de adherencia de los macrofagos para que se facilite

la fagocitosis. ¢4

5.4.2.2 Uso con Hidroxido de Calcio

Se ha demostrado que el Hidroxido de Calcio es mas efectivo al impedir la recontaminacion
del conducto ya que la saliva logra diluirlo haciendo que pierda su potencial siendo util solo
3 dias perdiendo el 90% de su efecto en las primeras 24 horas, logra eliminar el 95% de
bacterias presentes en el conducto, tiene una buena difusion por los tubulos dentinarios, pero
la desventaja para inhibir a las bacterias es que debe existir proximidad intima a ellas. Al
combinar Hidroxido de Calcio con paramonoclorofenol va a incrementar los efectos contra

las bacterias logrando su muerte en 1 hora en bacterias aerobias con excepcion del
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Enterococcus faecalis que se necesita el paso de 1 dia por ser también anaerobia. Al mezclar
estos dos medicamentos va haber una inhibicion del Enterococcus faecalis a los 14 dias

eliminando en un 100%. ¢3-%)

5.4.2.3 Efectividad en endodoncia

Segun estudios este liquido ha demostrado ser igual de efectivo al compararlo con otros
antibacterianos como el propoleo que al ser natural tiene el mismo efecto que el
paramonoclorofenol. Al usar el paramonoclorofenol alcanforado va ejercer su accion
bactericida los tres primeros dias que se encuentra en contacto con los microorganismos

principalmente con Enterococcus faecalis. ¥

5.4.3 Suero fisiolégico

Es conocido también como solucion salina que se encuentra al 0,9 %, es ampliamente
utilizada en el campo clinico por ser levemente hipertonica. Esta solucién en su contenido
posee relacion 1/1 entre el Na+ (sodio) y CI- (cloro), pero se conserva a favor del primero,
incluye 900 miligramos de CINa por cada 100 mililitros de agua siendo la misma
concentracion de sal que posee las células normales del cuerpo humano. Tiene como
osmolaridad 308 mOsm/L y su pH es ligeramente acido. Esta solucion permanece de 2 a 3
horas en el liquido extravascular, permitiendo reponer volimenes de liquidos perdidos sin
interferir en los factores de coagulacion, proteinas como de plaquetas, suponiendo un riesgo

de retencién hidrica intensa provocando edema si existiera un déficit proteico marcado. 4

5.4.3.1 Mecanismo de accion

El suero fisioldgico ha demostrado no causar dafos tanto en los tejidos como en las células
por la semejanza de sus componentes, contribuye con la lubricacion del conducto como el
desbridamiento del mismo, ejerce su accion con destruccién quimica baja de la materia
producida por los microorganismos y disuelve mecdnicamente tejidos que son inaccesibles
siendo esta su principal ventaja. Su accidn es principalmente mecanica que quimica otorgado

por un mayor volumen utilizado. “V
5.4.3.2 Uso en endodoncia

Lo recomiendan como irrigador por sus propiedades mecanicas ya que se ha demostrado que
expele los detritos de los conductos con similar eficacia que el hipoclorito de sodio, con la
ventaja que minimiza la irritacion y la inflamacion de los tejidos por su contenido débil, lo

que no sucede con el hipoclorito de sodio. Es usado en tratamiento de conducto por sus
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caracteristicas de brindar lubricacion al conducto, limpieza por su arrastre mecanico, ademas

que controla hemorragias por su biocompatibilidad. 4V
5.4.3.3 Uso con Hidroxido de Calcio

El Hidroxido de Calcio al ser una sustancia antimicrobiana su uso como medicamento
intraconducto es indispensable por tal motivo el suero fisioldgico ha servido a este como
vehiculo por mayor velocidad de difusion como de disociacion de los iones hidroxilos lo que
permitird la eliminacién de microorganismos. Segun estudios realizados han demostrado ser
el segundo vehiculo que mejor ha funcionado después del propilenglicol liberando 270 ppm

en un lapso de 30 dias contribuyendo a mejoras lesiones periapicales. +?
5.5.Antibioticos efectivos contra Enterococcus faecalis

5.5.1 Ampicilina

La ampicilina es un antibiotico betalactdmico que se usa frecuentemente en medicina, los
betalactamicos son la familia méds numerosa de antibacterianos, su accion suele ser lenta y
depende del tiempo, logra una escasa toxicidad y una excelente distribucion a nivel organico

general. G®

5.5.1.1 Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la ampicilina es causar la inhibicion cuando se encuentra la
bacteria en su ultima etapa de la sintesis de la pared bacteriana, eliminando por completo su
pared volviéndose bactericida eliminando tanto bacterias Gram positivas como Gram

negativas independientemente si son aerobias o anaerobias. ¢¢

5.5.1.2 Accion de la ampicilina en Enterococcus faecalis

La ampicilina vuelve susceptible a esta bacteria a una concentracion minima de 1y 16 mg/1
siendo efectivo in vivo, la ampicilina logra crear sinergismo al ser mezclada con algunas
cefalosporinas tanto in vivo como in vitro. Para otorgar un tratamiento a las infecciones por
Enterococcus faecalis se deben tomar en cuenta distintos pardmetros como la gravedad de
la enfermedad, la propagacion, entre otros, por lo tanto, los medicamentos varian, pero por
lo general los que mayor susceptibilidad causan a esta bacteria es la ampicilina, la penicilina

y la vancomicina siendo la ampicilina el medicamento preferido. (10:13:2537
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5.5.2 Gentamicina

Es un antibidtico perteneciente a la familia de los aminoglucosidos que tiene como funcion
tratar infecciones urinarias altas complicadas, endocarditis, sepsis entre otros. Los amino
glucosidos, aunque se utilizan de manera individual se ha comprobado su sinergia al ser
combinados con betalactamicos principalmente en infecciones enterococicas de dificil
tratamiento como la endocarditis, posee la ventaja de tener eficacia con una sola dosis

favoreciendo a disminuir riesgos de ototoxicidad y nefrotoxicidad. 434

5.5.2.1 Mecanismo de accion

Los amino glucésidos van actuar principalmente en la subunidad 30S inhibiendo la sintesis
de proteinas por modificacion enzimatica de la molécula, mutacién ribosémica o alteracion
de la difusion conduciendo a la muerte del microorganismo. Los aminoglucosidos actiian

frente a bacilos Gram negativos aerobios. 4

5.5.2.2 Accion de la gentamicina frente a Enterococcus faecalis

Los Enterococcus poseen la caracteristica de poseer una resistencia intrinseca a los
aminoglucésidos por un déficit durante el transporte por la membrana por tal razén al ser
combinados con un antimicrobiano que tenga la capacidad de actuar frente a la pared
bacteriana como betalactdmicos o glucopéptidos, provoca un sinergismo bactericida

frente a Enterococcus tanto faecalis como faecium.®
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6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de Investigacion

Por el método de investigacion (cuantitativa), segun el objetivo (aplicada), seglin el nivel de
profundizacién en el objeto de estudio (descriptiva), segiin la manipulacion de variables
(experimental), segtn el tipo de inferencia (hipotética-deductiva), segun el periodo temporal

(transversal).
6.2 Diseiio de Investigacion

La investigacion utilizo un método de investigacion cuantitativo y el disefio experimental

usado fue un disefio completo al azar que contd con el siguiente procedimiento:
Paso 1: Obtencion de la muestra

La muestra de Enterococcus faecalis ATCC- 29212 fue donada por la Universidad Nacional

de Chimborazo.

Fotografia Nro. 1: Cepa de Enterococcus faecalis ATCC-29212.

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Paso 2: Reactivacion y replicacion de la cepa Enterococcus faecalis ATCC- 29212.

La reactivacion y la replicacion de la cepa fue realizada en el Laboratorio de microbiologia
de la UNACH campus centro. Para el procedimiento se utiliz6 el agar cerebro corazon (BHI)
con el cual se realizo la reactivacion como la replicacion de la cepa inoculando e incubando

por 48 horas a 37°, confirmando su viabilidad por el crecimiento bacteriano en el agar.

Fotografia Nro. 2: Replicacion y activacion del E. faecalis ATCC-29212
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Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Fotografia Nro. 3: Crecimiento de la cepa

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Paso 3: Identificacion de Enterococcus faecalis ATCC- 29212.

La identificacion se llevo a cabo en el laboratorio Clinico Dra. Carmen Narvaez para

confirmar la muestra donada.
Paso 4: Procedimiento realizado en el laboratorio

El procedimiento se realizé en el laboratorio de microbiologia de Ingenieria de la UNACH
campus norte Ms. Edison Riera R. El medio de cultivo para sembrar al Enterococcus faecalis
fue el agar cerebro corazoén el cual fue preparado con un peso calculado previamente y
anadido con agua destilada al mismo momento que se calentaba para que quedara una mezcla

homogénea para preparar 15 cajas Petri. Se esterilizo a 128° por 20 minutos.

Se utiliz6 el método Kirby-Bauer o mejor conocido como método de difusion en agar, donde
se coloco en 15 cajas Petri un indculo de Enterococcus faecalis a una concentracion de

turbidez igual a la escala McFarland de 0,5.
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Fotografia Nro. 4: Cultivo puro de Enterococcus faecalis ATCC- 29212

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Con ayuda de hisopos estériles se introdujo en el tubo de ensayo que contenia a la bacteria,
rotando la cabeza del hisopo en la pared del tubo y con la técnica de hisopado se sembr6 en
toda la superficie del agar cerebro corazon, todo este procedimiento se lo llevo a cabo cerca

del mechero.

Fotografia Nro. 5: Inoculacion de la bacteria en el agar cerebro corazon

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Una vez sembrada la bacteria se procedio a preparar las mezclas, el tratamiento 1 consistio
en la mezcla de Hidroxido de Calcio + propilenglicol, las dosis que fueron colocadas eran
las equivalentes a una cuchara dosificadora, se colocd en la proporcion de (1.1/2: 1) de
Hidréxido de Calcio y de propilenglicol las cuales fueron colocadas con un gotero para
llenarla se necesitd 8 gotas. Para el tratamiento 2 se mezcld Hidréxido de Calcio +

paramonoclorofenol en las mismas dosis utilizadas para el tratamiento 1.
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Fotografia Nro. 6: Mezcla de Hidréxido de Calcio + propilenglicol

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Fotografia Nro. 7: Mezcla de Hidroxido de Calcio + paramonoclorofenol

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Para el tratamiento 3 se mezclaron Hidréxido de Calcio + ampicilina + propilenglicol +
gentamicina en una proporcion de (1: 1: 1: 1), la ampicilina fue de 500 mg triturada por un
pistilo y mortero, y la gentamicina al 0,3%.

Fotografia Nro. 8: Mezcla de Hidroxido de Calcio + ampicilina + gentamicina +
propilenglicol

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Para el tratamiento 4 se mezcldé Hidroxido de Calcio + suero fisioldgico en una dosis de

(1.1/2: 1) con la cuchara dosificadora.
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Fotografia Nro. 9: Mezcla de Hidroxido de Calcio + suero fisiologico

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

Una vez listas las mezclas con una pinza estéril se van colocando los discos de papel filtro
previamente separados para cada tratamiento y una vez embebidos en las preparaciones son
colocados en cada caja Petri previamente rotulada, colocandose dos discos del mismo
medicamento con el control negativo que es agua destilada realizando por triplicado de igual
manera para el control positivo se colocd un disco con una pasta comercial de Hidréxido de
Calcio. Luego de haber terminado se procede a sellar correctamente las cajas Petri colocando

parafina, se las coloca en la estufa a 37° para posteriormente observar y medir los halos.
Paso S: Lectura de los halos de inhibicion

Los halos de inhibicion son aquellos donde no existe crecimiento bacteriano alrededor de
los discos de papel filtro colocados en el cultivo en donde se encuentra la bacteria, al tercer
dia se procede a medir con la ayuda de una regla milimetrada cada tratamiento y son
registrados los valores en la bitacora los cuales seran comparados con la escala de
Duraffourd, al séptimo dia se acude otra vez para comparar si a mayor tiempo hay mayor

crecimiento del halo de inhibicidn.

6.3 Poblacion

Conjunto de Cepas de Enterococcus faecalis ATCC- 29212 donada por la Universidad

Nacional de Chimborazo.
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6.4 Criterio de Seleccion

e Cepa de Enterococcus faecalis ATCC- 29212
e Hidréxido de Calcio

e Propilenglicol

e Paramonoclorofenol

e Ampicilina de 500 mg

e QGentamicina 0.3%

6.5 Entorno

Laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional de Chimborazo en el campus

centro y norte.
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6.6 Recursos

Tabla Nro. 1: Bienes
Cantidad Descripcion P. Unit ($.) Total ($.)
1 Agar (BHI) cerebro 100 100
corazon
1 Discos de papel filtro 16 16
1 Hidréxido de Calcio 8 8
1 Propilenglicol 1 1
1 Paramonoclorofenol 6 6
60 Cajas Petri 0,30 18
4 Tubos de vidrio 0,30 1,20
5 Eppendorf 0,35 1,75
3 Resma de papel 6 18
1 Tinta para impresora 45 45
1 Cd regrabable con 2.50 2.50
caratula
1 Escaneo 30 30
1 Empastado de tesis 15 15
1 Otros materiales de 20 20
escritorio
TOTAL $/.282.45
Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez
Tabla Nro. 2: Servicios
Descripcion Total ($.) Total ($.)
Internet 30 30
Luz 20 40
Teléfono 20 40
Transporte 10 120
TOTAL 230

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez
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Tabla Nro. 3: Humanos

Integrantes Doménica Rodriguez

Dra. Silvia Reinoso

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

6.7 Técnicas e instrumentos

6.7.1 Técnicas
Las técnicas utilizadas fueron la observacion y medicion
6.7.2 Instrumentos

El instrumento que se utilizo es la bitacora donde se registro los resultados comparando con
los valores propuestos por Duraffourd que se encuentra validada por constructo. ®® (Ver

Anexo 1).
6.8 Analisis estadistico

Para la comprobacion de los objetivos de estudio se utilizd6 un ANOVA, técnica que permite
ejecutar comparaciones de medias entre los tratamientos (medicamentos combinados con
Hidréxido de Calcio) y elegir al tratamiento mas idoneo luego de la medicion de los halos
del microorganismo Enterococcus faecalis luego del procedimiento mostrado en el disefio

de la investigacion.

6.9 Operacionalizacion de las variables
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6.9.1 Variable independiente:

Tabla Nro. 4: Medicamentos antimicrobianos con Hidroxido de Calcio

son capaces de controlar la actividad
enzimatica de las bacterias actuando
en su crecimiento y desarrollo
dependiendo del tiempo que se
encuentre en contacto con el
medicamento, aunque sus
propiedades son excelentes al trabajar
solo, existen vehiculos hidrosolubles
que pueden potenciar su accion al

asociarlos con Hidroxido de Calcio.

-Nula (menor o igual a 8 mm)
-Sensible (de 9 a 14 mm)

-Muy sensible (de 15 a 19 mm)
-Sumamente sensible (igual o

superior a 20 mm)

CARACTERIZACION DIMENSION INDICADOR TECNICA INSTRUMENTO
El efecto antibacteriano que poseen | Efecto Difusion en agar (medida de Observacion y Bitacora y Escala de
los medicamentos de uso endodontico | antibacteriano discos en mm). Medicion Duraffourd

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez
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6.9.2 Variable dependiente:

Tabla Nro. 5: Susceptibilidad de Enterococcus faecalis

CARACTERIZACION

DIMENSION

INDICADOR

TECNICA

INSTRUMENTO

El Enterococcus faecalis es una bacteria
en forma de cocos, gram positiva,
causante del fracaso endoddntico
atribuido a una caracteristica propia de
su especie que es la baja susceptibilidad
que le permite sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser toxicos
para una bacteria normal, siendo inmune
para una serie de medicamentos
utilizados tanto en el campo

odontolégico como médico.

Identificacion del

género de Enterococcus

Identificacion de la

especie Enterococcus

faecalis

Pruebas bioquimicas como:

e (atalasa (-)
e Oxidasa (-)

e Bilis esculina (+)

e  Sorbitol (+)

e Arabinosa (-)

e BHINaCl 6,5% (+)
e Motilidad (-)

Observacion e

identificacion

Bitacora

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

27



7. RESULTADOS

La siguiente tabla muestra la clasificacion segun el tipo de sensibilidad hallada para cada

una de las combinaciones de medicamentos

Tabla Nro. 6: Sensibilidad de las combinaciones de los medicamentos

HIDROXID HIDRO
HIDROXI . XIDO
NUM DO DE HIDROXIDO CALCIO + DE
ERO DE CALCIO + AMPICILI CALCI
CALCIO + | SENSIBI SENSIBI NA + SENSIBIL SENSIBI
DE PARAMONOC o+
PROPILE LIDAD LIDAD | GENTAMI IDAD LIDAD
MUES LOROFENOL SUERO
NGLICOL CINA +
TRAS (mm) PROPILEN FISIOL
(mm) ,
GLICOL OGICO
(mm) (mm)
Sumame
nte
1 11 Sensible 11 Sensible 24 sensible 14 Sensible
Sumame Sumame
Muy nte nte
2 16 Sensible 14 Sensible 22 sensible 22 sensible
Sumame Sumame
nte nte
3 21 sensible 13 Sensible 24 sensible 13 Sensible
Sumame
Muy nte
4 9 Sensible 13 Sensible 16 sensible 26 sensible
Sumame Sumame
nte nte
5 12 Sensible 12 Sensible 24 sensible 25 sensible
Sumame Sumame
nte Muy nte
6 23 sensible 15 sensible 25 sensible 14 Sensible
MED
S
14 15,33 Muy 13 Sensible 22,50 ”’:t‘zme 19 Muy
DESY' Sensible ] Sensible
ESTA sensible
NDAR 5,7 1.4 33 6

Fuente: Bitacora
Autor: Doménica Rodriguez
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7.1 Estudio inicial de los Tratamientos

7.1.1 Planteamiento de Hipdtesis
0 idréxido de Calcio+propilenglicol = idroxido de Calcio+paramonoclorofeno
Ho: UHidroxido de cal lenglicol = HHidroxido de Cal lorofenol
= MUHidroxido de Calcio+ampicilina+ gentamicina+propilenglicol

= HUHidroxido de Calcio+suero fisiolégico

H;: Al men@s 1 de las medias es diferente

Nivel de significancia
a = 0,05
Estadistico de Prueba

Tabla Nro. 7: Analisis de varianza de los tratamientos con Hidroxido de Calcio
(mediciones iniciales)

ANOVA
Suma de Media .
g . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 300,167 3 100,056 5,463 ,007
Dentro de grupos 366,333 20 18,317
Total 666,500 23

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Region de Rechazo

Vallr p < a Rechazar de la hipétesis nula

Decision

En la tabla 1 dado un valor p de 0,007 menor a nivel de significancia (0,05) se rechaza la
hipoétesis nula y se concluye que al menos una de las medias de los tratamientos de Hidroxido
de Calcio + propilenglicol, Hidréxido de Calcio + paramonoclorofenol, Hidroxido de Calcio
+ ampicilina + gentamicina+ propilenglicol, Hidréxido de Calcio + suero fisioldgico fue

diferente para inhibir el Enterococcus faecalis.
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Tabla Nro. 8: Comparacion de medias de tratamientos con Hidréxido de Calcio (mediciones iniciales)

Comparaciones multiples segun Tukey

Diferencia de _Intervalo de confianza al 95%
(I) TRATAMIENTOS (J) TRATAMIENTOS Desv. Error = Sig. - , .
medias (I-]) Limite inferior Limite superior
HIDROXIDO DE CALCIO +
4,000 2,471 ,391 2,92 10,92
PARAMONOCLOROFENOL
) HIDROXIDO DE CALCIO +
HIDROXIDO DE CALCIO +
AMPICILINA+ GENTAMICINA -5,833 2,471 118 -12,75 1,08
PROPILENGLICOL
+ PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
) -1,833 2,471 ,879 -8,75 5,08
SUERO FISIOLOGICO
HIDROXIDO DE CALCIO+
-4,000 2,471 ,391 -10,92 2,92
PROPILENGLICOL
) HIDROXIDO DE CALCIO +
HIDROXIDO DE CALCIO + .
AMPICILINA+GENTAMICINA 9,833 2,471 ,004 -16,75 2,92
PARAMONOCLOROFENOL
+ PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
) -5,833 2,471 118 -12,75 1,08
SUERO FISIOLOGICO
HIDROXIDO DE CALCIO + HIDROXIDO DE CALCIO +
5,833 2,471 118 -1,08 12,75
AMPICILINA + PROPILENGLICOL
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GENTAMICINA + HIDROXIDO DE CALCIO +

9,833 2,471 ,004 2,92 16,75
PROPILENGLICOL PARAMONOCLOROFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
) 4,000 2,471 ,391 2,92 10,92
SUERO FISIOLOGICO
HIDROXIDO DE CALCIO +
1,833 2,471 ,879 -5,08 8,75
PROPILENGLICOL
) HIDROXIDO DE CALCIO +
HIDROXIDO DE CALCIO + 5,833 2,471 118 -1,08 12,75
) PARAMONOCLOROFENOL
SUERO FISIOLOGICO )
HIDROXIDO DE CALCIO +
AMPICILINA + GENTAMICINA -4,000 2,471 ,391 -10,92 2,92
+ PROPILENGLICOL

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Analisis: Las comparaciones multiples mostraron que el tratamiento Hidroxido de Calcio + ampicilina + gentamicina + propilenglicol presenta

una significancia de 0,004, siendo este el tratamiento con mayor efectividad al momento de inhibir el Enterococcus faecalis (Tabla 2)
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Tabla Nro. 9: Comparacion de medias entre tratamientos con Hidroxido de Calcio de la
revision inicial (subconjuntos homogéneos)

MEDICION_INICIAL

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTOS N 1 2
HIDROXIDO DE CALCIO + 6 11,33

PARAMONOCLOFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO+ 6 15.33 1533

PROPILELICOL
HIDROXIDO DE CALCIO + 6 1717 17.17
SUERO FISIOLOGICO

HIDROXIDO DE CALCIO+ p 2117
AMPICILINA+GENTAMICI

NA + PROPILENGLICOL

SIG. 118 118

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Analisis: La tabla anexa indicé que la comparacion de medias obtenidas en las mediciones
iniciales mostr6 que el tratamiento tres conformado por Hidroxido de Calcio + ampicilina +
gentamicina + propilenglicol consigue halos de inhibicién mas amplios, eliminando a la

bacteria presente en donde se deposita como en sus alrededores.

Grafico Nro. 1: Comparacion de medias de tratamientos con Hidroxido de Calcio
(medicidn inicial)
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez
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Andlisis: El grafico de medias mostr6 que el tratamiento compuesto por Hidroxido de Calcio
+ ampicilina + gentamicina + propilenglicol fue el mas efectivo cuando de inhibir al
Enterococcus faecalis se trata; mientras que el tratamiento compuesto por Hidroxido de

Calcio + paramonoclorofenol fue el menos efectivo.

7.2 Estudio Final de los Tratamientos

7.2.1 Planteamiento de Hipatesis
HO: HHidréxido de Calcio+ propilenglicol = HHidréxido de Calcio+ paramonoclorofenol
= HHidréxido de Calcio +ampicilina + gentamicina + propilenglicol

= HUHidroxido de Calcio + suero fisiologico

H;: Al men@s 1 de las medias es diferente

Nivel de significancia
a = 0,05
Estadistico de Prueba

Tabla Nro. 10: Analisis de varianza de los tratamientos con Hidroxido de Calcio vs
Control Positivo

ANOVA
Suma de Media
g F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 436,130 4 109,032 5,886 ,002
Dentro de grupos 407,500 22 18,523
Total 843,630 26

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Region de Rechazo

Vallr p < a Rechazar de la hipétesis nula

Decision

El valor de probabilidad del ANOVA (0,002) mostrd que es inferior al nivel de significancia

(5%), por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que al menos 1 de uno de los

tratamientos compuestos de Hidréxido de Calcio + propilenglicol, Hidréxido de Calcio +

33



paramonoclorofenol, Hidroxido de Calcio + ampicilina + gentamicina+ propilenglicol,

Hidroxido de Calcio + suero fisioldgico tras el paso del tiempo, fue diferente.

Tabla Nro. 11: Comparacion de medias de tratamientos con Hidréxido de Calcio de
revision final (subconjuntos homogéneos)

MEDICIONES
HSD Tukey*®
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS N 1 2 3
CONTROL POSITIVO 3 10,67
HIDROXIDO DE CALCIO + 6 13,00 13,00
PARAMONOCLOFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO+ 6 15,33 15,33 15,33
PROPILELICOL
HIDROXIDO DE CALCIO + 6 19,00 19,00
SUERO FISIOLOGICO
HIDROXIDO DE CALCIO + 6 22.50
AMPICILINA +
GENTAMICINA +
PROPILENGLICOL
Sig. 446 215 ,098

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Analisis: Tras la espera de cuatro dias, luego de las mediciones iniciales las comparaciones
de medias globales volvio a indicar que el tratamiento tres conformado por Hidroxido de
Calcio + ampicilina + gentamicina + propilenglicol elevo sus halos de inhibicion en
aproximadamente 2 mm lo que ubico al mismo como el tratamiento ganador para la

erradicacion del microorganismo.
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Tabla Nro. 12: Diagnostico de medias de los tratamientos con Hidroxido de Calcio vs el Control Positivo

Comparaciones multiples segun Tukey

Diferencia de . Intervalo de confianza al 95%
(I) TRATAMIENTOS (J) TRATAMIENTOS Desv. Error Sig. . , .
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
HIDROXIDO DE CALCIO +
2,333 2,485 ,879 -5,04 9,71
PARAMONOCLOROFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
AMPICILINA +
HIDROXIDO DE CALCIO+ RN TN 7,167 2,485 059 14,54 21
PROPILENGLICOL PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
) -3,667 2,485 ,588 -11,04 3,71
SUERO FISIOLOGICO
CONTROL POSITIVO 4,667 3,043 ,553 436 13,70
HIDROXIDO DE CALCIO +
-2,333 2,485 ,879 9,71 5,04
PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO + HIDROXIDO DE CALCIO +
PARAMONOCLOROFENOL AMPICILINA + .
-9,500 2,485 ,007 -16,87 2,13
GENTAMICINA +
PROPILENGLICOL
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HIDROXIDO DE CALCIO +
AMPICILINA +
GENTAMICINA +
PROPILENGLICOL

HIDROXIDO DE CALCIO +
SUERO FISIOLOGICO

HIDROXIDO DE CALCIO +
SUERO FISIOLOGICO

CONTROL POSITIVO

HIDROXIDO DE CALCIO +
PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
PARAMONOCLOROFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
SUERO FISIOLOGICO
CONTROL POSITIVO
HIDROXIDO DE CALCIO +
PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
PARAMONOCLOROFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
AMPICILINA +
GENTAMICINA +
PROPILENGLICOL
CONTROL POSITIVO

-6,000

2,333

7,167

9,500

3,500

*

11,833

3,667

6,000

-3,500

8,333

2,485

3,043

2,485

2,485

2,485

3,043

2,485

2,485

2,485

3,043

,149

937

,059

,007

,629

,006

,588

,149

,629

,080

-13,37

-6,70

-,21

2,13

-3,87

2,80

-3,71

-1,37

-10,87

1,37

11,36

14,54

16,87

10,87

20,86

11,04

13,37

3,87

17,36
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HIDROXIDO DE CALCIO +
PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
PARAMONOCLOROFENOL
HIDROXIDO DE CALCIO +

AMPICILINA +
GENTAMICINA +
PROPILENGLICOL
HIDROXIDO DE CALCIO +
SUERO FISIOLOGICO

-4,667 3,043 ,553 -13,70 4,36
-2,333 3,043 ,937 -11,36 6,70
CONTROL POSITIVO

-11,833" 3,043 ,006 -20,86 -2,80

-8,333 3,043 ,080 -17,36 ,70

Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Andlisis: La tabla de comparaciones globales de medias (Tabla 4) mostr6 que el tratamiento de Hidréxido de Calcio + ampicilina + gentamicina
+ propilenglicol present6d una significancia de 0,007 en comparaciéon al control positivo, siendo este el tratamiento con mayor efectividad al
momento de inhibir el Enterococcus faecalis y cuestionando los resultados del tratamiento hasta la actualidad usado por la mayoria de

profesionales del drea odontoldgica.
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Grifico Nro. 2: Diagnostico de medias de los tratamientos con Hidréxido de Calcio vs

Control Positivo
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Fuente: Datos procesados en SPSS
Autor: Doménica Rodriguez

Analisis: El grafico 2 de medias demostré que el tratamiento de Hidroxido de Calcio+
ampicilina + gentamicina + propilenglicol sigui6 siendo el mas efectivo para de inhibir al
Enterococcus faecalis; mientras que el control positivo utilizado en la investigacion presento

resultados inferiores al tratamiento ganador.
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8. DISCUSION

En la presente investigacion se compara entre Hidroxido de Calcio + propilenglicol,
Hidroéxido de Calcio + paramonoclorofenol, Hidroxido de Calcio +ampicilina + gentamicina
+ propilenglicol, y por ultimo Hidroxido de Calcio + suero fisiologico donde los resultados
arrojo que el Hidroxido de Calcio + ampicilina + gentamicina + propilenglicol es el
medicamento antimicrobiano ideal en la inhibicion del Enterococcus faecalis. Aunque
actualmente no existe estudios que traten acerca de la combinacion de antibidticos con
Hidréxido de Calcio, la combinacién de los antibidticos concuerda con estudios **) donde
afirma que por las distintas variaciones de resistencias intrinsecas o adquiridas que presenta
el microorganismo en cuestion, la ampicilina es considerada como una terapia estandar para
la eliminacién de este microorganismo, resaltando que su uso conjunto con un
aminoglucésido permite producir un efecto de sinergismo que propicia una mayor actividad

bactericida de los antibioticos.

Por otro lado, un estudio “® menciona que el 100% de las muestras de Enterococcus faecalis
que fue utilizadas resultaron ser sensibles a la ampicilina con su respectivas resistencias a
altas dosis, reafirmando que para lograr un efecto 6ptimo bactericida es recomendable contar
con un antibidtico que actué¢ en la pared como lo hacen los betalactdmicos mas un
aminoglucésido para conseguir sinergia y potenciar el efecto bactericida frente al
microorganismo indeseable, menciona también que el grupo de Enterococcus se muestra con
un grado bajo de resistencia intrinseca hacia los aminoglucoésidos por tal razén no impide en
nada su efecto sinérgico representado por la gentamicina que es el aminoglucosido mas
potente de su grupo donde si existiese resistencia a este produciria lo mismo con los otros
de su grupo, mientras que otra investigacion “*) indica que esta si la resistencia es adquirida
del microorganismo se convierte en resistencia de alto nivel frente a la gentamicina causando

la anulacion de sinergia producida de la unién de los antibioticos.

De acuerdo con un articulo cientifico *” donde se evalia la sensibilidad del Enterococcus
faecalis a diferentes antimicrobianos los que mayor sensibilidad son los del grupo de
antibidticos betalactamicos los cuales tienen como representantes a ampicilina y amoxicilina
mas acido clavuldnico con el 98% y 99% respectivamente, seguidamente los antibidticos del
grupo aminoglucosido son los segundos mejores donde la gentamicina causo mayor efecto
en comparacion con la estreptomicina con un porcentaje de 76% y 56% respectivamente

logrando un buen efecto de sensibilidad al Enterococcus faecalis actuando
39



independientemente tanto la ampicilina como la gentamicina lo que supone una buena
alianza al combinar dichos medicamentos para el deseado fin tal y como sucede en la
presente investigacion donde la mezcla de ambos medicamentos mas la suma de Hidroxido
de Calcio y propilenglicol logro dar como resultados halos de inhibicién que oscilaron entre
16 mm a 25 mm dando una media de 22,50 lo que significd que segun la escala de Duraffourd
produce en el Enterococcus faecalis un efecto sumamente sensible tanto al tercer dia como
al séptimo dia que normalmente es el tiempo estimado en dejar un medicamento

intraconducto, siendo propicio para la erradicacion del mismo.

El efecto del pH alcalino que tiene el Hidroxido de Calcio lo convierte en el medicamento
intraconducto ideal en los tratamientos de endodoncia, la adiccién de un buen vehiculo
potencia sus propiedades tal como menciona el estudio “? que realizé comparaciones del
mejor vehiculo para el Hidroxido de Calcio mediante espectrometria resultando como
ganador el propilenglicol que por sus cualidades logra una liberacion de 580 ppm de iones
de calcio al séptimo dia, seguido del polietilenglicol y posteriormente del suero fisiologico
lo que discrepa con la presente investigacion donde el segundo mejor es Hidréxido de Calcio
+ suero fisiologico por su capacidad inhibitoria forma halos de mayor dimension que en los
utilizados con Hidréxido de Calcio + propilenglicol, segiin el estudio “® menciona que la
mezcla de Hidroxido de Calcio y suero fisiologico forma halos de inhibicion que oscila entre
14 mm a 16 mm lo que significa que causa susceptibilidad sin embargo en la investigacion
da como resultado una media de 19 mm para la mezcla de Hidroxido de Calcio + suero
fisioloégico y una media de 15, 33 mm para Hidréxido de Calcio + propilenglicol lo que
indica que segun la escala de Duraffourd los dos causan el mismo efecto de “muy sensible”

siendo estos componentes otra alternativa de medicamentos intraconductos.

Por razén de que ampicilina + gentamicina combinados producen sinergia contra el
microorganismo en cuestion, e Hidroxido de Calcio + propilenglicol causan un efecto de
“muy sensible” frente a Enterococcus faecalis 1a mezcla de estos cuatro componentes hacen
que en funcién de grupo tengan una accion superior a todos los medicamentos tratados
anteriormente suponiendo una excelente alternativa al momento de usarse como

medicamento intraconducto.
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9. CONCLUSIONES

e Con el 95% de confianza en el contraste de comparacion de medias ANOVA se
concluye que el tratamiento mas efectivo para inhibir al Enterococcus faecalis
ATCC-29212 es el de Hidroxido de Calcio mas ampicilina, gentamicina y
propilenglicol.

e En promedio la sensibilidad obtenida con del tratamiento 1 (Hidroxido de Calcio +
propilenglicol) fue de 15,33 mm =+ 5,7 comparada con la escala de Duraffourd siendo
“Muy Sensible”, ademés el andlisis estadistico demuestra que ocupa el tercer lugar
en cuanto a inhibicion bacteriana en relacion a los otros medicamentos de estudio .

e Al aplicar el tratamiento 2 (Hidréxido de Calcio + paramonoclorofenol) se cuenta
con un promedio de 13 mm =+ 1,4 lo que es atribuible a la categoria de “Sensible”
aunque produce inhibicioén del microorganismo lo hace en un rango mas bajo que los
otros tratamientos aplicados, posicionandose como el cuarto medicamento basado en
lo estadistico.

e Tras la combinacion de antibidticos de amplio espectro como ampicilinade 500 mg
y gentamicina al 0,3% causa sinergia mas la adiccion de Hidréxido de Calcio con
propilenglicol los resultados son notables, su promedio es de 22,50 mm %+ 3,3
designandole una categoria de “Sumamente Sensible” segun la escala de Duraffourd,
ubicandose en el primer lugar de causar susceptibilidad a la cepa de E. faecalis
ATCC-29212.

e El tratamiento 4 (Hidréxido de Calcio + suero fisiologico) presenta una media de 19
mm + 6 causando un efecto de “Muy Sensible” en la bacteria siendo el segundo

medicamento que mayor inhibicién produce.
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10.RECOMENDACIONES

El medicamento intraconducto que se recomienda en primer lugar es la mexcla de
Hidréxido de Calcio + ampicilina + gentamicina + propilenglicol se consigue buenos
resultados contra la eliminacion del Enterococcus faecalis como segunda opcion se
recomienda Hidroxido de Calcio + suero fisioldgico, como también de Hidroxido de
Calcio + propilenglicol ya que solo varian por unos milimetros y en ultimo lugar
Hidréxido de Calcio + paramonoclorofenol que aunque causa susceptibilidad es el
menos eficaz.

Se sugiere utilizar este medicamento por 7 dias ya que incrementa el potencial de
accion de sus componentes lo que permite erradicar a la bacteria durante este lapso
de tiempo.

Es necesario realizar mas estudios de este tipo para determinar si tiene la misma
efectividad in vitro que in vivo, ademads si no causa ningun efecto adverso en las
personas como alergia, mantiene su pH el Hidréxido de Calcio o si produce algin

compuesto indeseable por los antibioticos que se estdn usando.
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12.ANEXOS

ANEXO A Escala de Sensibilidad segun Duraffourd

Tabla Nro. 13: Sensibilidad segun Duraffourd

ESCALA DE DURAFFOURD ANTE SENSIBILIDAD DE UN MEDICAMENTO

Nula ) Inferior o igual a 8§ mm
Sensible (+) De 9 a 14 mm
Muy Sensible (++) De 15219 mm
Sumamente sensible (+++) Igual o superior a 20 mm

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez

ANEXO B Sensibilidad de los tratamientos al tercer dia de revision

Tabla Nro. 14: Sensibilidad de los tratamientos al tercer dia de revision

HIDROXID
O DE .
HIDROXI
CALCIO +
, . . DO DE
NUMER | HIDROXIDO HIDROXIDO DE AMPICILIN CALCIO
ODE DE CALCIO + | SENSIBILID CALCIO + SENSIBILI A+ SENSIBILID SUERO SENSIBILID
+
MUEST | PROPILENG AD PARAMONOCLOR DAD GENTAMIC AD FISIOLO AD
RAS | LICOL (MM) OFENOL (MM) INA +
GICO
PROPILENG
(MM)
LICOL
(MM)
Sumamente
1 11 Sensible 9 Sensible 23 sensible 13 Sensible
Sumamente Sumamente
2 15 Muy Sensible 10 Sensible 20 sensible 22 sensible
Sumamente Sumamente
3 20 sensible 12 Sensible 22 sensible 12 Sensible
Sumamente
4 9 Sensible 12 Sensible 16 Muy sensible 24 sensible
Sumamente Sumamente
5 12 Sensible 11 Sensible 22 sensible 20 sensible
Sumamente Sumamente
6 20 sensible 14 Sensible 24 sensible 12 Sensible
Sumamente
MEDIA 14,50 Muy Sensible 11,33 Sensible 21,17 sensible 17,17 Muy Sensible

Fuente: Doménica Rodriguez
Autor: Doménica Rodriguez
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ANEXO C Agar cerebro corazén en cajas Petri

Fotografia Nro. 10: Agar cerebro corazén en cajas Petri

ANEXO D Mezclas de medicamentos en camara de flujo

Fotografia Nro. 11: Mezclas de medicamentos en camara de flujo
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ANEXO E Mezclas del tratamiento 1, 2, 3, 4

Fotografia Nro. 12: Mezclas del tratamiento 1, 2, 3, 4.

ANEXO F Medicion del tratamiento 3

Fotografia Nro. 13: Medicion del tratamiento 3 (Hidroxido de Calcio + ampicilina +
gentamicina + propilenglicol)
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ANEXO G Exposicion del tratamiento 1

Fotografia Nro. 14: Tratamiento 1 (Hidroxido de Calcio + propilenglicol)

ANEXO H Exposicion del tratamiento 2

Fotografia Nro. 15: Tratamiento 2 (Hidroxido de Calcio + paramonoclorofenol)
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ANEXO I Exposicion del tratamiento 3

Fotografia Nro. 16: Tratamiento 3 (Hidréxido de Calcio + ampicilina + gentamincina +
propilenglicol)

ANEXO J Exposicion del tratamiento 4

Fotografia Nro. 17: Tratamiento 4 (Hidroxido de Calcio + suero fisioldgico)
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ANEXO I Exposicion del Control Positivo

Fotografia Nro. 18: Control Positivo
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