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Determinacion del grado de contaminacion de
conos de gutapercha, obtenidos de cajas selladas
y cajas expuestas al ambiente clinico

Karen Gabriela Sierra Vaca,” Alex Vinicio Sdnchez Ramirez'’

'"Unidad de Posgrados de Odontologia de la Universidad Hemisferios (UDICIS-UHE), Quito, Ecuador.

RESUMEN

Introduccion: E| objetivo de este estudio fue
determinar el grado de contaminacién microbiana
presente en conos de gutapercha provenientes de
cajas selladas de fabrica y de cajas abiertas expuestas
al ambiente clinico. Metodologia: Se analizaron
conos de gutapercha (CG) ISO 25.06 de cuatro marcas
comerciales: “A" (Endogal, Korea), “B” (Fanta, China),
“C" (Coltene, Alemania) y “D” (VDW, Alemania). Se
emplearon dos cajas por marca, obteniendo un total de
ocho cajas. Se establecieron dos grupos: “1" con cuatro
cajas selladas (CS) y "2” con cuatro cajas abiertas y
expuestas al ambiente clinico (CAE). De cada caja se
seleccionaron10CG: seisparaelsubgrupoexperimental
y cuatro como controles. Los CG fueron introducidos
en microtubos con tioglicolato e incubados en
condiciones aerobias a 37°C durante 24 horas. Cada
procedimiento se realizo por triplicado para asegurar
la reproducibilidad. Posteriormente, se tomaron 100uL
de cada tubo y se sembraron en agar Mueller-Hinton
(MH) y agar Sabouraud (ASD), incubandose bajo las
mismas condiciones. Las muestras con crecimiento
fueron sometidas a tincion de Gram y al recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC). Resultados:
Se encontré6 una diferencia significativa en la
presencia de contaminacién entre los grupos (p<0.05).
Las cajas selladas mostraron un porcentaje menor de
contaminacion (5.56%) en comparacion con las cajas
abiertas expuestas al ambiente clinico (37.50%). Sin
embargo, ambos grupos evidenciaron contaminacion
microbiana, lo que indica que los conos de gutapercha
no son completamente asépticos. Conclusion: Se
recomienda aplicar un protocolo de desinfeccién
previo al uso clinico para garantizar la asepsia y
minimizar el riesgo de contaminacion cruzada durante
los tratamientos endodonticos.

Palabras clave: contaminacion bioldgica, gutapercha,
recuento de colonia microbiana.

ABSTRACT

Introduction: Gutta-percha cones from factory-sealed
boxes and boxes opened and exposed to the clinical
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environment were evaluated. Methodology: ISO 25.06
gutta-percha cones (GC) from four commercial brands
were analyzed: "A” (Endogal, Korea), “B” (Fanta, China),
“C" (Coltene, Germany), and “D" (VDW, Germany). Two
boxes per brand were used, for a total of eight boxes.
Two groups were established: “1" consisting of four
sealed boxes (SB) and “2" consisting of four boxes
opened and exposed to the clinical environment
(CEB). From each box, 10 GC were selected: six for the
experimental subgroup and four as controls. The GC
were placed in microtubes containing thioglycolate
and incubated under aerobic conditions at 37 °C for
24 hours. All procedures were performed in triplicate
to ensure reproducibility. Subsequently, 100 pL from
each tube were plated on Mueller-Hinton (MH) agar
and Sabouraud dextrose agar (SDA), and incubated
under the same aerobic conditions. Samples showing
microbial growth were subjected to Gram staining
and colony-forming unit (CFU) counting. Results: A
significant difference in microbial contamination was
found between the groups (p < 0.05). Sealed boxes
showed a lower contamination rate (5.56%) compared
with boxes opened and exposed to the clinical
environment (37.50%). However, both groups exhibited
microbial contamination, indicating that gutta-percha
cones cannot be considered completely aseptic.
Conclusion: Therefore, implementing a disinfection
protocol prior to clinical use isrecommended to ensure
asepsis and reduce the risk of cross-contamination
during endodontic treatment.
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INTRODUCCION

El tratamiento de endodoncia requiere protocolos
estandarizados que buscan incrementar el éxito
a largo plazo; la conformacion, limpieza y sellado
de los conductos radiculares son pasos que
deben realizarse bajo un control estricto, con la
finalidad de reducir la mayor cantidad posible
de microorganismos presentes en el sistema de
conductos radiculares (1,2).

El sellado del sistema de conductos requiere un
material inerte y biocompatible. La gutapercha,
desde su introduccion hace mas de un siglo en
el campo de la endodoncia, contintua siendo el
material de eleccion paralafabricacionde los conos
de gutapercha (CG), debido a su biocompatibilidad
(3). Sin embargo, los CG pueden albergar
microorganismos presentes desde el empaque
de origen o adquiridos durante la manipulacion
y el almacenamiento en el ambiente clinico.
Estos microorganismos podrian comprometer
el éxito del tratamiento de endodoncia; por lo
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tanto, es indispensable aplicar un protocolo de
descontaminacion previo a su utilizacién en el
conducto radicular (4,5).

Diversos agentes quimicos han sido evaluados para la
descontaminacién de los CG, destacando el hipoclorito
de sodio (NaOCl) al 5.25% durante un minuto por sus
propiedades antimicrobianas, ya que presenta un
efecto desinfectante sin comprometer la integridad
estructural ni la superficie de los CG (6-8).

A pesar de la importancia clinica de este aspecto,
existe escasa informacion sobre el grado de
contaminacion microbiana presente en los CG en
su empaque original y sobre su susceptibilidad a la
contaminacidn cruzada al ser expuestos al ambiente
clinico. Dada la importancia de prevenir la infeccién
o reinfeccion del sistema de conductos durante un
tratamiento de endodoncia, y considerando que
los CG podrian albergar microorganismos viables y
cultivables, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el grado de contaminacion microbiana de los
conos de gutapercha provenientes de cajas selladas
de fabrica (CS) y de cajas expuestas al ambiente
clinico (CAE).
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Figural. Esquema de los gruposy subgrupos. (A) Representacion esquematica de la distribucion de los conos de gutapercha.(B)
Representacion esquematica de la siembra de 1L de muestra en los medios de cultivo respectivos. (CG) Conos de gutapercha.
(NaOCl) Hipoclorito de sodio. (MH) Agar Mueller-Hinton. (ASD) Agar Sabouraud.
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Figura 2. Fotografia de las placas de agar. (A1) Agar dentro de la camara de flujo laminar. (A2) Placas de Petri listas para la
inoculacién.(BT)Placas de agar cultivadas, grupo experimental.(B2)Placas de agar cultivadas, grupos control positivo y negativo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue de tipo experimental, comparativo
y cuantitativo. Se evaluaron conos de gutapercha
(CG) 25.08, nuevos, provenientes de ocho cajas
pertenecientes a cuatro marcas comerciales
disponibles en el mercado: “A" (Endogal, Korea), “B"
(Fanta, China), “C" (Coltene, Hygenic, Alemania) y “D"
(VDW, Alemania). Se utilizaron dos cajas (con 60 CG)
por marca, distribuidos en seis ranuras con 10 conos
en cada una.

Las dos cajas pertenecientes a cada marca ("A”", “B”, “"C"
y "D") fueron divididas en grupos:

» Grupo “1"(CGCS): cuatro cajas abiertas por primera vez
encondicionescontroladasdelaboratorio(Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Hemisferios).

 Grupo “2"(CGCAE): cuatro cajas abiertas inicialmente en la
clinica(Clinica de Posgrado del Hospital de Especialidades
de la Universidad Hemisferios) y expuestas al ambiente
clinico durante seis semanas previas a su anélisis.

El estudio obtuvo la aprobacién del Comité de Etica de
la Universidad Hemisferios (CEUHE25-35).

Grupo 1: Conos de gutapercha - Caja Sellada (CGCS).

Las cajas fueron descontaminadas externamente
con etanol al 70% (Lira, Laboratorios Lira, Ecuador)
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y abiertas dentro de una cdmara de flujo laminar
(Biobase BBS-V1300, China), previamente esterilizada
con luz ultravioleta durante 20 minutos. Mediante
pinzas algodoneras estériles, se seleccionaron por
aleatorizacion por bloques, de izquierda a derecha,
diez CG de las ranuras de la caja.

Un total de 120 CG por marca fueron evaluados. Cada
marca se dividid en cinco subgrupos experimentales: el
subgrupo “a” (experimental) incluyd 6 CG, mientras que
los subgrupos “b" y “c” (controles positivos) incluyeron
1 CG cada uno. El control positivo “b” fue contaminado
intencionalmente en caldo infusion cerebro-corazén
(Brain Heart Infusion, BHI; Tm Media, India) inoculado
con Enterococcus faecalis (ATCC 29212). EI control
positivo “c” fue contaminado en BHI inoculado con
Candida albicans (ATCC 10231), ajustado a 0.5 en la
escala de McFarland (= 1.5 x 108 UFC/mL). Los subgrupos
“d"y "e” (controles negativos) incluyeron 1 CG cada uno,
los cuales fueron sumergidos durante un minuto en

hipoclorito de sodio al 5.25% (Figura 1-A).

Todos los CG fueron colocados individualmente en
microtubos estériles que contenian 1 mL de caldo de
tioglicolato (Fluid Thioglycolate Medium; Tm Media,
India) y se incubaron en condiciones aerobias a 37°C
durante 24 horas.

Posteriormente, utilizando una micropipeta calibrada,
se colectaron 100 pL del caldo de cada microtubo.
En el subgrupo experimental “a", los 18 microtubos



ARTICULOS ORIGINALES

A. Analizar cada agar

B. Tincidn de gram para clasificar C. Conteo UFC
las muestras de agares que permitieron

] w crecimiento bacteriano
Subgrupo Experimental "a

AGARES
6 MH 6 ASD

bacilos gram + 40 X bacilos gram - 40 X Segun la escala de
McFarlan al 0.5

Subgrupo Control bacilos gram + esporulados cocos gram
AGARES +40X

40X
: : .I .I

Figura 3. Procedimiento. (A) Después de la incubacién de las placas de agar, se registraron aquellas que presentaron
crecimiento microbiano. (B) Se aplico la tincion de Gram, lo que permitio identificar los morfotipos y la coloracién de las
bacterias. (C) Se realizd el conteo manual de las colonias utilizando un microscopio macroscopico y se aplicé la formula
correspondiente para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC).

Microorganismos Encontrados

B Bacilosgram+ B Bacilos gram + esporulados B Bacilos gram + Cocos gram +
B Hongos
17
13
4
1 1
o000 .
Cajas Selladas Cajas expuestas al ambiente clasico

Figura 4. Distribucion de los microorganismos aislados en las muestras de conos de gutapercha provenientes de cajas selladas
y de cajas expuestas al ambiente clinico.
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obtenidos de las tres repeticiones aportaron un total de
36 siembras: 18 en agar Mueller-Hinton (MH; Titan Media,
Estados Unidos) para deteccion bacteriana y 18 en agar
Sabouraud (ASD; Titan Media, Estados Unidos) para
deteccion fungica. Los subgrupos control generaron 12
siembras adicionales por marca. En total, cada marca
aporto 48 siembrasy, al procesarse las cuatro marcas,
se obtuvieron 192 placas, las cuales fueron sembradas,
rotuladas e incubadas bajo las mismas condiciones
aerobias ya descritas(Figuras 1y Figura 2).

Grupo 2: Conos de gutapercha de cajas abiertas y
expuestas al ambiente clinico (CGCAE)

El procedimiento experimental descrito para el Grupo
1se repitio de manera idéntica para las cajas incluidas
en el Grupo 2.

Traslaincubacion final, todas las placas que mostraron
crecimiento microbiano fueron sometidas a tincion de
Gram y recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC/mL)(Figura 3).

Analisis estadistico

Los datos fueron registrados en tablas y analizados
utilizando el software estadistico SPSS 21.0. Se
aplicaron pruebas de chi-cuadrado para comparar
las proporciones de contaminacidén entre grupos y
marcas. Asimismo, se realizd un andlisis descriptivo
de frecuencias y porcentajes. El nivel de significancia
estadistica se establecio en 5%.

RESULTADOS

Seanalizaron 144 CG distribuidos entre los grupos de cajas
selladas (CGCS)y cajas abiertas y expuestas al ambiente
clinico (CGCAE). Del total de muestras procesadas, el
21.53% presentd crecimiento microbiano en alguno de

Tabla 1. Porcentaje de contaminacion total de las muestras del grupo
experimental. Las marcas evaluadas fueron: A (Endogal, Corea), B
(Fanta, China), C(Coltene, Hygenic, Alemania)y D(VDW, Alemania).

Grupo/
Marca Subgrupo
Experimental

Muestras sin Muestras o o
T . 7% contaminacion
contaminacion contaminadas

1 17 0.69%

1
A 2 15 3 2.08%
Total 32 4 2.78%
1 17 1 0.69%
B 2 12 6 4.17%
Total 29 7 4.86%
1 16 2 1.39%
C 2 10 8 5.56%
Total 26 10 6.94%
1 18 0 0.00%
D 2 8 10 6.94%
Total 26 10 6.94%
1 68 4 2.78%
Total 2 45 27 18.75%
Total n3 31 21.63%
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los medios de cultivo. La frecuencia de contaminacion
difirid notablemente entre los grupos experimentales:
mientras que los CGCS mostraron unicamente un 5.56%
de contaminacién, los CGCAE alcanzaron un 37.50%, tal
como se detallaenlas Tablas 1y 2.

Los cultivos que evidenciaron crecimiento microbiano
permitieron identificar cuatro morfotipos principales:
bacilos Gram positivos, bacilos Gram positivos
esporulados, bacilos Gram negativos y cocos Gram
positivos. En una unica muestra fue posible identificar
estafilococos. Ninguno de los cultivos analizados
mostro estructuras compatibles con hongos, por lo
que no se registré contaminacion fungica en ninguno
de los casos evaluados (Figura 4).

Elanalisis comparativo de medias mostré que los CGCS
presentaron una contaminacion minima (promedio
general: 1.35 UFC/mL), observandose los valores mas
bajos en las marcas “A" y “D". En contraste, los CGCAE
mostraron un incremento sustancial (promedio
general: 44.39 UFC/mL), con la marca “C" como la mas
afectada, sequida de las marcas "D"y “B".

Aungue la dispersion de los valores impidi6 que los
promedios alcanzaran el umbral equivalente a la escala 0.5
de McFarland(1.5x 108 UFC/mL), cinco muestras individuales
superaron dicho limite: una perteneciente a la marca A
(G1), dos ala marca B(G1y G2)y dos a lamarca D(G2). Estas
cinco muestras representan el 16.13% de las 31 muestras
contaminadas analizadas, tal como se detalla en la Tabla 3.

El analisis mediante la prueba de chi-cuadrado
mostré diferencias estadisticamente significativas
en la proporcién de contaminacion entre los CGCS y
los CGCAE (p<0.05). Al evaluar las marcas de manera
individual, se observaron diferencias significativas para

Tabla 2. Porcentaje de contaminacion de los Conos de
Gutapercha pertenecientes a cajas selladas (G1-CGCS) y
cajas expuestas al ambiente clinico (G2-CGCAE).

G1-CGCS
Subgrupo CGsin CG Te 9
. NS X otal %
experimental contaminacion Contaminados
A 17 1 18 5.566%
B 17 1 18 5.56%
C 16 2 18 N1%
D 18 0 18 0
Total 68 4 72 5.56%
G2-CGCAE
Subgrupo CGsin CG Total 9
experimental contaminacion Contaminados °
A 15 3 18 16.66%
B 12 6 18 33.33%
C 10 8 18 44,44,
D 8 10 18 55.56%
Total 45 27 72 37.50%



ARTICULOS ORIGINALES

Tabla 3. Comparacion de medias de UFC y las muestras que
superaron la escala de McFarland.

Anélisis de unidades formadoras
de colonias UFC/ UFC/ml

Muestras que superaron el valor
de la escala de McFarland a 0.5

Marca Grupo Media Muestras UFC/ml

1 0.0000005 nes 1.59 x108
A 2 0.8512333 - -
Total 0.4468978 - -

1 0.0023579 n24 44.80 x10°

B 2 6.6596290 n?5 2.10 x108
Total 3.4974253 - -
1 5.56555556 - -
C 2 155.4578947 - -
Total 82.5324324 - -

1 0000000 nel 2.10 x10°

D 2 26.0608686 n24 61.80 x10°
Total 14.3334778 - -
1 1.3519569 - -
Total 2 44.3947858 - -
Total 24.1070830 - -

las marcas “B" y “C" (p<0.05), mientras que la marca A’
no presento diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (p = 0.190). En contraste, la marca
‘D" si mostro una diferencia significativa entre CGCS
y CGCAE, con un valor p muy por debajo del umbral
establecido(p<0.05), tal como se presenta en la Tabla 4.

El analisis detallado mediante chi-cuadrado evidencio
diferencias estadisticamente significativas en la
proporcién de contaminacion entre los CGCS y los
CGCAE (x*=26.571; gl=1; p<0.001), lo cual indica que la
exposicion clinica increment6 de manera significativa
la probabilidad de contaminacion.

Al evaluar las marcas individualmente, se observaron
diferencias significativas para las marcas “B" (x> =
6.400; p = 0.011) y “C" (* = 6.545; p = 0.011). La marca
“D" presentd la diferencia mas marcada (x* = 19.636; p <
0.001), mientras que la marca “A” no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (x*
=1.714; p=0.190)(Tabla 4).

DISCUSION

EnelanalisismicrobioldgicodelosCGCS, tresdelascuatro
marcas evaluadas presentaron contaminacion, lo cual
coincide con estudios previos que sefnalan que los conos
de gutapercha nuevos no siempre estan completamente
libres de microorganismos (3,4,9-11). La marca “D" fue
la Unica que no mostrd crecimiento bacteriano, lo que
coincide con investigaciones que han reportado cajas de
conos nuevos sin contaminacion detectable (5).

Por el contrario, los CGCAE presentaron un

incremento significativo en la proporcion de muestras
contaminadas, lo que confirma que la exposicion al

12

Tabla 4. Comparacion de las proporciones de contaminacion
entre CGCSy CGCAE. Prueba de chi-cuadrado con un nivel de
significancia de a=0.05.

Marca X p-valor
A 1.74 0.190
B 6.400 0.0m
c 6.545 0.0m
D 19.636 <0.001

Global 26.571 <0.001

ambiente clinico, sumada a errores en la manipulacion,
aumenta la  probabilidad de contaminacion,
independientemente del operador. Estos hallazgos
concuerdan con otros estudios que documentan un
aumento de la carga microbiana tras la apertura de los
empagues y su uso en clinica(5,12,13).

Los CG, pese a ser materiales de uso rutinario en
endodoncia, pueden albergar microorganismos
antes o después de su almacenamiento. Aunque
suele asumirse la esterilidad del producto, no todos
los materiales pueden someterse a procesos de
esterilizacion industrial; sin embargo, su superficie si
debe encontrarse libre de contaminacion para evitar
infecciones nosocomiales o contaminacion cruzada
durante el procedimiento endoddntico (14,15).

El analisis cuantitativo mediante UFC mostrd que,
tanto en CGCS como en CGCAE, existieron muestras
con crecimiento bacteriano, aunque con diferencias
marcadas entre ambos grupos. Mientras los CGCS
presentaron valores bajos de UFC/mL, los CGCAE
mostraron incrementos sustanciales, lo que confirma
que las condiciones ambientales y la manipulacion
clinica favorecen la proliferacion microbiana (Tabla
3). Aunque los promedios no superaron el umbral
equivalente a la escala 0.5 de McFarland (1.5 x 10° UFC/
mL), cuatro muestras individuales lo sobrepasaron,
distribuidas entre las marcas A (G1), B(Gly G2)y D
(G2), representando el 16.13% del total de muestras
contaminadas. Este hallazgo evidencia que, incluso
dentro de una misma caja, pueden coexistir conos
con alta y baja carga bacteriana, lo que refuerza la
importancia de la limpieza con NaOCl al 5.25% durante
un minuto para eliminar microorganismos no deseados
y conservar la integridad del material (16-19).

Los hallazgos microbiolégicos y el numero de CG
comprometidos podrian explicarse por diversos
factores, como el area de ubicacién de las cajas dentro
del consultorio, las caracteristicas del ambiente
clinico, el tiempo de exposicion y las diferencias en
la composiciéon de cada marca. Los CG disponibles
en el mercado se fabrican mediante combinaciones
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especificas de componentes organicos e inorganicos
determinadas por cadafabricante; estasformulaciones
no solo influyen en las propiedades fisico-mecanicas
del material, sino que también podrian afectar su
susceptibilidad a la colonizacién microbiana (20-23).

Los cultivos obtenidos de los CGCS y CGCAE que
mostraron  crecimiento  microbiano  revelaron
morfotipos bacterianos similares a los descritos por
Guedes et al. (9), quienes identificaron cocos Gram
positivos, bacilos Gram positivos y bacilos Gram
negativos en conos de gutapercha contaminados.
Estos hallazgos contrastan parcialmente con lo
reportado por Pang et al., quienes observaron que
el 19.4% de los 150 conos expuestos al ambiente
clinico presentaban contaminacion por especies
de Staphylococcus, sin evidencia de esporas
bacterianas(9,13). De forma comparable, otro estudio
que analizd 315 muestras encontro un 1.9% de
positividad microbioldgica, con la identificacién de
Staphylococcus aureus en una Unica muestra (24).

La presencia de cocos Gram positivos es
clinicamente relevante debido a que especies como
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
aureus forman parte de la flora humana, pero pueden
causar infecciones graves si ingresan al torrente
sanguineo (25-27). Asimismo, la identificacién de
bacilos esporulados, como Bacillus subtilis, sugiere
contaminacién ambiental hospitalaria debido a su
capacidad para sobrevivir en condiciones extremas
mediante la formacion de esporas(28,29). Los bacilos
Gram negativos, por su parte, representan un riesgo
por su frecuente resistencia antimicrobiana (30).

Elanalisis estadistico mediante chi-cuadrado confirmo
diferencias significativas entre CGCS y CGCAE, tanto a
nivel global como en la mayoria de las marcas, lo que
refuerza la relacion entre exposicion clinicay aumento
de la contaminacion bacteriana. La Unica marca sin
diferencias significativas fue la “A", posiblemente
debido a su baja carga microbiana en ambos grupos.

Considerando estos hallazgos, resulta evidente que
los CG no garantizan la ausencia de microorganismos
en su superficie, ya sea por contaminacion de origen
0 adquirida durante la manipulacién. Esto subraya la
necesidad de implementar un protocolo estandarizado
de desinfeccion previo a su uso, siendo el NaOCI
al 5.25% durante un minuto una de las alternativas
mas respaldadas para eliminar contaminantes sin
comprometer la integridad del material (16-19).

En conjunto, la presencia de microorganismos tanto en
CGCScomoen CGCAE demuestraque los CG no pueden
considerarse estériles por defecto. La omision de un
protocolo de descontaminacion previo a la obturacion
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podria introducir microorganismos al sistema de
conductos, comprometiendo el éxito del tratamiento
endodontico en su fase final.

Futuros estudios deberian incluir un mayor numero
de muestras, mas marcas comerciales y analisis en
condiciones tanto aerobias como anaerobias, asi como
métodos avanzados de identificacién bacteriana, con el fin
de mejorar la caracterizacién microbioldgica de los CG.

CONCLUSION

El presente estudio evidencid6 wuna variabilidad
significativa en la contaminacion microbiana de
los conos de gutapercha, tanto en cajas selladas
(CGCS) como en cajas expuestas al ambiente clinico
(CGCAE). Aunque se espera que los conos nuevos
sean estériles, la mayoria de las marcas de CGCS
presentaron algun grado de contaminacién, siendo
esta considerablemente mayor en los CGCAE, tanto en
frecuencia como en carga microbiana.

Estos hallazgos indican que ningun cono de
gutapercha puede considerarse completamente libre
de microorganismos, debido a factores asociados a su
fabricacién y a la manipulacién en el entorno clinico.
Por lo tanto, todos los conos deben ser considerados
potencialmente comprometidos desde el punto de
vista microbiol6gico.

Se recomienda aplicar un protocolo de desinfeccion
previo asuuso clinico, como lainmersion en hipoclorito
de sodio, para garantizar la asepsia del material,
prevenir la introduccién de microorganismos durante
la obturacién y reducir el riesgo de contaminacion
cruzada en los procedimientos endododnticos.
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