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RESUMEN

Las patologfas de origen pulpar constituyen uno de los padecimientos de mayor frecuencia

en la cavidad bucal, como pulpitis, 0 abscesos

periapicales. Una de las bacterias més frecuentemente asociada a infecciones endodanticas,

es Fusobacterium nucleatum.

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de Fusobacterium nucleatum en
pacientes con periodontitis apical cronica que acudieron al Posgrado de Endodoncia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Autonoma de Yucatan.

El estudio fue deseriptivo, observacional y transversel. Se tomaron muestras de 92
conductos radiculares y de éstas en 83 fue posible extraer ¢l DNA, 2 las que se les realizo la

técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la identificacion de F.

nucleatun: ———1
s
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1. INTRODUCCION
Las bacterias presentes en el interior de los conductos radiculares son la principal causa de
patologias periapicales como la periodontitis apical cranica. La periodontitis apical cronica,
es una infeccion endodéntica primaria, la cual estd compuesta por una microflora mixta
dominada por bacterias anaerobias gram-negativas. Por otro lado, las bacterias endodontica
podrian estar implicadas en complicaciones extra-orales, camo la sigusitis maxilar cronica.
la celulitis orbitaria, endocarditis infecciosa, la artritis reumatoide y abscesos cerchrales
(Saito er al, 2006). F. nucleatum es una de las bacterias més frecuentemente asociada a
infecciones endodénticas (Fouad et af, 2002) y ha sido posible recuperarla en el torrente
sanguineo después de 10 minutos del tratamiento endodéntico (Moromi, 2004). Por otro
lado, también se ha visto que su asociacién con ofras especies bacterianas como P.
gingivalis y P. intermedia en cultivos mixtos puede aumentar la patogenicidad de dichos
microorganismos (Baumgartner ef al, 2002) y que su combinacion con Streptococcus spp.
se asocia significativamente con la presencia de sintomas preoperatorios (Fouad ef al,

2002).

Existen diversos estudios encaminados a identificar los microorganismos presentes en la
microfloraendodéntica, sin embargo, sus resultados varian considerablemente, esta
variacién puede deberse, al menos en parte, a la disminucin de la fiabilidad y sensibilidad

de las técnicas de cultivo microbiologicas empleadas

La técnica de la Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa (PCR) es un método de diagnastico
molecular que permite detectar tanto a microorganismo cultivables como los no cultivables,
posee alta especificidad y sensibilidad y permite la identificacion rapida y precisa de una

gran variedad de especies microbianss



La literatura demuestra que s muy distinta la microflora bacteriana que se encuentra en los
diferentes tipos de infecciones endoddnticas, por 1o que es de gran importancia la deteccién

cidenti delos dos a estas infecciones.

En Meéxico no existe algn tipo de estudio mediante el uso de PCR que evidencie la

prevalencia de Fusohacterium nucleatum en dientes con periodontitis apical cronica

Con base en lo anterior, surge la siguiente pregunta de investigacion:

Cusl serd la prevalencia de Fusobacterium nucleatum en los conductos radiculares de
o

dientes con periodontitis apical cronica?

de las infecciones i e

La endodoncia se define como la rama de la odontologia que se ocuHTHUAMIE BRUBJEGS

diagnostico, prevencién y tratamiento de las enfermedades pulpares con o sin

complicaciones periapicales (Mondragén. 1995).

Entre los principales objetivos del tratamiento endodéntico, estd la eliminacion de todos los
‘microorganismos que existen en el sistema de conductos radicular y de esta forma eliminar
la infeccion o prevenir la reinfeccion de los espacios pulpares y de los tejidos periapicales

(Cohen y Bums, 2002),

Diferentes estudios. mencionan a las bacterias como el principal enemigo de los
tratamientos endod6aticos, asi como la importancia de las diferentes medidas terapéuticas

para la erradicacion de las mismas (Cohen y Burns, 2002).



Los microorganismos que se encuentran en el tejido pulpar necrotico se han establecido
como la principal causa de inflamacion periapical aguda y crénica. Sin embargo, pasaron
casi 200 afios antes de que los microorganismos del conducto radicular estuvieran bajo
investigacién biologica. Un estudio realizado por Miller, demostro invasion bacteriana

tanto ¢n tibulos dentinarios como en tejido pulpar necrtico (Cohen y Burns, 2002).

La teoria de I infeccién focal, que data de los aios 1920-1928, menciona que los dientes
infectados podrian causar infecciones en otras partes del cuerpo, asi como también
enfermedades sistémicas. Esto trajo consigo extracciones masivas en todo diente
sospechoso de portar infeccion, y retrasé el origen del tratamiento endoddntico, peco igual
trajo consigo los principios de tratamientos biologicamente sanos, incluyendo la

eliminacion de la infeccion (Cohen y Bums, 2002).

Durante la necrosis pulpar, las bacterias, sus productos y los mediadores inflamatorios se
acumulan en el sistema de conductos radiculares y se pueden diseminar mis alla del
foramen apical y provocar lesiones en los tejidos periodontales. Debido a que estas lesiones
son de naturaleza inflamatoria, y siempre estén localizadas en el peridpice, las infecciones

de este tipo se conacen como periodontitis apical (Molander er al, 1998).

La periodontitis apical posce una funcidn protectora importante y busca prevenir la
diseminacién de las bacterias y sus elementos a otros espacios del cuerpo, ya que limita la
infecci6n al espacio del conducto radicular y previene que se disemine. Por 1o tanto, a pesar
de que a la periodontitis periapical se le considera una lesién, también debe ser considerada
como una importante zona inflamatoria, amortiguadora y protectora. No obstante, en

ocasiones ¢l proceso puede asociarse con sintomas clinicos severos y, aunque cs raro,



también puede ser una condicién que ponga en riesgo la vida. Casi siempre, la periodontitis
apical permanece sin sintomas y por lo tanto no es muy notorio para el paciente, por lo que

solo serf revelada por un examen radiogréfico de rutina (Molander ef al, 1998).

La periodontitis apical evoluciona principalmente como una respuesta al ataque bacteriano
que surge de una pulpa necrdtica infectada. Las bacterias infectan la pulpa después de una
lesi6n, por lo general caries, treuma dental o lesion iatrogénica (Silva et al, 2006)

Una vez que se establece la infeccién del conducto radicular sin tratar, permancee como un
proceso crénico y expone al organismo de forma continua a los clementos bacterianos

(Silva et al, 2006).

En la periodontitis apicel cronica ¢l paciente se encuentra asmtomtico, con lesion
periapical radiograficamente visible, con frecuencia el paciente no reporta historia de dolor
en el diente y las pruebas de vitalidad y de preparacion de la cavidad, confirman el estado
necrtico de la pulpa. Ocasionalmente, puede haber agudizacion de la lesion crénica,
causando inflamacién y dolor del drea, cominmente llamado “absceso Fénix” o

exacerbacion aguda de una periodontitis apical crénica (Hashioka et al, 1992).

Un estudio reportd la presencia de un alto porcentaje de bacterias anacrobias estrictas,
demostrando la necesidad de emplear medios de cullivo adecuados y técnicas para la
identificacion de microorganismos anaerobios pera el avance del conocimiento de la

‘microbiologia del sistema de conductos radiculares (Fabricius et al, 1982)

En general, las especies més frecuentemente encontradas cn una infeccién primaria

pertenecen al género Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella. Porphyromonas. Treponema,

. Act » (Fabricius et al, 1982).



Existen diferentes tipos de infecciones endodénticas del sistema de conductos radiculares,
las cuales ususlmente estan asociadas & condiciones clinicas distintas. Se describen cuatro

tipos: primaria, secundaria, persistente y extracradicular (Siqueica et al, 2004).

La infeccién primaria es aquella causada por la colonizacion de microorganismos en el
tejido pulpar necrético. La microbiota involucrada frecuentemente depende del tiempo de
infeccién, aunque también se ha sugerido que puede diferir segin el tipo de lesion
perimadicular asociada. Mientras que un amplio rango de microorganismos se asocien a

lesiones perimadiculares crénicas, un grupo mis restringido de especies se asocien a

lesiones como la apical aguda y el abscesy

perirmadicular agudo (Hashioka ef al, 1992)

Las infecciones secundarias son causadas por microorganismos susentes durante la
infeccion primaria y que hen penetrado al sistema de conductos radiculares, ya sea durante
¢l tratamicnto endodéntico, entre cites o despuds de haber culminado. En estos casos, si
estos micraorganismos logran sobrevivir y colonizar ef sistema de conductos, se establecerd

la infeccion secundaria (Hashioka et al, 1992),

Otro tipo de infeccién endodéntica s la infeceion intramadicular persistente. Esta es
causada por microorganismos involucrados en la infeccién primarie o secundaria (Siqueria

er al, 2004).

En cuanto a las infecciones endoddnticas extraradiculares, dstas pueden ser primarias,
secundarias o persistentes. La forma més comin es el absceso perimadiculer agudo y la

fuente de infeccion es usualmente la infeccién intrarradicular. (Sifva et al, 2006),



Por otro lado, se ha observado que algunas especies microbianas son capaces de resistir los
cambios de ambiente efectuados durente la terapia endodontica, y cuando esto sucede se

presenta el fracaso del tratamiento de conductos (Lana er al, 2001).

Después de Miller en 1890, se desarrollaron miltiples investigaciones sobre la microbiota
de los conductos radiculares las cuales reportaron la presencia de numerosas especies
bacterianas. Dependiendo del medio de cultivo y las técnicas utilizadas para la
identificacion bacteriana, los tipos y el nimero de organismos aislados variaban

significativamente (Kakehashi el al, 1965).

En las primeras investigaciones se reportd une pequea incidencia de bacterias anaerobias
en infecciones primarias, mientras que en estudios posteniores se informé de una
prevalencia del 90% de estas bacterias en conductos radiculares infectados (Kakehashi et

al, 1965).

Las pulpes necroticas presentan una flora polimicrobiana caracterizada por una amplia

variedad de combinaciones de bacterias, un promedio de 4 a 7 especies por conducto,

anaerobias y igual proporcion de bacterias gram-

positivas y gram-negativas (Kakehashi et al, 1965)

Se ha demostrado una correlacion entre el tamafio de la lesién periapical y el nimero de
especies bacterianas presentes en el sistema de conductos radiculares. Dientes con grandes
lesiones usualmente alojan mayor nimero de especies bacterianas y mayor densidad de
bacterias en el conducto radicular que aquellos dientes con lesiones pequeiias (Kakeheshi er

al, 1965)



Existen varios factores capaces de influenciar ta colonizacion microbiana en el interior del
sistema de conductos rediculares. La disponibilidad de mutrientes, la baja tension de

oxigeno molecular en pulpas necréticas y las interacciones microbianas pueden ser

determinantes en Ja ecologia del sistema de conductos radiculares (Lana ef a, 2001).

En un estudio con ratas, se demostro la funcion esencial de los microorganismos en fa
patogénesis de las lesiones periapicales. Cuando las pulpas dentales de ratas gnobioticas
cran expuestas o la cavidad oral, las pulpas permanecian vitales y minguna patologia
periapical era detectada radiograficamente. Sin embargo, cuanda los animales eran
expuestos 2 la flora bacteriana normel de otros animales, la pulpa se necrosaba y se

desarrollaban lesiones periapicales (Kakehashi er a, 1965)

Sundgvist demostro, que la periodontitis apical solo era detectable en piezs dentales que
contenian bacterias en ¢l conducto radicular, mientras que las piezas con conductos
necréticos pero estériles no presentaban radiograficamente signos de patosis periapical y ast
mismo encontré que la bacteria més frecuentemente aisladz en conductos  fue el

Fusobacterium nucleatum (Sundqyist er al, 1939).

Lana er af, analizaron las especies involucradas en las infecciones endodonticas. Sus
resultados mostraron el aislamiento de 08 microorganismos en 27 (87.1%) conductos
radiculares estudiados, logrando identificar en 278 (90.3%) el género y especie, Por otro
lado, también se observd que © 8i5% de los conduclos mostraron infeceiones
polimicrobianas, el nimero de especics aisladas e cada conducto infectado fue de | o 11
especies, con un promedio de 5 especies por conducto. En 88.9% de los canductas fueron

aislados microorganismos anacrobios estrictos, en S1.8% anaerobies faculiativos, en 18.5%



microaerofilicos y en 7.4% de los canductos se aislaron hoagos. Los autores haven énfasiy

en Ja calidad de la flora mixia, con

predominio de bacilos anaerobios gram-negativos (Lana et af, 2001),

El desarrollo de técnicas microbiologicas ha hecho posible ¢l cultivo, aislamiento ¢
identificacién bacteriana. En las lesiones periapicales generalmente se  presentan
infecciones polimicrobiunas, dominadas por bactetias anaerbias obligadas. Bt umero de
especies diferentes por cada caso €5 relativaments pequeito, nomalmente entre dos y ocho

y précticamente nunca mayor de veinte especies en un solo conducto (Rolph er af, 2001)

Los microorganismos presentes en conductos infectados comprenden un  nimero
restringido de especies comparadas con el total de fa microflora bucal. La mayoria de las
especies encontradas en conductos radiculares también han sido aisladas de bolsas
periodontales, sin embargo, la microbiota endodontica o es tan compleja como la

periodontal (Rolph et al. 2001).

Para que un microorganismo pueda establecerse en el sistema de conductos radieulares y

participar en la de las lesiones requiere de

ciertas caracteristicas

El microorganismo debe presentarse en un nimero suficiente para iniciar y

mantener |a lesion perirradicular.

El microorganismo debe poseer una marriz de factores de virulencia, la cual debe

expresarse durante la infeceién del conducto radicular



w

El microorganismo debe estar localizado espacialmente en el sistema de conductas
radiculares de tal manera que sus factores de virulencia puedan ganar acceso a los

tejidos perirmadiculares.

s

El ambiente del sistema de conductos rediculares debe permitir Ja supervivencia y
crecimiento del microorganismo y proveer sefales que estimulen la expresion de

virulencia.

Los microorganismos inhibidores deben estar presentes en bajo nimero o ausentes

en el microambiente del sistema de conductos radiculares.

o

El hospedero debe desarrollar una estrategia de defensa a nivel de los tejidos
perirradiculares, con la finalidad de inhibir la diseminacion de la infeccion. Este

proceso daré como resultado un dafio tisular (Siqueira ef al, 2004).

F. nucleatum, es un bacilo anaerobio estricto, Gram negativo, inmévil, no formador de

esporas, al phylum . que se presenta en la cavided
bucal y ha sido frecuentemente aislado en conductos radiculsres infectados asi como

también en abscesos endodonticos (Sundquist et al, 1989).

Se reportan siete tipos de Fusobacteria, sin embargo los més cominmente aislados en

infecciones humanas son el nucleatum y el

(Rogerio et al, 2008),

F. nucleatum ha sido teportada como la especie encontrada con mayor frecuencia en
conductos necréticos y ha sido asociado a casos con sintomatologia dolorosa y

agudizaciones endodénticas (Fouad et al, 2002).



Se han llevado a cabo diversos estudios que reportan la prevalencia de £. nucleatum en
infecciones endoddntics. Kantz y Henry en 1974, llevaron a cabo una evaluacion
bacteriana de piczas no vitales, presumiblemente infectadas y cuya cmara pulpar s
encontraba fuera de contacto con la cavidad oral. De 104 especies anaerobias aisladas, 41

(39%) pertenecieron a Fusobacterium spp.

Sundquist, en 1976, llevs a cabo estudios bacteriologicos en piezas con pulpas necroticas
De 18 piezas investigadas, Fusobucterium nucleatum estuvo presente en 7 (33%). Fabricius
eral en 1982, evaluaron la complejidad de Ia flora bacteriana en abscesos agudos de origen

mediante la y de las especies Del

total de bacterias aisladss, los bacilos anacrobios gramnegativos fueron el mayor grupo
aislado (37%). De estos, ¢l Fusobacterium nucleatum fue la segunda especie mis
prevalente con un 14%, encontréndose en 6 de los 10 casos estudiados. Heimdahl, en 1985,
reporté una de prevalencia del 34% de Fnucleatum y que su presencia pudiera estar
asociada con la severidad de infecciones endodonticas agudas. Haapasalo, en 1986, realizé
un estudio para examinar la composicion de la microflora anaerobia de cavidades pulpares
infectadas. De un total de 19 casos, fueron hallados anaerobios estrictos en 14 (74%) y F.

nucleatum fue encontrado en 3 (16%).

Sundquist en 1994, llevd a cabo una recopilacion de los resultados de varios cstudios
realizados y menciona a £ nucleatum como la bacteria mas prevalente de la micro flora de
los conductos radiculares infectados. Lo sefiala con una prevalencia del 48%. Siqueira en

1995, reporté un caso clinico que presentd sintomatologia persistente, inclusive luego de la

y medicacién El andlisis revel6 la presencia
de F. nucleatum como ¢l principal agente etiologico. En otro estudio, encontraron una

10



prevalencia del 26% (Siqueira y Rocas, 2004) y Fouad en conductos radiculares

infectados con pulpa necrosada encontré una prevalencia del 82% (Fouad et al, 2002).

Por otro lado, se ha visto que esta especie es capaz de agruparse con otras bacterias orales y
endodénticas y que también es responsable en las etapas iniciales y finales de la formecion

del biofilm (Rogerio et al, 2008).

La asociacion sinergética del F. nucleatum con Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis y Peptostreptococcus micros puede incrementar su potencial patogénico

(Rogerio et al, 2008)

De igual forma se ha reportado que infecciones sistémices de Fusobacterium nucleatum en

abscesos hepiticos y artritis séptica, fueron de origen dental (Rogerio et al, 2008).

Aunque las técnicas de cultivo pera el aislamiento e identificacion de microorganismos
anaerobios ha mejorado significativamente en las ultimas 3 décades, los hallazgos de los

laboratorios son diferentes entre un pais y otro (Baumgartner et al, 2004).

Aunque cstas diferencias pueden ser atribuidas a las diferentes variaciones en la
metodologia de identificacion, se sospecha de la influencia geografica de la composicion de
la microbiota del conducto radicular, ya que F. nucleatum ha sido encontrado con una
prevalencia del 73% en Estados unidos mientras que en Brasil dicha prevalencia es del 4%,

(Baumgartner et al, 2004).

Estos hallazgos sugieren que la composicion de la microbiota endodéntica es resultado de

la influencia geogréfica (Baumgartner ef al, 2004).



Una multitud de factores puede influir en la colonizacion exitosa de la cavidad oral por
determinado tipo de especies microbianas, los cuales incluyen mecanismos de defensa del

huésped, predisposicion genética y factores ambientales tales como tipo de suministro de

agua de la comunidad, porcentajc de personas dentro de la poblacion infectadas con la

misma especie, esirés fisiologico, tabaquismo, frecuencia de visitas al dentista y

enfermedades infecciosas. En adicién las condi jcas y hibitos
son otras variables que pueden influir en la composicion de la microbiota (Baumgartner et

al, 2004).

La microflora de las pulpes necrdticas ha sido estudiada por més de 100 afos,
principalmente por microscopia directa y cultivos, de tel manera que se ticne un amplio
conocimiento acerca de la composicion, ecologia y potencial patologico de la microflora

(Cohen y Burns, 2002).

La identificaci6n de la microbiota de los conductos radiculares es importante para conocer
el tipo de bacteria o grupo de bacterias que jucgan un papel decisivo en el progreso de la
enfermedad, si son rusistentes a la terapia convencional o bien, estar implicadas en el

fracaso endodéntico (Peters et al, 2002).

La introduccién de las téenicas de cultivo anaerdbico permitio conocer que las bacterias
anaerobias estrictas eran las que dominaban en los conductos radiculases infectados y que

estas podrian abarcar hasta el 90% del total de Ia flora (Siqueira et al, 2004)

Actualmente el uso de técnicas genéticas para la deteccion de cstos microorganismos ha

mostrado que se encuentran en el 60% de dientes necrdticos (Peters et al, 2002).



En la prdctica clinica, los cultivos de los conductos radiculares pueden utilizarse para
determinar el estado microbioldgico y pera evaluar la eficacia del tratamiento antes de
obturar el conducto radicular. Sin embargo, existen diversos problemas metodolégicos por
superar en el muestreo del cultivo debido a la localizacion de los microorganismos y a la

complejidad de la microflora (Lana et al, 2001).

Durante mucho tiempo, los métodos de muestreo, transporte, cultivo e identificacion eran
inadecuados para los microorganismos anacrobios facultativos y estrictos. Por tanto, eran

comunes los cultivos falsos negativos (Lana et al, 2001).
Entre las limitaciones del cultivo microbiologico, se encuentran las siguientes:

« Imposibilidad de cultivar todo tipo de bacterias, especialmente anaerobios, en un solo
medio de cultivo. Si bien la presencia de anaerobios estrictos en conductos infectados
ha sido confirmada, su presencia no es significativa desde el punto de vista clinico pues
son destruidos al ser expuestos al aire una vez que se ha penetrado en el conducto y
probablemente también son destruidos con la solucion de hipoclorito de sodio durante

Ia instrumentacién ¢ irrigacion del conducto radicular.

Consume mucho tiempo. Ademés del cultivo primario se necesitan realizar otro tipo de
pruebas  microbiol0gicas enziméticas para completar la identificacion de  los
‘microorganismos. Estas pruchas incluyen, ¢l empleo de medios de cultivos enriquecidos

¥ pruebas de fermentacion de azucares.

Como medios de cultivos primarios para el aislamiento se recomiendan: Agar base

Shaeldler, Agar Base Wilkins Chanlgren, Agar Base Columbia entre otros,



No obstante, debido a la dificultad de cultivar y recuperar todos los microorganismos en
los medios de cultivo y al tiempo prolongado de las pruebas (3 semanas) para obtener
resultados, varios autores recomiendan el uso de técnicas moleculares como la Reaceion

en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Monbelli et al, 1991).

La técnica de PCR facilita la identificacion de especies bactenianas dificiles de aislar
mediante técnicas de cultivo convencionales y a la vez, permite evidenciar aquellas cepas
bacterianas que muestran diferencias fenotipicas que se traducen en comportamientos
clinicos diversos. Otras ventajes de la PCR sobre las técnicas de cultivo, radican en su

rapidez, alta especificidad y exactifud de los resultados (Perea, 2004).

Los primeros estudios sobre la. microbiologia endodontica, sugerian que la microflora
bacteriana se presentaba con un predominio de especies acrobias y anaerobias facultativas

sobre anaerobias cstrictas (Kakehashi et al, 1965)

‘También se sefialaba un predominio de bacterias sobre hongos, de cocos sobre bacilos y
espirilos, y predominio de eram positivos sobre gram negativos, reportindose la presencia
de Streptococcus ssp., cocos gram negativos y lactobacilos junto a una variedad de
anacrobios (que varfan en su resistencia al oxigeno atmosférico) en un nimero que se

suponia era menor del 50% del totel de microorganismos aislados (Lin et al, 1992).

Los estudios de Sundqist, marcan pauta en la tipificacion de microorganismos anaerobios
estrictos y anaerobios facultativos involucrados en las lesiones pulpares y periapicales, con

la introduccion de las téenicas de anaerobiosis (Sundquist, 1992).



La genética molecular, mis recientemente empleada pera la identificacin de patdgenos
bucales, ha permitido la tipificacion de cada vez més especies relacionadas a la infeccion
endodontica, asi como ha conllevado a variaciones en la taxonomia microbiolégica,
provoeando cambios serios en la definicién de I microbiota predominante en ef sistema de

conductos radiculares (Sundqvist, 1992).

Recientemente, han sido reportados nuevos padgenos en infecciones endoddnticas,

posteriores a la introduccién de los métodos de genética molecular (Perea, 2004).

La informacin obtenida por las multiples investigaciones Ilevadas a cabo en infecciones
primarias de conductos radiculares conlleva a sefalar el carfcter mixto y complejo de la
microbiota del sistema de conductos radiculares. Con el continuo avance en las técnicas
‘microbiolégices, cada vez mis se hace inminente la identificacion de especies involucradas
en las infecciones pulpares y perirradiculares, si como su repercusion en el mejoramiento

de la terapéutica endodontica (Fouad et al, 2002).

A pesar de que la periodontitis apical crénica es una de las patologias periapicales mas
frecuentes, en México no se tienen datos que reporten la prevalencia de Fusobacterium
nuclearum en este tipo de infecciones. Por lo que los resultados de este estudio contribuirdn
a establecer la epidemivlogia de Fuivbacterium nucleaum en dientes con conductos
radiculares con periodontitis apical crénica de pacientes de la ciudad de Mérida, Yucatén.
La identificacion de este microorganismo se realizarh mediante la técnica de PCR, técnica
que debido a su rapidez, alta especificidad y exactifud resulta una util herramienta para la
identificacion de wspecies bacterianas de muy dificil o imposible aislamiento mediante

técnicas de cultivo convencionales.



Estudios de este tipo son de importancia clinica ya que proveen bases para la investigacion
de sustancias antimicrobianas efectivas, asi como también ¢l desarrollo de estrategias
apropiadas para alcanzar y eliminar los componentes de la microbiota del sistema de

conductos radiculares.

Objetivo
Identificar Fusobacterium nucleatum en conductos radiculares con periodontitis apical
cronica de pacientes atendidos en Posgrado de Endodoncia de la Universidad Auténoma de

Yucatdn empleando la técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa.



1. MATERIAL Y METODOS

Diseilo del estudio

Descriptivo, observacional y transversal

Definicién del universo
Pacientes del Posgrado de Endodoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Auténoma de Yucatin con diagnéstico de periodontitis apical crénica.

Criterios de inclusién
1. Dientes permanentes con formacion radicular completa
2. Pacientes que dieron su consentimiento para participar en ¢l estudio

3. Todo diente que pudo ser aislado adecuadamente.

Criterios de exclusion

1. Pacientes con tratamiento de antibiéticos durante los ltimos tres meses
anteriores a la toma de muestra.

2. Pacientes con discapacidad fisica 0 mental.

3. Dientes con fractura radicular

4. Dientes con bolsas periodontales.

5. Dientes obliterados o con calcificaciones.

Criterios de eliminacion
1. Conductos con fractura de instrumentos durante el proceso de exploracién.

2. Contaminacién del campo operatorio durante la toma de la muestra.



Tamafo de Ia muestra
Noventa y dos pacientes que acudieron al Posgrado de Endodoncia de Ja Facultad de
Odontologia de la UADY de mayo de 2009 a marzo de 2010 y que presentaron piezas

dentales a las cuales sc los diagnostid periodontitis apical crénic:

Preceptos ticos y riesgos
El paciente firmé cania de consentimiento informado (Anexo 2). No existieron riesgos i

para el pacieate ni para el investigadar.

Procedimiento experimental

Cultivo microbiano de la cepa de referencia

Se utilizd la cepa de referencia de £ mucleatum ATCC 25586, la cual fue cultivada en el
medio Agar Sangre Schacdler en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 48 horas
(Anexo 3, foto 1). Posteriormente s congeld para su conservacion en caldo Soya

Tripticaseina con glicerina al 5% a 82°C.

Toma de muestra de conductos radiculares

1. Se administrd la técnica de anestesia necesaria y se aislo el diente con dique de hule

2. Se coloch material de oblurasién provisionel provisit para evitar la filtracion de saliva @

través del dique al rea de trabajo

3. Para el 4rea de trabajo se desinfecto el dique, a grapa v la corona del diente con

perdxido de hidrigeno o} 30% y tintura de yodo al 5%, posterior a esio se limpid con

hipoclorito e sodio el 5.25%.



4. Se acceso a la chmara pulpar con fresas de alta velocidad de fisura no.701 estériles, sin

empleo de refrigerante,

5. Se determin la longitud de trabajo con un localizador electronico apical y se comprobi

radiograficamente que esta fuera la correcta.

6. Se instruments sin utilizar alguna solucion irrigadora, a longitud de trabajo hasta una

lima manual nimero 25 tipo K.

7. Si el conducto se encontré seco, se deposité solucion salina estéril para evitar la

contaminacién proveniente de la camara pulpar.

8. Las muestras se obtuvieron colocando 3 conos de papel estéril No. 20 durante 1 minuto
cada uno en el interior del conducto (en el mas amplio, en caso de ser multimadiculer) para

absorber el contenido del mismo Las puntas de papel estériles fueron transferidas

inmediatamente a un tubo de ensayo con Tris-EDTA ImM, el cual se sello herméticamente.

9. Los viales con las muestras se congelaron a -70°C hasta el momento de la extraccion del

DNA.

Extraccién de DNA

La extraccion de DNA se llevo a cabo mediante la técnica de calentamiento-congelamiento.
El vial con las puntas de papel se descongeld a temperatura ambicate, y la muestra s
resuspendi en ol buffer TE agitando en el vortex durante un minuto. Para el lavado de la
muestra, la suspensién microbiana se transfiri6 a un tubo de ependorff y se centrifugd &
2500g (6000 rpm) durante § minutos. Enseguida el precipitado se rvsuspendid en 200uL de

agua inyectable estéril y se centrifugé en las mismas condiciones, este paso se realizo tres
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veces. Después del ltimo lavado, el precipitado se resuspendio en 200uL de agua
inyectable y se calent6 a 95°C por dicz minutos, inmediatamente después se enfrié por
cinco minutos a -80°C. El vial se centrifugé a 10,000 rpm a 4°C durante 3 minutos; para
remover los desechos celulares asi como las células que no se hayan roto. EI sobrenadante
fue recolectado y se midi6 la cantidad de DNA extraido por espectrofotometria para

posteriormente ser usado como templado para la amplificacion por PCR

Identifics

i6n por el método de PCR

Se utilizé el par de oligonucléotidos especifico para £ nucleatum, el cual amplifica una
secuencia de S00pb:

PRIMER: FN 5047- 1 (DNA) ~ CAA ATG CTT GTG TCA ATA ATA CT

PRIMER. FN 5047- 2 (DNA) - TTT AGA AAT GGT AGA ATA AT

Se prepard una mezcla de reaccion a un volumen total de 25l 2.5 sl de buffer PCR 10X,
1 4l de cada oligonucledtido (0.4 uM), 0.5 ul de dNTPs (0.2 uM), 0.1 ul de Taq DNA
polimerasa (0.5 M), | ul del templado de DNA (10ng) y 18.9 4l de agua inyectable.

La amplificacién se llevd a cabo de acucrdo al siguiente protocolo: Calentamiento a 94°C
por § minutos, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 72°C y un ciclo de
extension final de 72°C durante 5 minutos. L'n cada amplificacién se incluyé un control

positivo y uno negativo que no contenia el templado de DNA

Electroforesis en gel de agarosa
Las muestras amplificadas se colocaron en un  gel de agarosa al 1% en Buffer TBE 1X
(Tris-EDTA-Borato de sodio) y corri6 a un volaje constante de 70 volts durante 2.5 horas

En cada gel se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb. Al cabo de este tiempo, el
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gel se tifib con bromuro de efidio y se abservd con la ayuda de una lampara de huz UV

(Anexo 3, foto 2)

ARSI 4

§STEMA DE BIBUGTECES:
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1. RESULTADOS
Se estudiaron un total de 92 muestras obtenidas de conductos radiculares con periodontitis

apical crénica

Det total de muestras estudiadas, en 83 fue posible aislar DNA y de éstas en 4 (4.81%) se

obtuvieron a fos especificos de

Fusobacterium nucleatum (Anexo 4).



1V. DISCUSION
La microbiota relacionada a la periodontitis apical crénica no ha sido empliamente
estudiada como la involucrada en pulpas necréticas, sin embargo, se han logrado establecer

diferencias significativas en su composicion.

La PCR, es una técnica microbiana de alta sensibilidad, usade para la deteccion e
identificacion de microorganismos dificiles de cultivar como lo son los de origen

endodéntico.

En este estudio la prevalencia de £. nucleatum fue del 4.81%, porcentaje muy similar al
encontrado por Baumgartner en Brasil, donde mediante PCR identifico 4% de la misma

bacteria.

Por otro lado, comparado con estudios realizados en Europa o Estados Unidos, el
porcentaje encontrado en esta investigacion resulta ser menor, ya que en estos paises se ha
liegado a reportar una prevalencia del 73% (Beumgartner et al, 2004). Foued, de igual

manera, reporta una prevalencia de de . nucleatum.

Otros estudios han reportado diferentes prevalencias, tal es el caso de Kantz y Henry, que
en 1974, encontraron una prevalencia del 39%: Sundquist, en 1992, del 33%; Heimdahl, en
1985, del 34%; Siqueira y Rocas, en 2004, prevalencia del 26%; Haapasalo, en 1986, del
16% y por dltimo Fabricius, en 1982, del 14%. En esta investigacion, en 2010, se reporta
prevalencia de F. nucleatum del 4.81%, resultando baja en comparacion con los autores

citados.



V. CONCLUSIONES

En este estudio, en 9 muestras no fue posible extraer el DNA, esto probablemente se haya
debido a que ta muestra tomada de los conductos radiculares no fue suficiente o al tempo
transcurrido entre la toma de |a muestra y el traslado al laboratorio para su congelamienta a

~70°C, 1o que tal vez pudo ocasionar que el DNA se degradara.

Esta investigacion, constituye el primer reporte en Meéxico de F. nucleawm mediante una

técnica molecular como fa PCR.

Es importante que sc lleven a cabo estudios de este tipo, utilizando el mismo protocolo de
identificacién, para establecer con més precision la epidemiologia de £ nucteatum en
Meéxico.

Una de las ventajas del PCR es la deteceidn ripida y especifica de Tos cidos nucleicos de
microorganismos patbgenos en una muestra, con la canacteristica de tener una alta
especificidad y sensibilidad. La prueba permite una obtencion rapida de resultados y se

pueden examinar varias muestras en corto tiempo,
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VII. ANEXOS

Anexo 1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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Anexo 2. CARTA DE CONSENT!

ENTO INFORMADO

deln Universidad Auwiénama de Vucatia.

Invstigador Rspormable- Gabrie Alvarsdo Cirlenss

A quien corresponda:

Por este medio, hago constar que he sido cabalmente informado (a) y doy mi
consentimiento para que se me realice una muestra bacteriana endodontica, asi como tomas
radiogréficas periapicales.

Se me ha informado que al participar en esta investigacion, no existe riesgo para mi salud
ni mi integridad fisica.

El resultado de los datos obtenidos, radiografias y fotografias que se tomen, podrén ser
utilizadas para los fines que la investigacion del C. D. Gabriel Alvarado Cirdenas requicra

para su estudio y publicacién.

Firma de consentimiento

Paciente Testigo

Mérida, Yucatén, México de de20__.



Anexo 3

Fotografia 1. Colocaciéa de la muestra amplificada para la electroforesis en gel de
agarosa al 1%

(Laboratorio de Microhiologia Oral y Binlagia Molecular. FOUADY)

Fotogeafia 2. Cepa de referencia ATCC 25586 de Fusobacteriam nucleatum

iLabormaue de Miccobiologia Oral y Biolofa Molecular. FOUADY)



Anexo 4

Figura 1. F.nucleatum aislada en conductos con periodantitis apical erénica

3, 81%

w Positivas

 Negativas

Fueniz: Trabajo de investigacion: Ideanficacitn mofccular de Fusobacrerium nucleamm en pacienies con
periodontits apical crdnica del Posgrado de Endedoncia de Ia Universidad Audnoma de Yucatdn.
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