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RESUMEN

El tratamiento de conductos radiculares presenta un indice de fracaso, segun
publicaciones intemacionales, entre el 5 y 10%. En gran proporcién de éstos
(del 24 al 77%), se han identificado bacterias de la especie Enterococcus
faecalis. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de
Enterococcus faecalis en conductos de dientes con tratamiento radicular

fracasado efectuado en pacientes de la ciudad de Ménda, Yucatan, México.

Este es un estudio observacional, transversal y descriptivo. Se estudiaron 34

muestras de DNA obtenidas de conductos radiculares de dientes con

de conductos a los cuales se les aplicd la
técnica de Reaccién de la cadena de polimerasa (PCR) para la identificacion

molecular de Enterococcus faecalis.

El Enterococcus faecalis fue encontrado en el 26.47%, en el grupo de dientes
que presentaban fracaso de terapia de conductos radiculares en Mérida,
Yucatén. Este resultado coincide con los trabajos publicados que demuestran

su alta frecuencia en otras ubicaciones geograficas.
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1. INTRODUGCION

Planteamiento del problema

Uno de los problemas principales del tratamiento endodontico es la presencia y
permanencia de microorganismos en et interior de los conductos radiculares.
Seglin la Asociacién Americana de Endodoncistas, la Endodoncia es una rama
de la Odontologia que se encarga del estudio de la morfologia, fisiologia y
patologia de la pulpa dental humana y tejidos perirradiculaces. Su estudio y

préctica contiene ciencias basicas y clinicas que incluyen fa biologia de la pulpa

normal, la efiologia, 6 ¥y de e
injurias a la pulpa y las condiciones periadiculares asociadas (American
Association of Endodontists Glossary of terms, 2010).

Los alcances de la Endodoncia incluyen, pero no se limitan, ai diagnéstico

diferencial y tratamiento de dolores orales de origen pulpar y periapical; terapia

de la pulpa vital como el pulpar y la no
quirirgico dei sistema de conductos radiculares con o sin  patologia
perirradicular de origen pulpar y fa obturacién de esos sistemas de conductos
radiculares; remocién quiriirgica selectiva de los tejidos patoldgicos resultantes
de la patologia pulpar; reimplante mtencional y reimplante de dientes

avulsionados; remocion quirirgica de estructuras dentales tales como

y reseccién radicular; retro-

implantes 2 de dentina y esmalte

y con la

restauracién coronal, como preparacién para poste y colocacion del mismo.



Los alcances de la endodoncia son amplios, entre los cuales, el tratamiento de
conductos es uno de los principales (American Association of Endodontists
Glossary of terms, 2010).

€l objetivo del tratamiento de conductos radiculares es mantener a la pieza
dental libre de patologia. Sin embargo, cuando este procedimiento no logra
eliminar microorganismos existentes en el proceso infeccioso, o si estos fueran
inoculados a posteriori, podria presentarse fracaso en el tratamiento.

Aunque se considera que la eliminacién de la infeccién intraconducto redundara
en mayor indice de éxito Ng, en 2007, reporté que el indice de fracasos
fluctuaba del 4 al 69%

Se han reportado cuatro tipos principales de microorganismos en tratamientos
no exitosos: Streptococos spp, Actinomyces spp, Candida albicans y
Enterococcus faecalis. Sin embargo, la mayor frecuencia, tanto en cultivos
como en pruebas moleculares, corresponde al Enterococcus faecalis, por 1o que
su estudio ha despertado mayor interés que otros microorganismos presentes
en esos casos.

El analisis a través de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
representa un valioso auxiliar en la deteccién de la microflora bacteriana,
especialmente la anaerobia, ya que entre sus ventajas destacan la exactitud de
sus resultados, la posibilidad de evitar las dificultades que conlleva realizar el
cultivo de microorganismos anaerobios.

La atencién de fracasos endodénticos en los consultorios dentales es habitual,
por lo tanto, es importante identificar la flora bacteriana persistente en los casos

que requieran retratamiento. Esto permitiria confirmar la ejecucion de los
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protocolos ya establecidos para su eliminacion o, si fuera necesario, disefiar
otro tipo de tratamiento encaminado a su erradicaion.

Con base a lo anteriomente expresado, se plantea el siguiente cuestionamiento
que da pie a este trabajo de investigacion

£Cudl serd la prevalencia de Enterococcus faecaiis en conductos radiculares de
las piezas dentales con fracaso endodéntico de los pacientes que acuden a

consulta a fa clinica del posgrado de Endodoncia de la Facultad de Odantologj

de la Universidad Auténoma de Yucatan. -

Marco teérico

X
==

‘ 5’“{!&/\ 0t BIBLIOTECAS
Las piezas denlarias estan expuestas a diversos agentes que pueden poner en

riesgo su permanencia en el arco dentario. Traumatismos, problemas.
periodontales y caries son considerados los principales eventos nosolégicos
que las afectan. Ademas, la pulpa dental puede sufir inflamacion o necrosis
como resultado de los mismos. En tal caso, la nica alternativa a la extraccion
del diente, sera el tratamiento de conductos radiculares.

La endodoncia es un procedimiento que tiene como finalidad el mantenimiento
de los drganos dentarios en su sitio y en Gptimo estado de salud. Se define
como la rama de la Odontologla que se encarga del estudio de la morfologia,
fisiologia y patologia de la pulpa dental, y los tejidos perirradiculares. Su analisis
y préctica comprenden las ciencias clinicas basicas que incluyen biologia de 1a
pulpa normal, efiologla, diagnéstico, prevencion y tratamiento de las

enfermadades y lesiones pulpares; asi como los eslados perirradiculares afines



(Walton, 2001).
El tratamiento de conductos radiculares, como parte de los alcances de la
endodoncia, se realiza llevando a cabo ef vaciamiento del contenido pulpar del
interior de los conductos radiculares de las piezas dentarias. Posteriormente se
procede a la limpieza y desinfeccion de los mismos y finalmente se relienan los
espacios con materiales que procuran un seliado tanto en el extremo coronal

como el apical (Walton, 2001)

Se considera que el de conductos  radicul
desarrollado aroja actualmente un indice de éxito promedio de 90-95%
(Friedman, 2002). Sin embargo, en la literatura se encuentra una gran
discrepancia en los resultados. En una revision realizada por Friedman, en
2004, encontré porcentajes de éxito que variaron desde el 73% hasta el 97% en
las dltimas 5 décadas.

Los fracasos en los tratamientos de conductos han sido objeto de investigacion
a nivel global. €1 investigador que obtuvo el mas bajo indice de periodontitis
apical cronica, lesion radiolicida derivada de un proceso endoddntico no
exitoso, fue Soikkonen, en 1995, en Finlandia con 16%; Sidaravicius, en 1999,
encontré 35% en Lituania; De Moor, en 2000, registré una prevalencia del
40.4% en Belgica; Kirkevang, en Dinamarca, obtuvo un aproximado de 50% de
fracasos en tratamientos de conductos radiculares en 2001: los fracasos en
Canada registraron un 4% y 51% segun Dugas en 2003. Estos estudios fueron
hechos en poblaciones donde los tratamientos de conductos se realizaron tanto

por dentistas generales como por personal especializado en el 4rea



endodéntica. Es probable que los tratamientos efectuados por dentistas sin la
especializacién correspondiente incurran en menor éxito a largo  plazo.
Gircunstancia que podria incidir en la obtencion de mas ato Indice de fracaso

en la terapia, que si la muestra hubiera sido tomada exclusivamente de

realizados por listas en (Eriksen, 2002)
Segun Friedman, en 1998, el tratamiento de conductos radiculares exitoso debe

incluir la existencia de alguno de los siguientes requisitos:

1 clinica y en la ausencia de signos
como inflamacién. enrojecimiento o fistula en la zona del érgano dentario
tratado. Ausencia de dolor a la percusion sobre la pieza dental, palpacién en la
gingiva y fondo de saco y ausencia de radiolucidez periapical en la radiografia.
2. Normalidad clinica con reduccién de la radiolucidez apical, que se
manifiesta como la ausencia de los signos y sintomas antes mencionados y

reduccién en el tamano de la radiolucidez apical en la radiogratia

3. clinica con o estable, en casos sin
sintomatologia y mantenimiento de la lesion sin crecimiento ni disminucién en
tamaio.

El fracaso de la terapéutica endodéntica puede llevar a la pérdida de la pieza

dental, en todo el Con
base en los requisitos de éxito endodéntico, el fracaso seria un tratamiento de
conductos que presente alguno de los siguientes estados: sintomatologia
dolorosa a la percusion, palpacién o espontdnea, persistencia de tracto

fistuloso, inflamacién posterior a un mes del tratamiento. Asi como también,



aparicién 0 aumento de radiolucidéz apical

Las causas de los fracasos son variadas, resaltando entre las mas frecuentes

las fracturas y presencia de en el 4rea apical
(Friedman, 2002).

La persistencia de fa infeccion intraconducto después de realizado el
tratamiento endodontico, se relaciona con limpieza insuficiente por parte del
operador o de reinfeccién por mal sellado que permitié e ingreso de bacterias
de Ia cavidad oral. En estos casos, los esfuerzos por identificar a los
microorganismos  responsables han revelado un panorama en el que
claramente resaitan unos pocos patégenos (Stuart et al, 2006)

Contrasta con fa periodontitis apical primaria, definida como aquella infeccion en
la cavidad pulpar y zona periapical de origen endodontica, manifiestada

ragiograficamente como una zona radiolicida (Walton, 2001). Se presenta en

ausencia de 6 previo y se por ser una
infeccion polimicrobiana con predominancia de bacterias anaerdbicas estrictas
(Yoshida et al, 1987; Haapasalo, 1989; Sundquist et al, 1989; Baumgardner y
Falker, 1991).

En los casos donde el tratamiento de conductos radiculares fracasd, fas
bacterias anaerobias estrictas representan la minoria de la poblacién y su
aislamiento es menos frecuente. Aquf las bacterias facultativas son la masa
principal de comensales, lideradas con gran ventaja por el Enteracoccus
faecalis, que es el mas frecuentemente aislado. La presencia de este

microorganismo ha sido reportada entre 24 a 77% en estos casos (Molander et



al, 199

undquist et 2, 1998; Hancack et al, 2001; Pinheira et af, 2003)

E) ambiente ecolégico del interior de un conducto radicular, resultado de una
terapia endodéntica, presenta especiales caracleristicas. Se han refirado del
conducto gran parte de los nutrientes y colocado antibacterianos provacando

una seleccién de microorganismos sobrevivientes (Chavez de Paz, 2004)

Ahora, estos exhiben i que al

mismo tiempo que les permiten vivir en estos ambientes, los convertirla en

patégenos potenciales. Conocerlos reviste de gran importancia por la
participacion que podrian tener en ei desarrollo de fracasos en los tratamientos
de conductos (Stuart et al, 2006)

Como se menciond, el Enterococcus faecalis, es el microorganismo mas
frecuentemente aislado en casos de fracaso de tratamiento de conductos. Es un
anaerobio facultativo, Gram positivo. Las céluas de Enteracoccus faecalis son
ovoides o esféricas, y se agrupan en pares o pequefias cadenas, sequn su
estado ambiental. Se sabe que posee la capacidad de crecer en un ambiente
de 6.5% de NaCl, y puede sobrevivir 30 minutos a 60°C en un pH de 9.6
(Portenier et al, 2003). El organismo es resistente a la mayoria de los
medicamentos utiizados intraconducto, y su tolerancia a pH superiores de 11
podria ser la razén del por qué este microorganismo sobrevive al tratamiento
antimicrobiano con hidroxido de calcio (Bystrom et al, 1985). Esta resistencia
probablemente ocurre en virtud de su capacidad de regutar su pH interno con
una eficiente bomba de protones (Evans et al, 2002). El Enterococo faecalis

también puede sobrevivir prolongados periodos de inanicion (Figdor et al,



2003), asi como también, desarrollarse como una monoinfeccion, con ausencia
de sinergismo con otras bacterias (Fabricius et &/, 1982)

Los Enterococos, en general, son bacterias que normalmente forman parte de
la microbiota de la boca y tracto gastrointestinal. Han recibido el reconocimiento
como patégenos humanos potenciales causando el 12% de las infecciones
intrahospitalarias, que incluyen infecciones urinarias, ~intraabdominales y
endocarditis infecciosa (Portenier et al, 2003; Kayaoglu y Orstavik, 2004). Estos
microorganismos pueden crecer y sobrevivir en ambientes aridos de tai manera
que pueden ser detectados en el suelo alimentos, agua, plantas e inclusive en
animales como pajaros e insectos (Facklam et al, 1999).

El género Enterococcus contiene a 23 especies que se subdividen en 5 grupos
basados en su capacidad de interaccion con el manitol, sorbitol y la arginina. EI

Enterococcus faecalis pertenece al mismo grupo del Enterococcus faecium,

mundi y
Este responde negalivamente a la arabinosa y, excepto por algunas variantes
atipicas, es el tnico miembro del grupo que utiiza el piruvato y tolera el telurito
{Molander et al, 1998)
Ha quedado establecido que el Enterococcus faecalis se encuentra en la
cavidad oral, en las infecciones de conductos radiculares y en casos de
tratamientos de conductos fracasados. Posee la habilidad de colonizar el
conducto radicular y sobrevivir en el después de un tratamiento endodontico.
Asi también, podrla tener la capacidad de generar enfermedad pulpar y

periapical en funcion de su capacidad de invadir los tubulos dentinarios y



mantenerse viable en su interior {Stuart et a), 2006).
Respecto al posible mecanismo que explique cémo aste microorganismo puede
sobrevivir dentro de los tubulos dentinarios para reinfectar el conducto obturado
se han desarrollado varios rabajos de investigacion. Love, en 2001, realizé un
estudio en el cual colocs muestras conteniendo Enterocaceus faecalis en caldo
de infusion cerebro-corazén que contenia distintas cantidades de suero humano
por un periodo de 56 dias. Demostié que las células de este microorganismo se
mantenian viables y eran capaces de penetrar en los tubulos dentinarios y
adherirse al colageno tipo | presente en la dentina en presencia de suero
humano (Love, 2001).

Respecto a la medicacién intraconducto con Hidréxido de calcio, que presenta
pH de 125 en las dreas donde hace contacto, Mc Hugh et al, en 2004,
evaluaron el pH necesario para inhibir in vitro su crecimiento y demostraron que
se necesita pH mayor de 11 para la erradicacion de este microorganismo. No
obstante, la ubicacion del Enterococcus faecalis dentro de los tibulos
dentinarios es desconocida por lo que el pH critico por arriba de 11 (umbral de
erradicacion) podria no lograrse. Esto supone la supervivencia y capacidad de
reinfeccion posterior al tratamiento de conductos.

La presencia de Enterococcus faecalis en casos de necrosis pulpar con o sin
periodontitis apical crénica se ha reportado menor que en los casos de

tratamientos radiculares fallidos (Stuart et af, 2006). La explicacion podria ser el

en el ambiente no tratado, generadas

bien sea por la competencia entre especies por los nutrientes del medio, o por



la produccion de sustancias por parte de los micraorganismos anaerobios

estrictos que inhiban el o sup an el

mismo (Stuart et al, 2006).

Ei Enterococcus faecalis posee un gran nimero de tactores de virulencia que le
permiten fa colonizacién, competencia, resistencia en contra de los mecanismos
de defensa del huésped, y la induccion de cambios patologicas generados por

enzimas t6xicas (Portenier ef al, 2003, Kayaoglu y Orstavik, 2004).

Algunos de los factores de virulencia son: sustancia de agregacion (adnesina
bacteriana que convierte fa superficie de la bacteria donadora en una superficie
adherente potencial para las células receptoras) (Portenier et al, 2003
Kayaoglu y Orstavik, 2004), adhesinas o proteinas de superficie (relacionadas

con la formacién de y con la del

(Shankar et al, 1999; Toledo et al, 2001; Hubble et al, 2003), feromonas
sexuales (péptidos que promueven la transferencia conjugativa de plasmidos de
ADN entre las cepas) (Kayaoglu y Orstavik, 2004; Jett et al, 1994), acido
lipoteicoico (polimeros asociados a la pared celular gue estimulan a los
leucacitos a liberar mediadores de la respuesta inflamatoria) (Kayaoglu y
Orstavik, 2004), superoxido extracelular (radicales de oxigeno altamente
reactivos relacionados con el daio tisular y celular) (Kayaoglu y Orstavik, 2004),
gelatinasa (metaloproteinasa extracelular que hidroliza gelatina, colageno,
fibrinégeno, cassina, hemoglobina & inulina) (Kayaoglu y Orslavik, 2004; Jett a1
al, 1994), hialuronidasa {enzima que degrada el &cido hialurénico) (Kayaoglu y

Orstavik, 2004) y hemolisina (codificada por plasmidas, la cual es producida por



cepas f-hemoliticas de Enterococcus faecalis y produce lisis total de los

eritrocitos, ademas de destruir neutréfilos y

(Portenier et af, 2003).

E! potencial de exhibir estos factores le otorga al Enterococcus fagcalis la
capacidad de sobrevivir en medios con pocos nutrientes, asi como la invasién
de areas inaccesibles a la limpieza, imigacién y medicacion intraconducto

(Portenier et al, 2003; Kayaoglu y Orstavik, 2004; Stuart et a/, 2006)

Por consiguiente, posee gran capacidad de supervivencia en la mayoria de los
ambientes hostiles, atn en presencia de hidroxido de calcio (CaOHy). E} CaOH,
es un producto usado como antibacteriano en endodoncia que posee pH de

12.5. Este grado de alcalinidad es para el bacteria

excepto para muy pocos patogenos, entre los cuales se encuentra el
Enterococcus faecalis. Ante este panorama es entendible el por qué, aungue no
es un microorganismo comin en necrasis pulpares, si puede sobrevivir en
casos de tratamientos de canductos no exitosos (Ghavez de Paz, 2004)

Sin embargo, otras especies microbianas se han aislado en tratamientos de
conductos reportados como fracaso. Principalmente, pero con frecuencias
variables, se enconlr6 Actinomyces spp. {Molander et al, 1998; Hancack et al,
2001; Sundavist et al, 1998; Cheung y Ho, 2001; Pinheiro et al, 2003), Candida
albicans (Molander et al, 1998), Streptococcus alfa y no hemoliicos,
Lactobacillus spp., Propionibacterium spp, Candida albicans (Waltimo of a,
1999).

La tenacidad y persistencia de estos microorganismos ha motivado el diseio de



procedimientos de limpieza e irrigacion de conductos radiculares encaminados

a su méaxima La 6n de los mismos conel

diagnéstico y obedece a los hallazgos microbiologicos reportados en la
literatura mundial {Zehnder, 2006).

Las técnicas de aislamiento e identificacion bacteriana han  mejorado
sustancialmente en Jos dltimos 30 aios, sin embargo, existen diferencias entre
paises con respecto a la prevalencia de especies involucradas en las
infecciones endodénticas (Sundavist, 1976; Yoshida et al, 1987; Haapasalo,
1989; Baumgartner y Falkler, 1991; Drucker ef af, 1992; Gomes et al, 1994;
Khemaleelakul et af, 2002). Aunque estas diferencias podrian ser atribuidas a
las metodologias de identificacion, se sospecha de una influencia geografica en
la composicion microbiana de los conductos radiculares  infectados
(Baumgardner et al, 2004). Se desconoce constitucién microbiologica de los
conductos radiculares infectados en la poblacion mexicana y si es semejante a
la encontrada en diferentes areas geograficas del mundo

Los mecanismos de defensa del huésped, predisposicion genética y factores
ambientales tales como calidad del agua, cantidad de gente infectada por las
mismas especies, estrés sicoldgico, tabaquismo, cuidado dental
enfermedades infecciosas padrian ser factores determinantes en la colonizacion
bacteriana de la cavidad oral. Ademés las condiciones climéticas y habitos
alimenticios podrian afectar Ia composicion de la microftara, lo que explicaria las
diferencias en prevalencia de algunas especies (Umeda af al, 1998).

Los factores étnicos {ambién parecen ser factores de influencia. Algunos



estudios demostraron que diferentes grupos étnicos difieren en la presencia de
patégenos periodontales. Umeda et al, (1998) reportaron que los hispanos y

asidtico-americanos mostraban mayor riesgo de presentar Actinobacillus

y P. gingivalis en con grupos
Los afroamericanos mostraron riesgo mayor de presentar P. gingivalis en saliva
y cavidad oral, asi como también, menor riesgo de presentar Treponema

denticola (Ide et al, 2000)

Las diferencias entre los factores de

tanto ambientales como genéticos, podrian explicar las diferencias en
prevalencia de algunos patdgenos orales entre poblaciones. Se ha reportado la
necesitad de un estudio global para determinar las posibles variables y las
condiciones ecolégicas que seleccionan las especies microbianas en
infecciones endodénticas, incluyendo las infecciones persistentes  en
endodoncias fracasadas (Baumgardner et ), 2004)

Para la identificacion de microorganismos, se han utilizado dos métodos, el
cultivo bacteriano y las técnicas moleculares. En el estudio de Molander, en
1998, en un tercio de los casos de relratamiento con periodontitis apical, las
muestras resultaron negativas, sugiriendo que la toma de muestras utilizada
para fa deteccién de especies cultivables no era invariablemente ia 6ptima.

En general, los métodos moleculares son més faciles, mas rapidos y precisos
que los métodos de culivo (Baumgardner, 2004). Debido a su capacidad de
deteccion e identificacion, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha

vuelto una herramienta popular para el andlisis de bacterias en infecciones



endodonticas (Ekins et al, 1994 Bae et al 1997; Conrads et al, 1997,
Baumgardner et al, 2000; Siqueira et al, 2001; Moraes et al, 2002: Siqusira y

Rocas, 2003; Siqueira at af, 2003; Rocas et a/, 2003).

Justificacion

Diversos estudios han dado como resultado que Enterococcus faecalis sea
considerado principal agente sfioldgico de las infecciones endodénticas

secundarias. Debido a la alta prevalencia de este microorganismo en estos

casos, se ha un protocolo de 6n para st
Por olro lado, se sabe que individuos de diferentes regiones del mundo
presentan diferencias en la fiora bucal. Esta discrepancia geografica y étnica
podria influir en el tipo de especies bacterianas presentes en los casas de
conductos con tratamientos fracasados.

En México no se tienen reportes acerca de la prevalencia de Enterococcus
faecafis en los tratamientos radiculares fracasados utiizando métodos

moleculares para su identificacion. La alla frecuencia reportada de este

en motivé a investigar la
prevalencia de este microorganismo en los conductos con fracaso endodontico
en pacientes de la Universidad Auténoma de Yucatan; ya que los datos que se
tienen son de estudios realizados en el extranjero.
Por oo lado, en este estudio se utilizara la prueba de la PCR para la
identificacién de Enterococcus fagcalis, método de identiticacion paco utilizado

en el drea ya que ha ser una de

identificacién molecular rapida, eficiente y de alta sensibilidad



Los resultados de este estudio contribuirdn a establecer la relacién de este
microorganismo con fos casos de fracasos endoddnticos en el estado de

Yucatan.

Objetivo general

Identificar Enteracoccus faecalis en conductos radiculares con tratamiento de
conductos fracasados mediante la técnica de Reaccién de la Cadena de

Polimerasa



Il. MATERIAL Y METODOS
Diseiio
Estudio descriptivo, observacional y transversal,
Definicién del universo
Todas las piezas dentales de pacientes que acudieron a la dlinica del postgrado

de Endodoncia de Ja Universidad Auténoma de Yucatan (UADY) con

diagnéstico de tralamiento de conductos fracasado.

Definicién de las unidades de observacién

Criterios de inclusién

1. Pacientes que aceptaron participar en el estudio.

2. Conductos radiculares con apice maduro.

3. Dientes en los que se pudo llevar a cabo el aislamiento absoluto

Criterios de exclusion

1. Pacientes que recibieron antibioticoterapia dentro de los 3 meses previos a
Ja torna de la muestra

2. Dientes con fractura radicular.

3. Dientes con bolsas periodontales

Criterios de eliminacién

1. Conductos con instrumento fracturado en su interior.

2. Contaminacion de! campo operaterio al momento de extraer la muestra



Tamafio de la muestra y muestreo

Se incluys a todos fos pacientes que acudieron a la clinica de Endodoncia de la
Universidad Auténoma de Yucatn, que fueran diagnosticados con fracaso de
tratamiento de conductos, en el pariodo comprendido del mes de mayo de 2009

a marzo de 2010

Preceptos éticos y riesgos
El paciente fimé una carta de consentimiento informado donde se le notifico
que la investigacion no implicaba riesgo para el paciente ni para el investigador

(Anexo ).

Procedimiento Experimental

Cultivo de la cepa de referencia. Gomo control positivo se utilizé la cepa de
referencia de Enterococcus faecalis ATCC 19433, esta cepa fue cultivada y se
le extrajo el DNA el cual sivi6 como control positivo de la PCR. La cepa
liofilizada fue cultivada en caldo Schaedier a 37°C durante 48 hrs. en
anaerobiosis y posteriormente, se inoculé una porcién del caldo en el medio de
cultivo Agar-Schaedler adicionado con vitamina K y hemina y se incubd durante
8 dias a 37°C en anaerobiosis. Se hizo un frotis de las colonias crecidas y se
fiR6 con la tincion de Gram para observar al microscopio la morfologia

bacteriana propia de Enterococcus faecalis. (Anexo I, fotogratia 1)

Toma de muestra
Se tomaron muestras de 36 piezas dentales de pacientes que acudieron a la

clinica del postgrado de endodoncia de la Universidad Auténoma de Yucatén,



en el periodo comprendido de mayo de 2009 a marzo da 2010, que presentaron
fracaso de tratamiento de conductos. Posterior a la elaboracion de historia
clinica y fima de consentimiento informado, se administré anestesia local al
paciente y se efectué aislamiento absoluto con dique de goma. Se desinfects la
cavidad de acceso y el dique de hule con peréxido de hidrégeno al 3% e
hipoclorito de sodio al 2.5%; posteriormente se inactivo el hipoclorito de sodio
c0n una solucién estél de tiosulfato de sodio al 5%. Se cred un acceso 1ecto y
directo hacia la entrada de los conductos radiculares eliminando toda la caries o
materiales restaurativos que existieran, con fresa de carburo de alta velocidad
esteril

A partir de ese momento se avanzo sin irrigacion i desinfectante alguno hacia
el tercio apical de los conductos radiculares cuidando de refirar gutapercha y
sellador exclusivamente con limas manuales y rotatorias. El material de
obturacién de conductos en el primer tercio radicular se removié usando fresas
Gates Glidden estériles y el malerial apical se recuperd usando limas K-type o
Hedstrom y puntas de papel. En los casos de presencia de poste, éste se
removié empleando vibracion ultrasonica y fresa de carburo de alta velocidad
estéril, No se usaron solventes quimicos para remover el material de obturacion
del interior del conducto. EI material recuperado se transfirié a los viales con

buffer de TE 1X (Tris-HCI 10 mM, EDTA [pH 7.6]1 mM)

Una vez removido el material de obluracién del interior del conducto, se

introdujo, con ayuda de una jeringa de 10 ml, una pequefia cantidad de



solucién salina al canal radicular y se limaron las paredes para obtener imalla
dentinaria infectada,

Posteriormente se introdujeron puntas de papel no. 20 para absorber el
contenido del conducto, posteriommente las puntas de papel conteniendo la
muestra se colocaron en tubos eppendorff que contenian buffer TE 1X y se
llevaron al Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular para su

conservacién a -70°C hasta el momento de proceder a la extraccion del DNA.

Método de PCR. Extraccion de DNA de las muestras obtenidas. Los viales que
contenian las puntas de papel con las muestras se descongelaron hasta
alcanzar temperatura ambiente y la muestra se resuspendio en el buffer TE
agitando en el vorex durante un minuto. Posteriomente la suspension
microbiana se transfirio a un tubo de ependortf y se centrifugé a 4000 pm

durante 2 minutos. Enseguida el precipitado se lavé resuspendiéndolo en 200yl

do agua inyectable estéril y s en las mismas . este
paso se realizo tres veces. Después del ulimo lavado, el precipitado se
resuspendié en 200jil de agua inyectable y se calentd a 95°C por diez minutos,
inmediatamente después se enfrié introduciendo los viales en hielo durante
cinco minutos. El vial se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C, para remover los
desechos celulares asi como las células que no se hubiesen roto. E)
sobrenadante se recolectd en un vial y se le midi6 la cantidad de DNA extraido

mediante espectrofotometria

Técnica de PCR. Amplificacion. Se utiizé el par de oligonuciéotidos especifico

para Enterococcus faecalis, el cual amplifica una secuencia de 310 pb:



PRIMER: EF1 (DNA) - GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG

PRIMER: EF2 (DNA) - CCG TCA GGG GAC GTT CAG

Se preparé una mezcla de reaccion a un volumen final de 50 ml: 5 i de buffer
PCR 10X, 2 il do MgCl; (2 mM), 1 i del nucledtido (2 uM), 1 ul de dNTPs
0.2mM), 0.254 de Taq polimerasa (invitrogen), 1yl del templado de DNA (10ng)
¥ 38.75u de agua inyactable (Anexo I, fotografia 2).

La amplificacion se realizé de acuerdo al siguiente protocolo: calentamiento a
95°C por 2 min. 36 ciclos de 30 seg. a 95°C, 1 min. a 60°C. 1 min. a 72°C y un
ciclo de extension final de 72°C durante 2 min. En cada ampliicacién se incluyé

un control positivo y uno negativo.

Electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos ampliicados se visualizaron
en gel de agarosa al 1.5 % en buffer TBE (Tris-EDTA-Borato de sodio) 1X a un
voltaje constante de corrida de 10 V durante un tiempo de 20 horas. En cada
gel se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb. (Anexo lll, fotogratia 3)
€l gel se tifi6 con bromuro de etidio, posteriormente se observé con la ayuda de

una lampara de fuz Ultravioleta y se procedi a tomar fotografias del resultado,



IIl. RESULTADOS

Se tomaron 36 muestras de conductos radiculares con tratamiento endodéntico
fracasado. Del total de muestras obtenidas, en 34 pudo extraerse el DNA

De las 34 muestras de DNA extraldas y sometidas a la prueba de PCR, 9
(26.47%) resultaron positivas (Anexo V. Gréfica 1)

Las muestras fueron consideradas como positivas, cuando se visualizé el
fragmento de DNA con un peso molecular de 310 pb correspondiente a

Enterococcus faecalis (Anexo |l fotografia 4)



IV. DISCUSION

El éxito de un proceso esté i con su

eiologia, el agente etiolégico en los casos de fracaso endodontico juega un
papel preponderante en el prondstico del retratamiento endodontico. Por esta
razén, se le ha prestado atencion a fa flora bacteriana residente en los casos de

dientes con y se ha una

limitada variedad de agentes bacterianos capaces de sobrevivir en el ambiente
adverso creado en el interior de un conducto obturado (Stuart et al, 2006).

No obstante que, Enterococcus faecalis se encuentra entre los

mas en los fracasos
endodénticos, no ha sido posible demostrar su responsabilidad ya que puede
encontrarse de forma natural en la cavidad oral (Stuart et al, 2006).

Su ata prevalencia en los casos de retratamiento endodéntico ha sido
demostrada en diversos estudios, Molander et al, en 1998, encontré una
prevalencia del 47%; as también Sundavist et al, en 1998, encontro prevalencia
del 38%; Pecuiliene of al, n el 2000, reportd un 70%; el mismo investigador, en
2001, Io reporté en 64%; Hancock et al, en el mismo afio, el 33%; Pinheiro et
al, también en el 2001 y en el 2003, reporté prevalencias del 53% y el 46%
respectivamente.

En este estudio se encontré una prevalencia del 26.47%, semejante a lo
reportado por Engstrom, en 1964, que reportd una prevalencia del 24% y Moller
en 1966, que reportd prevalencia del 28%. Es importante hacer notar que en

estos estudios se utilizaron métodos de cultivo bacteriano,



Estudios en los que se ha empleads a la PCR para la identificacion de
Enterococeus faecalis reportan allas prevalencias, tal es el caso de Siqueira
que encontrd una prevatencia de 77% (Siqueira y Rocas, 2004), y Rocas que
reporté una prevalencia del 67% (Rocas ef al, 2004). La discrepancia entre fos.

resultados reporados, pueden deberse. a las diferencias entre las técnicas de

yal geogrdfica o grupas étnicos
estudiados (Baumgardner ef &), 2004). Esta es una conclusién del autor que no
debe de agregarse ni en sus conclusiones pues estas derivan de su trabajo y no

de otros autores. (Hay que quitaria de agui).



V. CONCLUSIONES

La prevalencia de Enferococcus faecalis fue menor a la encontrada en estudios
similares.
Los resultados de este estudio confimaron la presencia de Enferococcus

fascalis en conductos radiculares con tratamiento endaddatica fracasada, por lo

que es importante llevar a cabo la correcta ejecucion de los protocolos de

limpieza e imigacion durante el

La técnica de la PCR mostré ser una prusba de diagndstico rapida, siempre y
cuando se fleve un estricto control protocolario durante la extraccién del DNA y

la preparacion de la mezcla de reaccion.

Es importante continuar realizando estudios de este tipo que contribuyan a

establecer Ia prevalencia de este microorganismo en nuestro pais.
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VIl. ANEXOS

ANEXO |
Matriz para la operacionalizacin de variables
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ANEXO Il
Hoja de consentimiento informado
“Deteccion molecular da Enterococcus (aecalis en conduclos radiculares con fracaso
endodéntica™

Investigador respansable: Marco Antonio Hamirez Salomén

A quien corresponda:

Por este medio, hago constar que he sido cabalmente informado (a) y day mi
cansentimiento para que se realice un cultivo microbiolgico a las muestras tomadas
de mis piezas dentales sometidas a tratamiento endodontico en la Clinica de
Endadoncia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Yucatan. Se
me ha informado que al participar en esta investigacion o existe riesgo para mi salud
i para mi integridad fisica

€l resultado de los datos obtenidos, radiografias y fotografias que se tomen podran ser
utilizadas para los fines que la investigacion def C. D. Marco Antonio Ramirez Salomén
requiera para su estudio y publicacién.

Firma de consentimiento

Paciente Testigo

Mérida, Yucatén, México _ de _ de20_



ANEXO HI
Fotografias
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Fotografia 1. Tincién de Gram de Enterococcus faecalis. (Laboratorio de Microbiologia
Facultad de Odontologia, Universidad Auténoma de Yucatan).

Fotografia 2. Preparacion de fa mezxcla de reaccion para la PCR en la camara de flujo
laminar (Laboratorio de Micrabiologia Facultad de Odontologia, Universidad Auténoma
de Yucatan)



rolo[uh: 3. Colacacién de la mezcla de la PCR amplificada cn gel de agarosa al 1%
(Laboratario de Facultad de Universidad
Rutanoma e Yucatan)

310 pb.

Fotografia 4. Electroforesis en gel de agarosa. Carril 1: marcador de PM de 100 pb,
carril 3 control positivo, 5 muestra de conducto radicular con tratamiento fracasado, se
visualizan fragmentos amplificados con un peso molecular de 310 pb correspondientes
a Enterococcus foecalis, carl 7 control negativo. (Laboratorio de Microbiologia
Facultad de Odontologia, Universidad Autnoma de Yucatan).



ANEXO IV
Gréfica 1. Prevalencia de Enterococcus fagcalis en conductos con tratamiantos

endodénlicas fracasados

M Negativas

B Positivas

Fuente: Muestras de conductos radiculares con fracaso endodéntico obtenidas para el
estudio



