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RESUMEN

Eltratamientodeconductos radiculares presenta un [ndice de fracaso, segun

publicaciones intemacionales, entre el5 y 10"10. En gran proporci6n de estos

(del 24 al n"lo), se han identificado bacterias de la especie Enterococcus

faecalis. EI objetivo de este estudio fue determinar la presencia de

Enterococcus faecalis en conductos de dientes con tratamiento radicular

fracasado efectuado en pacientes de laciudad de Merida, Yucatan, Mexico.

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

muestras de DNA obtenidas de conductos radiculares de dientes con

tratamientos deconductos radiculares fracasados, a los cuales se les aplic61a

tecnica de Reaeci6n de la cadena de polimerasa (PCR) para la identifieaci6n

molecular de Enterococcus faecalis.

EI Enterococcus fsecalis fue encontrado en el 26.47"10, en el grupo de dientes

que presentaban fraeaso de terapia de conduetos radiculares en Merida,

Yucatan. Este resultado coincide con los trabajos publicados que demuestran

su altafrecuencia en otras ubicacionesgeograficas.
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I. INTRODUCCI6N

Planteamiento del problema

Uno de los problemas principalesdel tratamientoendod6nticoesIa presencia y

permanenciademicroorganismosenelinteriordelosconductosradiculares.

Segun la Asociaci6n Americana de Endodoncistas, la Endodoncia es una rama

de la Odonlologia que se encarga del estudio de la morfologia, fisiologia y

patologia de la pulpa dental humana y tejidos perirradiculares. Su estudio y

practica contiene ciencias basicas yclinicas que incluyen la biologia de la pulpa

normal, la etiologia, diagn6stico, prevenci6n y tratamiento de enfermedades e

injurias a la pulpa y las condiciones perirradiculares asociadas (American

Association of Endodontists Glossary of terms, 2010).

Los alcances de la Endodoncia incluyen, perc no se Iimitan, al diagn6stico

diferencialytratamientodedoloresoralesdeorigenpulparyperiapical;terapia

de lapulpavitalcomoel recubrimientopulparylapulpotomia; tratamientono

quirurgico del sistema de conductos radiculares con 0 sin patologia

perirradiculardeorigen pulparylaobturaci6ndeesossistemasdeconductos

radiculares;remoci6nquirurgicaselectivadelostejidospato16gicosresultantes

de la patologia pulpar; reimplante intencional y reimplante de dientes

avulsionados; remoci6n quirurgica de estructuras dentales tales como

apicectomia, bicuspidizaci6n, hemisecci6n y resecci6n radicular; retro-

obturaci6n; implantes endod6nticos; blanqueamiento de dentina y esmalte

decolorado; retratamiento endod6ntico y procedimientos relacionados con la

res1auraci6ncoronal,comopreparaci6nparaposteycolocaci6ndelmismo.



Losalcancesdelaendodonciasonamplios,entreloscuales,eltratamientode

conductos es uno de los principales (American Association of Endodontisls

Glossary of tenns, 2010).

EI objetivo del tratamiento de conductos radiculares es mantener a la pieza

dental Iibre de patologia. Sin embargo. cuando esle procedimiento no logra

eliminarmicroorganismosexistentesenelprocesoinfeccioso,osiestosfueran

inoculados a posteriori, podrfa presentarse fracaso en el tratamiento.

Aunqueseconsideraque la eliminacion de la infeccion intraconductoredundara

en mayor indice de exito Ng, en 2007, reporto que el indice de fracasos

fluctuabadeI4aI69%.

Sehan reportadocuatrotiposprincipalesde microorganismosen 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 10 que

su estudio ha despertado mayorinteres que otros microorganismos presentes

EI analisis a traves de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

representa un valioso auxiliar en la detecci6n de la microflora bacteriana,

especialmente la anaerobia,ya que entre sus ventajas destacan laexactitudde

sus resultados, la posibilidad de evitar las dificultades que conlleva realizar el

cultivodemi~roorganismosanaerobios.

La atenci6n de fracasos endod6ntlcos en los consultorios dentales es habitual,

porlotanto,esimportanteidentificarlaflorabacterianapersistenteenloscasos

que requieran retratamiento. Esto permitiria confinnar la ejecuci6n de los



protocolos ya establecidos para su eliminacion 0, si fuera necesario, disefiar

otrotipodetratamientoencaminadoasuerradicacion.

Con base a 10 anteriormente expresado, se plantea el siguiente cuestionamiento

queda pie aestetrabajo de investigacion:

l.Cual sera la prevaJencia de Enterococcus faeca/is en conductos radiculares de

las piezas dentales con fracaso endod6ntico de los pacientes que acuden a

consulta a la clinica del posgrado de Endodoncia de la Facultad d2.;21~~mBl~Rl,f\i II.\I~ftfi

de la Universidad Aut6noma de Yucatan.

Marco te6rico

Las piezas dentarias estan expuestas a diversos agentes que pue~~~E~~~~'I~UTEI:AS

riesgo su permanencia en el arco dentario. Traumatismos. problemas

periodontalesycariessonconsiderados los principaleseventos nosol6gicos

que las afectan. Ademas, la pulpa dental puede sufrir inflamaci6n 0 necrosis

como resultado de los mismos. En tal caso, la unica altemativa a la exlraccion

deldiente,seraeltratamientodeconductosradiculares.

La endodoncia es un procedimiento que tiene como finalidad el mantenimiento

de los 6rganos dentarios en su sitio y en optimo estado de salud. Se define

como la rama de la Odontologfa que seencarga del estudio de la morfologia,

fisiologfaypatologfa de la pulpa dental, ylostejidosperirradiculares. Su analisis

ypracticacompr.enden las ciencias clfnicas basicas que incluyen biologfa de la

pulpa normal, etiologfa, diagn6stico, prevenci6n y tratamiento de las

enfermedadesy lesiones pulpares; asrcomolos estadosperirradicularesafines



(Walton, 2001).

EI tratamiento de conductos radiculares, como parte de los alcances de la

endodoncia, se realiza lIevando a cabo el vaciamiento delcontenido pulpar del

interiordelosconductos radicularesde las piezas dentarias. Posteriormentese

procedealalimpiezaydesinfecci6ndelosmismosyfinalmenteserellenanlos

espacioscon materialesque procuran un selladotanto en el extremo coronal

comoel apical (Walton, 2001).

Se considera que el tratamiento de conductos radiculares correctamente

desarrollado arroja actualmente un indice de exito promedio de 90-95%

(Friedman, 2002). Sin embargo, en la Iiteratura se encuentra una gran

discrepancia en los resultados. En una revisi6n realizada por Friedman, en

2004, encontr6 porcentajes de exito que variaron desde el 73% hasta el 97% en

lasultimas5decadas.

Losfracasosen lostratamientosdeconductoshansidoobjetodeinvestigacion

a nivel global. EI investigadorque obtuvo el mas bajo Indice de periodontitis

apical cronica, lesi6n radiolucida derivada de un proceso endod6ntico no

exitoso, fue Soikkonen, en 1995, en Finlandia con 16%; Sidaravicius, en 1999,

encontro 35% en Lituania; De Moor, en 2000, registro 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 44% y 51% segun Dugas en 2003. Estos estudios fueron

hechosenpoblacionesdondelostratamientosdeconductosserealizarontanto

por dentistas generales como por personal especializado en el area



endod6ntica. Es probable que los tratamientos efectuados pordentistas sin la

especializaci6n correspondiente incurran en menor exito a largo plazo.

Circunstancia que podria incidiren la obtenci6n de mas alto indice de fracaso

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

tratamientos realizados por especialistas en endodoncia (Eriksen, 2002).

SegunFriedman, en 1998,eltratamientodeconductosradicularesexitosodebe

incluirlaexistenciadealgunodelossiguientesrequisitos:

1. Normalidad c1fnica y radiografica, consistente en la ausencia de signos

como inflamaci6n, enrojecimiento 0 fistula en la zona del 6rgano dentario

tratado. Ausencia de dolor a la percusi6n sobre la piezadental, palpaci6n en la

gfngivayfondo de saco y ausencia de radiolucidez periapical en laradiografia.

2. Normalidad clinica con reducci6n de la radiolucidez apical, que se

manifiesta como la ausencia de los signosy sfntomas antes mencionados y

reducci6neneltamaiiodelaradiolucidezapicalenlaradiografia.

3. Normalidad clinica con radiolucidez persistente 0 estable, en casos sin

sintomatologfa y mantenimiento de la lesi6n sin crecimiento ni disminuci6n en

EI fracaso de la terapeutica endod6ntica puede lIevar ala perdida de la pieza

dental, impaetando negativamente en todo el funcionamiento masticatorio. Con

base en los requisitos de exitoendod6ntico, elfracaso seria un tratamiento de

conduetos que presente alguno de los siguientes estados: sintomatologfa

dolorosa a la percusi6n, palpaci6n 0 espontanea, persistencia de tracto

fistuloso, inflamaci6n posterior a un mes del tratamiento. As! como tambien,



aparici6n o aumento de radiolucidezapical.

Lascausasdelosfracasossonvariadas, resaltandoentre las masfrecuentes

las fracturas radiculares y presencia de microorganismos en el area apical

(Friedman,2002).

La persistencia de la infecci6n intraconducto despues de realizado el

tratamiento endod6ntico, se relaciona con limpieza insuficiente por parte del

operadorodereinfecci6npormalselladoquepermiti6elingresodebacterias

de la cavidad oral. En estos casos, los esfuerzos por identificar a los

microorganismos responsables han revelado un panorama en el que

claramenteresaltanunospocospat6genos(Stuartetal,2006).

Contrastaconlaperiodontitisapicalprimaria,definidacomoaquellainfecci6nen

la cavidad pUlpar y zona periapical de origen endod6ntica, manifiestada

radiograticamente como una zona radiolucida (Walton, 2001). Se presenta en

ausencia de tratamiento endod6ntico previa y se caracteriza por ser una

infecci6npolimicrobianaconpredominanciadebacteriasanaer6bicasestrictas

(Yoshida et ai, 1987; Haapasalo, 1989; Sundqvist et ai, 1989; Baumgardner y

Falker, 1991).

En los casos donde el tratamiento de conductos radiculares fracas6, las

bacterias anaerobias estrictas representan la minorfa de la poblaci6n y su

aislamiento es menos frecuente. Aquf las bacterias facultativas son la masa

principal de comensales, lideradas con gran ventaja por el Enterococcus

faecalis, que es el mas frecuentemente aislado. La presencia de este

microorganismo ha side reportada entre 24 a 77% en estos casos (Molander at



aI, 1998; Sundqvist etal, 1998; Hancock etal, 2001; Pinheiro et aI, 2003).

EI ambiente ecol6gico del interior de un conducto radicular, resultado de una

terapia endod6ntica, presenta especiales caracteristicas. Se han retirado del

conductogran parte de losnutrientesycolocadoantibacterianosprovocando

una selecci6n de microorganismos sobrevivientes (Chavez de Paz, 2004).

Ahora, estos microorganismos exhiben caracterfsticas especializadas que al

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

pat6genos potenciales. Conocerlos reviste de gran importancia por la

participaci6n que podrfantenereneldesarrollo defracasos en lostratamientos

deconductos(Stuartetal,2006).

Como se mencion6, el Enterococcus taecalis, es el microorganismo mas

frecuentementeaisladoencasosdefracasodetratamientodeconductos.Esun

anaerobio facultativo, Gram positivo. Las celulas de Enterococcus taecalis son

ovoides 0 esfericas, y se agrupan en pares 0 pequeiias cadenas, segun su

estadoambiental. Sesabe queposee lacapacidaddecreceren un ambiente

de 6.5% de NaCI, y puede sobrevivir 30 minutos a 60°C en un pH de 9.6

(Portenier et aI, 2003). EI organismo es resistente a la mayorfa de los

medicamentos utilizados intraconducto, ysu tolerancia a pH superiores de 11

podrfaserla raz6n del porqueestemicroorganismosobrevivealtratamiento

antimicrobiano con hidr6xido de calcio (Bystrom etal, 1985). Esta resistencia

probablementeocurreenvirtuddesu capacidadde regularsu pH intemocon

una eficiente bomba de protones (Evans et aI, 2002). EI Enterococo taecalis

!ambien puede sobrevivir prolongados periodos de inanici6n (Figdor et aI,



2003), asi como tambien, desarrollarse como una monoinfecci6n, con ausencia

de sinergismo con otras bacterias (Fabriciusetal, 1982).

Los Enterococos, en general, son bacterias que normalmente forman parte de

la microbiota de la bocaytractogastrointestinal. Hanrecibido elreconocimiento

como pat6genos humanos potenciales causando e112% de las infecciones

intrahospitalarias, que incluyen infecciones urinarias, intraabdominales y

endocarditis infecciosa (Portenier et ai, 2003; Kayaoglu y Orstavik, 2004). Estos

microorganismospuedencrecerysobrevivirenambientesaridosdetalmanera

que pueden serdetectados en el suelo alimentos, agua, plantas e inclusive en

animalescomopajaroseinsectos(Facklametal,1999).

Eigenero Enterococcuscontienea23especiesquesesubdividen en 5 grupos

basadosensucapacidaddeinteracci6nconel manitol, sorbitol y laarginina. EI

Enterococcus faecalis pertenece al mismo grupo del Enterococcus faecium,

Enterococcus casseliflavus, Enterococcus mundii y Enterococcus gallinarium.

Este responde negativamente a la arabinosa y, excepto poralgunas variantes

atipicas, esel unicomiembro del grupo que utilizael piruvatoytoleraeltelurito

(Molanderetal,1998).

Ha quedado establecido que el Enterococcus faecalis se encuentra en la

cavidadoral,enlasinfeccionesdeconductosradicularesyencasosde

tratamientos de conductos fracasados. Posee la habilidad de colonizar el

conducto radiculary sobrevivir en el despues de un tratamiento endod6ntico.

Asi tambien, podrfa tener la capacidad de generar enfermedad pulpar y

periapical en funci6n de su capacidad de invadir los tubulos dentinarios y



mantenerseviableensuinterior(Stuartetal,2006).

Respecto al posible mecanisme que explique c6mo esle microorganismo puede

sobrevivirdentrode lostubulos dentinarios para reinfectarel conduclo obturado

se han desarrollado varios trabajos de investigaci6n. Love, en 2001, realiz6 un

esludioen elcualcoloc6 muestrasconteniendo Enlerococcusfaecalisen caldo

de infusi6ncerebro-coraz6nque contenfadistintascantidadesde suerohumano

porunperiodode56dias.Demostr6quelascelulasdeestemicroorganismose

mantenian viabies y eran capaces de penetrar en los tubulos dentinarios y

adherirsealcolagenotipolpresenteenladentinaenpresenciadesuero

humano(Love, 2001).

Respecto a la medicaci6n intraconducto con Hidr6xido de calcio, que presenta

pH de 12.5 en las areas donde hace contacto, Mc Hugh et at, en 2004,

evaluaron el pH necesario para inhibir in vitro su crecimiento y demostraron que

se necesita pH mayor de 11 para la erradicaci6n de este microorganismo. No

obstante, la ubicaci6n del Enterococcus faecafis dentro de los tubulos

dentinariosesdesconocidaporloqueelpHcriticoporarribade 11 (umbralde

erradicaci6n) podria no lograrse. Esto supone la supervivencia y capacidad de

reinfecci6nposterioraltratamientodeconductos.

La presencia de Enterococcus faeca/isen casas de necrosis pulpar con 0 sin

periodontitis apical cr6nica se ha reportado menor que en los casas de

tratamientoS'radicularesfallidos(Stuarteta/,2006). Laexplicaci6npodriaserel

antagonismo microbiano en el ambiente intraconducto no tratado, generadas

bien sea porlacompetenciaentre especies por los nutrientesdeImedio, opor



la producci6n de sustancias por parte de los microorganismos anaerobios

estrictos (bacteriocinas) que inhiban el crecimiento 0 su permanencia en el

mismo (Stuart etal,2006).

EIEnterococcusfaecalisposeeungrannumerodefactoresdevirulenciaquele

permiten la colonizaci6n, competencia, resistencia en contra de los mecanismos

de defensadel huesped,yla inducci6n de cambios patol6gicos generadospor

enzimas t6xicas (Portenier et ai, 2003, Kayaoglu y Orstavik, 2004).

Algunos de los factores de virulencia son: sustancia de agregaci6n (adhesina

bacteriana que convierte la superficie de la bacteria donadora en unasuperficie

adherente potencial para las celulas receptoras) (Portenier et ai, 2003;

Kayaoglu y Orstavik, 2004), adhesinas 0 protefnas de superficie (relacionadas

con la formaci6n de biopelfculas y con la adherencia del microorganismo)

(Shankar et ai, 1999; Toledo et ai, 2001; Hubble et ai, 2003), feromonas

sexuales (peptidosquepromueven latransferenciaconjugativa deplasmidosde

ADN entre las cepas) (Kayaoglu y Orstavik, 2004; Jell et ai, 1994), acido

Iipoteicoico (polfmeros asociados a la pared celular que estimulan a los

leucocitos a Iiberar mediadores de la respuesta inflamatoria) (Kayaoglu y

Orstavik, 2004), super6xido extracelular (radicales de oxfgeno allamente

reactivosrelacionadosconeldanotisularycelular) (KayaogluyOrstavik,2004),

gelatinasa (metaloproteinasa extracelular que hidroliza gelatina, colageno,

fibrin6geno, caseina, hemoglobinae inulina) (KayaogluyOrstavik, 2004; Jell et

ai, 1994),hialuronidasa (enzimaquedegradael acidohialur6nico) (Kayaogluy

Orstavik,2004)yhemolisina(codificadaporplasmidos,lacualesproducidapor



cepas l3-hemoliticas de Enterococcus faecalis y produce lisis total de los

eritrocitos, ademas de destruir polimorfonucleares neutrofilos y macrofagos)

(Portenieretal,2oo3).

EI potencial de exhibir estos factores Ie otorga al Enterococcus fascalis la

capacidad de sobreviviren medioscon pocosnutrientes, asicomola invasion

de areas inaccesibles ala limpieza, irrigacion y medicacion intraconducto

(Portenier et ai, 2003; Kayaoglu y Orstavik, 2004; Stuart et ai, 2006).

Porconsiguiente, posee gran capacidad de supervivencia en la mayoria de los

ambientes hostiles, aun en presencia de hidroxido de calcio (CaOH2). EI CaOH2

es un producto usado como antibacteriano en endodoncia que posee pH de

12.5. Este grade de alcalinidad es desfavorable para el crecimiento bacteriano.

excepto para muy pocos patogenos, entre los cuales se encuentra el

Enterococcusfaecalis. Anteestepanoramaesentendibleel porque.aunqueno

es un microorganismo comun en necrosis pulpares. si puede sobrevivir en

casos de tratamientos de conductos no exitosos (Chavez de Paz, 2004).

Sin embargo, otras especies microbianas se han aislado en tratamientos de

conductos reportados como fracaso. Principalmente, perc con frecuencias

variables, se encontro Actinomyces spp. (Molander et ai, 1998; Hancock st ai,

2001; Sundqvist et ai, 1998; Cheung y Ho, 2001; Pinheiro et ai, 2003), Candida

albicans (Molander et ai, 1998), Streptococcus alfa y no hemoliticos,

Lactobacillus spp., Propionibacterium spp. Candida albicans (Waltimo et ai,

1999).

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



procedimientosdelimpiezaeirrigaci6ndeconductosradicularesencaminados

a su maxima erradicaci6n. La sistematizaci6n de los mismos corresponde con el

diagn6stico y obedece a los hallazgos microbiol6gicos reportados en la

literatura mundial (Zehnder, 2006).

Las tecnicas de aislamiento e identificaci6n bacteriana han mejorado

sustancialmenteen los ultimos 30aiios, sin embargo, existen diferenciasentre

parses con respecto ala prevalencia de especies involucradas en las

infecciones endod6nticas (Sundqvist, 1976; Yoshida et ai, 1987; Haapasalo,

1989; Baumgartner y Falkler, 1991; Drucker et ai, 1992; Gomes et ai, 1994;

Khemaleelakul etal, 2002). Aunque estas diferencias podrian seratribuidas a

lasmetodologfasdeidentificaci6n,sesospechadeunainfluenciageograticaen

la composici6n microbiana de los conductos radiculares infectados

(Baumgardner etal, 2004). Se desconoce constituci6n microbiol6gica de los

conductosradicularesinfectadosenlapoblaci6nmexicanaysiessemejantea

laencontradaendiferentesareasgeograficasdelmundo.

Los mecanismos de defensa del huesped, predisposici6n genetica yfactores

ambientales tales como calidad del agua, cantidaddegenteinfectadaporlas

mismas especies, estres sicol6gico, tabaquismo, cuidado dental y

enferrnedadesinfecciosaspodrfanserfactoresdeterrninantesenlacolonizaci6n

bacteriana de la cavidad oral. Ademas las condiciones climaticas y habitos

alimenticiospodrranafectarlacomposici6ndelamicroflora,1o que explicaria las

diferenciasenprevalenciadealgunasespecies(Umedaetal,1998).

Los factores etnicos tambien parecen ser factores de influencia. Algunos



estudiosdemostraronquediferentesgruposetnicosdifierenenla presencia de

pat6genos periodontales. Umeda et aI, (1998) reportaron que los hispanos y

asiatico-americanos mostraban mayor riesgo de presentar Actinobacillus

actinomycetemcomitans y P. gingivalis en comparaci6n con grupos caucasicos.

Los afroamericanos mostraron riesgo mayor de presentar P. gingivalis en saliva

y cavidad oral, as! como tambien, menor riesgo de presentar Treponema

denticola(lde etal,2oo0).

Las diferencias entre los factores determinantes de colonizaci6n microbiana,

tanto ambientales como geneticos, podrian explicar las diferencias en

prevalencia de algunos pat6genos orales entre poblaciones. Se ha reportado la

necesitad de un estudio global para determinar las posibles variables y las

condiciones ecol6gicas que seleccionan las especies microbianas

infecciones endod6nticas, incluyendo las infecciones persistentes en

endodonciasfracasadas(Baumgardneretal,2004).

Para la identificaci6n de microorganismos, se han utilizado dos metodos, el

cultivo bacteriano y las tecnicas moleculares. En el estudio de Molander, en

1998, en un tercio de los casosde retratamiento con periodontitis apical, las

muestras resuitaron negativas, sugiriendo que la toma de muestras utilizada

para ladetecci6n de especies cultivables no era invariablementela6ptima.

En general, los metodos moleculares son mas faciles, mas rapidos y precisos

que los metodos de cultivo (Baumgardner, 2004). Debido a su capacidad de

detecci6n e identificaci6n, la Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR) se ha

vueito una herramienta popular para el analisis de bacterias en infecciones



endod6nticas (Elkins et aI, 1994; Bae et aI, 1997; Conrads et ai, 1997;

Baumgardner et aI, 2000; Siqueira et aI, 2001; Moraes et ai, 2002; Siqueira y

Rocas, 2003; Siqueira et aI, 2003; Rocas et aI, 2003).

Justiflcaci6n

Diversos estudios han dado como resultado que Enterococcus faecafis sea

considerado principal agente etiol6gico de las infecciones endod6nticas

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

casos, sehaeslablecido un protocolodedesinfecci6n parasu erradicaci6n.

Por olro lado, se sabe que individuos de diferenles regiones del mundo

presenlan diferencias en la flora buca!. Esta discrepancia geogratica y elnica

podrfainfluirenellipodeespeciesbaclerianaspresenlesenloscasosde

conduclos con Iralamienlosfracasados.

En Mexico no se tienen reportes acerca de la prevalencia de Enterococcus

faecalis en los Iralamienlos radiculares fracasados utilizando melodos

moleculares para su idenlificaci6n. La alta frecuencia reportada de esle

microorganismo en Iratamienlos radicularesfracasados moliv6 a investigarla

prevalencia de este microorganismoen los conduclos con fracasoendod6nlico

en pacientesde la Universidad Aul6noma de Yucatan; ya que los datosquese

tienen son de esludios realizados en el extranjero.

Por otro lado, en esle esludio se ulilizara la prueba de la PCR para la

identificaci6n de Enterococcus faecafis, melodo de identificaci6n poco utilizado

en el area odontol6gica, ya que ha demostrado ser una herramienta de

identificaci6nmolecularrapida, eficienleyde alIa sensibilidad.



Los resultados de este estudio contribuiran a establecer la relaci6n de este

microorganismo con los casos de fracasos endod6nticos en el estado de

Yucatan.

Objetivo general

Identificar Enterococcus faecalis en conductos radiculares con tratamiento de

conductos fracasados mediante la tecnica de Reacci6n de la Cadena de

Polimerasa



II. MATERIAL Y METODOS

Diseno

Estudiodescriptivo,observacionalytransversal.

Definicion del universo

lodas las piezas dentales de pacientesque acudieron a lacHnica del postgrado

de Endodoncia de la Universidad Aut6noma de Yucatan (UADY) con

diagn6stico de tratamiento de conductosfracasado.

Definicion de las unidades de observacion

Criterios de inclusion

1. Pacientesqueaceptaronparticiparenelestudio.

2. Conductosradicularesconapicemaduro.

3. Dientesen los que se pudo lIevaracaboelaislamientoabsoluto.

Criterios de exclusion

1. Pacientesque recibieron antibioticoterapia dentro de los 3 mesespreviosa

2. Dientes con fractura radicular.

3. Dientesconbolsasperiodontales.

Criterios de .eliminaclon

1. Conductosconinstrumentofracturadoensuinterior.

2. Contaminaci6n del campo operatorio al momento de extraer la muestra.



Tamaiio de la muestra y muestreo

Se incluyo atodoslospacientesqueacudieron a laclfnicade Endodonciade la

Universidad Autonoma de Yucatan, que fueron diagnosticados con fracaso de

tratamiento de conductos, en el periodo comprendido del mes de mayo de 2009

Preceptos eticos y riesgos

EI paciente firm6 una carta de consentimiento informado donde se Ie notific6

quelainvestigaci6nnoimplicabariesgoparaelpacienteniparaelinvestigador

(Anexoll).

Procedimiento Experimental

Cultivo de la cepa de referencia. Como control positivo se utiliz61a cepa de

referencia de Enterococcus faecalis ATCC 19433, esta cepa fue cultivada y se

Ie extrajo el DNA el cual sirvi6 como control positivo de la PCR. La cepa

liofilizada fue cultivada en caldo Schaedler a 37°C durante 48 hrs. en

anaerobiosisyposteriormente, se inocul6 unaporci6n delcaldo en el mediode

cultivo Agar-Schaedler adicionado con vitamina K y hemina y se incub6 durante

8 dfas a 37°C en anaerobiosis. Se hizo un frotis de las colonias crecidas y se

tiM con la tinci6n de Gram para observar al microscopio la morfologfa

bacteriana propia de Enterococcus faecalis. (Anexo III, fotograffa 1).

Toma de mu'estra

Setomaron muestras de 36 piezas dentales de pacientesque acudieron a la

cllnica del postgrado de endodoncia de la Universidad Aut6noma de Yucatan,



en el periodo comprendido de mayo de 2009 a marzo de 2010, que presentaron

clinica y firma de consentimiento informado, se administr6 anestesia local al

pacienteyseefectu6aislamientoabsolutocondiquedegoma.Sedesinfect61a

cavidad de acceso y el dique de hule con per6xido de hidr6geno al 3% e

hipoclorito de sodio al 2.5%; posteriormente se inactiv6 el hipoclorito de sodio

con unasoluci6n estenl de tiosulfato de sodio al 5%. Secre6unacceso rectoy

directohacialaentradadelosconductosradiculareseliminandotodalacarieso

materiales restaurativosque existieran, con fresa de carburode altavelocidad

estaril.

A partirdeese momento se avanz6 sin irrigaci6n nidesinfectante algunohacia

el tercio apical de losconductos radiculares cuidando de retirargutaperchay

sellador exclusivamente con limas manuales y rotatorias. EI material de

obturaci6ndeconductosenelprimertercioradicularseremovi6usandofresas

Gates Glidden estariles y el material apical se recuper6 usando limas K-type 0

Hedstrom y puntas de papel. En los casos de presencia de poste, aste se

removi6empleandovibraci6n ultras6nicayfresa de carburo de altavelocidad

estaril. No se usaron solventes quimicos para remover el material de obturaci6n

del interior. del conducto. EI material recuperado se transfiri6 a los viales con

buffer de TE 1X (Tris-HCI10 mM, EDTA [pH 7.6]1 mM).

Una vez removido el material de obturaci6n del interior del conducto, se

introdujo, con ayuda de una jeringa de 10 ml., una pequeiia cantidad de



soluci6n salinaal canal radicularyse limaron las paredes para obtenerlimalla

dentinariainfectada.

Posteriormente se introdujeron puntas de papel no. 20 para absorber el

contenido del conducto, posteriormente las puntas de papel conteniendo la

muestra se colocaron en tubos eppendorff que contenian buffer TE 1X Y se

lIevaron al Laboratorio de Microbiologia y Biologfa Molecular para su

conservaci6n a -70°C hasta el momenta de proceder ala extracci6n del DNA.

Metodo de PCR. Extracci6n de DNA de las muestras obtenidas. Los viales que

contenfan las puntas de papel con las muestras se descongelaron hasta

alcanzar temperatura ambiente y la muestra se resuspendi6 en el buffer TE

agitando en el vortex durante un minuto. Posteriormente la suspensi6n

microbiana setransfiri6 a un tuba de ependorff y se centrifug6 a 4000 rpm

durante 2 minutos. Enseguidaelprecipitadose lav6 resuspendiendolo en 200~1

de agua inyectable esterilysecentrifugandoloen lasmismascondiciones,este

paso se realiz6 tres veces. Despues del ultimo lavado, el precipitado se

resuspendi6en200~ldeaguainyectableysecalent6a95°Cpordiezminutos,

inmediatamente despues se enfri6 introduciendo los viales en hielo durante

cinco minutos. EI vial se centrifug6 a 10,000 rpm a 4°C, para remover los

desechos celulares asi como las celulas que no se hubiesen roto. EI

sobrenadante se recolect6 en un vial y se Ie midi6 la cantidad de DNA extraido

medianteespectrofotometria.

Tecnica de PCR. Amplificaci6n. Se utiliz6 el par de oligonucleotidos especifico

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



PRIMER: EFl (DNA) - GTI TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG

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

Se prepar6 una mezcla de reacci6n a un volumen final de 50 ml: 5 III de buffer

PCR lOX, 2 III de MgCI2 (2 mM), 1 III del nucle6tido (211M), 1 III de dNTPs

0.2mM), 0.25111 de Taq polimerasa (invitrogen), 1111 del templado de DNA (lOng)

Y38.75111 de agua inyectable (Anexo III,fotografia2).

La amplificaci6n se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo: calentamientoa

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

cicio de extensi6n final de 72°C durante 2 min. En cada amplificaci6n se incluy6

uncontrolpositivoyunonegativo.

Electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos amplificados se visualizaron

en gel de agarosa all.5 % en bufferTBE (Tris-EDTA-Borato de sodio) lX a un

voltaje constante de corrida de 10 V durante un tiempo de 20 horas. En cada

gel se utiliz6 un marcadorde peso molecular de 100pb. (Anexolll,fotografia3)

EI gel se tiiio con bromurodeelidio, posteriormenleseobserv6con laayudade

una lampara de luzUltraviolelayse procedi6alomarfolografias delresultado.



III. RESULTADOS

Se lomaron 36 mueslras de conduclos radiculares con lralamienlo endod6nlico

fracasado. Dellotal de mueslras obtenidas, en 34 pudo extraerse el DNA.

De las 34 mueslras de DNA extrafdas y sometidas a la prueba de peR, 9

(26.47%) resultaron posilivas (Anexo IV. Grafica 1).

Las mueslras fueron consideradas como positivas, cuando se visualiz6 el

fragmenlo de DNA con un peso molecular de 310 pb correspondienle a

Enterococcus faecalis(Anexo II/,folograffa 4).



IV.DISCUSI6N

EI exito de un proceso terapeutico esta relacionado fntimamente con su

etiologia,elagenteetiol6gicoenloscasosdefracasoendod6nticojuegaun

papel preponderante en el pron6stico del retratamiento endod6ntico. Poresta

raz6n,selehaprestadoatenci6nalaflorabacterianaresidenteenloscasosde

dientes con tratamientos radiculares fracasados y se ha encontrado una

limitadavariedaddeagentesbacterianoscapacesdesobrevivirenelambiente

adverso creado en el interior de un conducto obturado (Stuartetal,2006).

No obstante que, Enterococcus faecalis se encuentra entre los

microorganismos mas frecuentemente encontrados en los fracasos

endod6nticos, no hasido posibledemostrarsu responsabilidad ya que puede

encontrarse de forma natural en la cavidad oral (Stuart etal,2006).

Su alta prevalencia en los casos de retratamiento endod6ntico ha sido

demostrada en diversos estudios, Molander et ai, en 1998, encontr6 una

prevalenciadeI47%;asftambienSundqvistetal,en 1998,encontr6prevalencia

del 38%; Pecuiliene et ai, en el 2000, report6 un 70%; el mismo investigador, en

2001, 10 report6 en 64%; Hancock et ai, en el mismo ano, del 33%; Pinheiro et

ai, tambienen el2001 yen e12003, report6 prevalencias del 53%y el46%

respectivamente.

En este estudio se encontr6 una prevalencia del 26.47%, semejante a 10

reportado porEngstrom, en 1964,quereport6unaprevalenciadel24%yMolier

en 1966, que report6 prevalencia del 28%. Es importante hacer notar que en

estosestudiosseutilizaronmetodosdecultivobacteriano.



Estudios en los que se ha empleado a la peR para la identificaci6n de

Enterococcus faecalis reportan altas prevalencias, tal es el caso de Siqueira

que encontr6 una prevalencia de 77% (Siqueira y Rocas, 2004), y Rocas que

report6 una prevalencia del 67% (Rocas et ai, 2004). La discrepancia entre los

resultados reportados, pueden deberse, a las diferencias entre las tecnicas de

identificaci6n empleadas y a la localizaci6n geografica 0 grupos etnicos

estudiados (Baumgardner etal, 2004). Estaes unaconclusi6n delautorque no

debe de agregarse ni en susconclusionespuesestasderivan de su trabajoyno

deotrosautores. (Hay que qUitarta deaqui).



v. CONCLUSIONES

La prevalencia de Enterococcus faecalis fue menor a fa encontrada en estudios

similares.

Los resultados de este estudio confirmaron la presencia de Enterococcus

faecalis en conductos radiculares con tratamiento endod6ntico fracasado, por 10

que es importante lIevar a cabo fa correcta ejecuci6n de los protocolos de

limpiezaeirrigaci6nintraconductoduranteeltratamientoendod6ntico.

La tecnica de fa peR mostr6 ser una prueba de diagn6stico nlpida, siempre y

cuando se lIeve un estricto control protocolario durante laextracci6n del DNAy

lapreparacion de fa mezclade reaccion.

Es importante continuar realizando estudios de este tipo que contribuyan a

establecerlaprevalenciadeestemicroorganismoennuestropais.
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VII. ANEXOS

ANEXO I

Matrizparalaoperacionalizaci6ndevariables

ISISE MEOICION

B.cteri. del genero
Enterococcus. Es un
baola anaerobio
facultativo, gram

~~~~~:~. 0 ~s~~ric~~I.UI;;
agrupan en pares 0

Pr....nd. de peqU'~iS c.den."

Enterococcus :~~j:nt~I.SU e:~::~ NO

foeCDlis ~::~:::nt~ed~r~;~ ~:

:b~~iVir 3~ minP~e~~
gr.do,Cen un pH de
9.6. (12) (Portenier
endod lopic, 2003).



ANEXO II

Hojadeconsentimientoinformado

Investigadorresponsable:MarcoAntonioRamfrezSalom6n

Aquieneorresponda:

Por este medio, hago eonstar que he sido eabalmente informado (a) Y doy mi

eonsentimienlo para que se realice un eultivo mierobiol6gieo a 1asmueslraslomadas

de mis piezas dentales sometidas a tratamiento endod6ntieo en la Cliniea de

EndodonciadelaFaeultaddeOdontologiade laUniversidadAut6nomadeYueatan.Se

mehainformadoquealpartieiparenestainvestigacionnoexisteriesgoparamisalud

niparamiintegridadfisiea.

Elresultadodelosdatosobtenidos,radiografiasyfotografiasquesetomenpodranser

utilizadasparalosfinesquelainvestigaei6ndelC. D. MareoAntonioRamirezSalomon

requieraparasuestudioypublicaci6n.

Testigo

Merida;Vueatan, Mexieo __de de20__



ANEXO III

Fotogralfas .-_..,..
~- ..-:~

Fotografial. Tinci6n de Gram de fnterococcusfoecolis. (laboratoriodeMicrobiologia
Facultad de Odontologia,Universidad Aut6noma de Yucatan).

Fotograffa2.Preparaci6ndelamezcladereacci6n para la PCR en la camara de flujo
laminar (laboratorio de Microbiologia Facultad de Odontologia, Universidad Aut6noma
deYucatiln).



Fotografia 3.Colocaci6ndela mezclade la PCR amplificada en gel de agarosa a11%
para electroforesis (Laboratoriode Microbiologia Facultad de Odontologia,Universidad
Aut6nomadeYucatan}.

Fotografia4. Electroforesisen gel de agarosa. Carril1: marcadorde PM de 100 pb,
carril 3 control positivo, 5 muestra deconducto radicularcontratamientofracasado,se
visualizanfragmentosamplificadosconunpesomoiecuiarde31Opbcorrespondientes
a Enterococcus loeca/is, carril 7 control negativo. (Laboratorio de Microbiologia
Facultad deOdontologia,Universidad Aut6noma de Yucatan).



ANEXO IV

Grafica 1. Prevalencia de Enterococcus faecalis en conductos con tratamientos

endod6nticosfracasados

Negativas

Positivas

Fuente: Muestrasdeconductosradicularesconfracasoendod6nticoobtenidas para el
estudio.


