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RESUMEN

Enterococcus faecalis (E. faecalis) es una bacteria gram positiva que por su
presencia en el sistema de conductos radiculares con enfermedad endodontica
tanto primaria como secundaria es considerada como uno de las protagonistas en
el fracaso de en el tratamiento de estas condiciones. La alta prevalencia de este
microorganismo en la enfermedad endoddntica es adjudicada a su gran capacidad
de multiresistencia, la creacion de biopeliculas y a su tropismo hacia la
profundidad de los tubulos dentinarios. Esto lo hace un microorganismo versétil
con la capacidad de sobrevivir a ambientes hostiles en el que puede permanecer
por largo tiempo. Objetivo: describir la prevalencia de E. faecalis en conductos de
pacientes con patologias pulpares y periapicales. Materiales y métodos: estudio
observacional de corte transversal en el que a un grupo de 114 personas dividido
en 2 subgrupos de 57 participantes (pulpitis y periodontitis), todos los pacientes de
la clinica de pregrado y posgrado de endodoncia de la facultad de Odontologia de
la Universidad de Cartagena, teniendo en cuenta como criterios de inclusion:
dientes con diagnostico de pulpitis irreversible asintoméatica y patologias
periapicales y de exclusion: dientes con tratamiento de endodontico previamente
iniciado, dientes con conductos calcificados o estrechos, dientes con fracaso de
tratamiento endodontico, dientes con exposicion pulpar. Se les tomaron muestras
del conducto radicular de dientes con enfermedad endoddéntica primaria, la que
luego se cultivd en agar ChromID CPS3 y posteriormente se le extrajo el ADN
para confirmar la especie a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Resultados: la prevalencia global de E. faecalis a través de la prueba de
PCR mostré un porcentaje de 50,8% (ICpos: 41.6% - 59.9%) (58/114). No se
encontré diferencia significativa entre la presencia de E. faecalis de acuerdo al tipo
de patologia endoddntica (P=0,57). Conclusion: la alta prevalencia de E. faecalis
presente en este estudio evidencia la necesidad de implementar nuevas o
mejoradas herramientas en el ambito endodéntico que contribuyan a la creacién
de un ambiente propicio en el cual se disminuyan al maximo las condiciones que
favorezcan la supervivencia de algunos microorganismos con la capacidad de
interferir con el éxito de un tratamiento de conductos radicular.

PALABRAS CLAVE: Enterococcus faecalis; pulpitis; periodontitis periapical.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis (E. faecalis) is a gram positive bacterium that its presence in
the root canal system with both primary and secondary endodontic disease is
considered as one of the protagonists in the failure to treat these conditions. The
high prevalence of this organism in endodontic disease is ascribed to its great
capacity for multidrug resistance, creating biofilms and their tropism toward depth
of dentinal tubules. This makes it a versatile microorganism with the ability to
survive in harsh environments which can remain for long. Objective: To describe
the prevalence of Enterococcus faecalis in ducts of patients with pulp and
periapical pathologies. Materials and methods: An observational cross-sectional
study in which a group of 114 people divided into 2 subgroups of 57 participants
(pulpitis and periodontitis), all patients in the clinical undergraduate and
postgraduate endodontic faculty of Dentistry University of Cartagena, considering
as criteria: asymptomatic teeth diagnosed with irreversible pulpitis and periapical
pathologies and exclusion: endodontic treatment of teeth with previously initiated,
teeth with narrow or calcified canals, teeth with failed endodontic treatment, teeth
pulp exposure. Samples were taken root canal of teeth with primary endodontic
disease, which are then cultured on agar chromIiD CPS3 and was subsequently
extracted DNA to confirm the species through the Chain Reaction (PCR). Results:
The overall prevalence of E. faecalis by PCR test showed a percentage of 50,8%
(ICo.95: 41.6% - 59.9%) (58/ 114). No significant difference between the presence of
E. faecalis according to the type of endodontic pathology (P = 0.57) was found.
Conclusion: The high prevalence of E. faecalis present in this study highlights the
need to implement new or improved tools in the endodontic field that contribute to
creating an environment in which they reduce to the maximum the conditions that
favor the survival of some microorganisms with the capacity to interfere with the
success of a root canals.

KEY WORDS: Enterococcus faecalis; pulpits; periapical periodontitis.



INTRODUCCION

Varias son las enfermedades que llevan a los pacientes a acudir a una consulta
odontoldgica, pero la gran mayoria corresponde a las patologias pulpares y
periapicales, debido probablemente a la sintomatologia dolorosa que las
caracteriza.

La enfermedad pulpar es la respuesta del complejo dentinopulpar en presencia de
un irritante. Diversos estudios indican que si no es atendida a tiempo o en forma
adecuada se extiende a lo largo del conducto, alterandose la circulacion pulpar; lo
que puede llevar a la muerte de la pulpa o necrosis pulpar, con una posterior
complicacion de los tejidos periapicales a través del foramen si esta etapa no se
atiende adecuadamente. Este contenido necrético puede pasar a la region
periapical y ocasionar enfermedades, siendo frecuente la exodoncia de los dientes
afectados cuya ausencia produce disminucién de la funcion local y desviaciéon de
los dientes vecinos. Grossman definié los procesos periapicales como todas
aguellas lesiones de origen endoddntico que involucran a los tejidos periapicales.
Por ello, tanto la enfermedad pulpar como la periapical, han sido sujetas a
innumerables esquemas de diagndstico, sistemas de clasificacién y terminologias
para su correcto tratamiento.

Cualquier lesién de la pulpa puede desencadenar una respuesta inflamatoria de la
misma. Si bien los irritantes pueden ser de naturaleza fisica, térmica o quimica, los
microorganismos son considerados el principal agente etiol6gico. Las patologias

pulpares y periapicales suelen ser un resultado directo o indirecto de la presencia



de bacterias y otros microorganismos en el medio bucal. Dado que los
microorganismos desempefian un papel primordial en la patogénesis de las
lesiones pulpares y perirradiculares, se requieren conocimientos suficientes sobre
éstos en las afecciones endodoénticas, las rutas por las que se difunden, asi como
también la respuesta inmune vy tisular del hospedero; determinando con ello los
diferentes roles de esta microflora en el desarrollo de los eventos infecciosos.

La dinamica de las infecciones del sistema de conductos radiculares ha sido bien
estudiada a lo largo del tiempo. Recientemente, el desarrollo de nuevas técnicas
de cultivo e identificacion de microorganismos, principalmente anaerobios, han
realizado considerables progresos en el esclarecimiento de la etiopatogénesis de
las infecciones endodonticas y la posible naturaleza polimicrobiana de éstas. En
este contexto, se muestra la prevalencia de microorganismos anaerobios, en
donde E. faecalis es la especie aislada con mayor frecuencia.

E. faecalis es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, inmovil y no
esporulado. El tamafio de cada célula oscila entre 0,5 y 0,8 micrémetros y es
habitante normal del tracto gastrointestinal humano. Esta bacteria ha atraido
recientemente la atencion de diversos investigadores porque ha sido identificada
como una causa frecuente de infecciones periapicales. E. faecalis es capaz de
resistir microambientes téxicos, especialmente el generado por el hidroxido de
calcio, el medicamento endodontico méas efectivo y mas usado debido a su efecto
bactericida derivado de su fuerte propiedad alcalina. Por esto, es necesario
conocer si los diferentes métodos existentes para la eliminacion y control de los

eventos infecciosos en el sistema de conductos radiculares son suficientes o si por



el contrario se requieren de estudios adicionales para lograr el objetivo del
tratamiento de conductos.

Con base en todo lo anteriormente, el objetivo fundamental de esta investigacion
fue determinar la prevalencia de E. faecalis en conductos radiculares con
patologia pulpar y periapical de pacientes que atendidos en la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Cartagena.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El principal objetivo del tratamiento endodontico es eliminar los microorganismos
del sistema de conductos radiculares (SCR) y prevenir la infeccidbn o
sobreinfeccion no soélo de éstos sino también de la pulpa y de los tejidos
periapicales’. Por lo tanto, el éxito del tratamiento de conductos dependera del
amplio conocimiento de los factores etiolégicos del proceso de la enfermedad?.

Es reconocido ampliamente que los microorganismos juegan un papel
fundamental en el desarrollo y mantenimiento de las patologias pulpares y
periapicales®*.

Las patologias pulpares y periapicales suelen ser un resultado directo o indirecto
de la presencia de bacterias y otros microorganismos en el medio bucal. Si la
infeccion se erradica a través de procesos naturales o procedimientos operatorios,
los microorganismos invaden el complejo dentino-pulpar causando la enfermedad
pulpar, e infectando la camara pulpar y el sistema de conductos radiculares®®

Los microorganismos por si solos, salvo en algunas ocasiones, no son capaces de

generar dafios importantes en un huésped, ya que son susceptibles a diversos

1 BAO, XD; YAO, N; GUO, HJ; ZHANG, CF; YUE, L. Disinfection effects of MTAD on apical isthmus
of the root canal system: a scanning electron microscopic evaluation. En: Journal of Peking
University Health sciences. 2012; vol. 44 N° 1, p. 34-38.

2 LOVE, RM; JENKINSON, HF. Invasion of dentinal tubules by oral bacteria. En: Critical reviews in
oral biology and medicine: an official publication of the American Association of Oral Biologists.
2002; vol. 13, N°2, p. 171-183.

® Ibid., p. 171-183.

* WU, MK; DUMMER, PM; WESSELINK, PR. Consequences of and strategies to deal with residual
post-treatment root canal infection. En: International endodontic journal. 2006; vol. 39, N° 5, p. 343-
356.

® LOVE, Op. Cit, p. 171-183.

® WU, Op. Cit, p. 343-356.
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factores adversos del medio en el cual se encuentran’. Sin embargo, estos
microorganismos en el interior del SCR crecen y se desarrollan de manera
diferente; logrando evolucionar de tal forma que se organizan y conviven con otras
especies, aprovechando para su subsistencia los productos que les ofrece esta
comunidad ecolégica denominada Biofilm o Biopelicula, ya que les proporciona
proteccion, nutrientes, comunicacion, lo que los hace mas resistentes a los efectos
antimicrobianos?®.

Mehrvarzfar et al. describieron que E. faecalis es un microorganismo que se
encuentra en el sistema de conductos radiculares debido a la capacidad de
colonizar la dentina y los tubulos dentinales, haciendo mas dificil el proceso de
desinfeccidbn de los canales radiculares por medio de la instrumentacion,
sustancias irrigadoras e incluso puede resistir a la medicacion intracanal®.
Enterococcus faecalis es un microorganismo que se detecta en infecciones tanto
primarias como en secundarias; su prevalencia en este tipo de infecciones oscila
entre 24 % a 77 %'°. Este hallazgo se explica por varios factores de supervivencia
y la virulencia que posee E. faecalis, que incluye su capacidad para competir con

otros microorganismos, invadir los tubulos dentinarios y resistir a la privacion

’. DUGGAN, JM; SEDGLEY, CM. Biofilm formation of oral and endodontic Enterococcus faecalis.
En: Journal of endodontics. 2007; vol. 33, N° 7, p.815-818.

® Microbiology in endodontics: an online study guide. Journal of endodontics. 2008; vol. 34, p.e151-
el64

® MEHRVARZFAR, P; SAGHIRI, MA; ASATOURIAN, A; FEKRAZAD, R; KARAMIFAR, K; ESLAMI,
G; et al. Additive effect of a diode laser on the antibacterial activity of 2.5% NaOCI, 2% CHX and
MTAD against Enterococcus faecalis contaminating root canals: an in vitro study. En: Journal of
oral science. 2011; vol. 53 N° 3, p. 355-360.

1 ARIAS, M. Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico. Tesis Doctor en Estomatologia. Ganada: Universidad de Granada. Facultad de
Odontologia, Departamento de Estomatologia, 2009. 143 p.
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nutricional'*. Este microorganismo, es capaz de colonizar una variedad de sitios
en los seres humanos, incluyendo la cavidad oral; asi es una de las especies
bacterianas mas comunmente aisladas o detectadas en los conductos radiculares
obturados con persistencia de lesiones periapicales™?.

Una caracteristica notable es su capacidad para sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser toxicos para muchas bacterias, en particular
zonas con altas concentraciones de sales (6,5 % de Cloruro de Sodio),
temperaturas extremas (15 - 60°C) y puede resistir ademas a la accion de
colorantes como Azul de Metileno al 0,1 %. Esta capacidad de resistencia por
parte de E. faecalis en microambientes toxicos, esta relacionada con su capacidad
de supervivencia en los conductos radiculares de dientes que han sido sometidos
a tratamiento endoddntico y en los cuales los nutrientes son limitados,
afiadiéndose a esta situacion el hecho de que algunos agentes antimicrobianos,
pudieran influir en que esta especie permanezca en los conductos de los dientes
afectados™.

Por lo anterior esta investigacién plantea el siguiente interrogante: ¢Cual es la
prevalencia de Enterococcus faecalis en conductos radiculares de pacientes con

patologias endodonticas pulpares y periapicales?

' DONG, YH; WANG, LY; ZHANG, LH. Quorum-quenching microbial infections: mechanisms and
implications. En: Philosophical transactions of the Royal Society of London Series B, Biological
sciences. 2007; vol. 362, N° 1483, p. 1201-1211.

> DEL CARPIO-PEROCHENA, AE; BRAMANTE, CM; DUARTE, MA; CAVENAGO, BC; VILLAS-
BOAS, MH; GRAEFF, MS, et al. Biofilm dissolution and cleaning ability of different irrigant solutions
on intraorally infected dentin. En: Journal of endodontics. 2011; vol. 37, N° 8, p. 1134-1138.

¥ SJOGREN, U; FIGDOR, D; SPANGBERG, L; SUNDQVIST, G. The antimicrobial effect of
calcium hydroxide as a short-term intracanal dressing. En: International endodontic journal. 1991;
vol. 24, N° 3, p. 119-125.

13



2. JUSTIFICACION

Las infecciones endodonticas primarias tienen un caracter mixto y estan
constituidas principalmente por cocos anaerobios gramnegativos, a diferencia de
las infecciones secundarias de las que se aislan pocas especies, siendo el
Enterococcus faecalis la mas importante. Su habilidad para crecer formando
biopeliculas es una de las caracteristicas mas importante que le permite resistir a
la terapia endodontica. El éxito del tratamiento endodontico implica una adecuada
limpieza y desinfeccion del complejo sistema de conductos radiculares y, por lo
tanto, la eliminacion de los microorganismos. Esto se lleva a cabo mediante la
instrumentacién con la cual se logra la limpieza y la conformacién de las paredes
de los conductos y la irrigacién, que tiene como objetivos disolver el tejido pulpar
vital o necrético, para alcanzar a eliminar los residuos que cubren las paredes y
taponan la entrada de los tabulos dentinarios, eliminar las bacterias y neutralizar
sus productos téxicos; lubricar los instrumentos para facilitar su paso y capacidad
de corte.

La dinamica de las infecciones del sistema de conductos radiculares ha sido bien
estudiada a lo largo del tiempo. A mediados de los afios 60, los estudios
realizados demostraban una mayor presencia de microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos, pues para ese entonces no existian medios adecuados
para la identificacién y cultivo de microorganismos anaerobios. Actualmente con el
desarrollo de nuevas técnicas de cultivos e identificacion de microorganismos, han

realizado importantes avances que han ayudado a aclarar la etiopatogenia de las

14



infecciones endodonticas, demostrando que es de naturaleza polimicrobiana y que
prevalecen microorganismos anaerobios. E. faecalis se reconoce como el principal
microorganismo etiolégico en la enfermedad pulpar y periapical y por lo tanto, la
estimacion de la prevalencia de E. faecalis en pacientes con enfermedad pulpar y
periapical de la ciudad de Cartagena ayudara a establecer si este microorganismo
al igual que en otros contextos, es participe en la enfermedad pulpar y periapical
ya que pueden existir variaciones en la frecuencia de este evento, determinadas
probablemente por la heterogeneidad de las condiciones geogréficas en la que se
estudian.

Adicionalmente, determinar la prevalencia de E. faecalis puede contribuir a
conocer la frecuencia con la que se presenta este microorganismo en un sector
del caribe colombiano y el posible impacto de éste en la poblacion. Con ello
también se podra contribuir al disefio de estrategias, al fortalecimiento de las
conductas existentes y al re direccionamiento de los recursos dirigidos hacia la
prevencion, el diagnostico, el control y tratamiento de la enfermedad pulpar y

periapical.

15



3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general

Describir la prevalencia de Enterococcus faecalis en conductos de pacientes con

patologias pulpares y periapicales.

3.2.0bjetivos especificos

Aislar muestras microbiolégicas de conductos radiculas con patologias
pulpares y periapicales.

Aislar cepas de E. faecalis.

Identificar morfoldgica y genéticamente E. faecalis.

Relacionar la presencia de E. faecalis con el tipo de patologia.

16



4. MARCO TEORICO

4.1. Generalidades

Las lesiones pulpares y periodontales son las principales alteraciones dentales
que hacen que el paciente acuda a una cita odontoldgica, estas infecciones
pueden alterar la funcion del sistema estomatognatico, por lo que un tratamiento
oportuno garantiza un prondstico favorable y puede ayudar a recuperar la salud a
nivel oral. Un correcto diagnéstico clinico y radiografico garantiza un buen
tratamiento endodéntico de los dientes que presentan lesiones pulpares y/o
periodontales, sin dejar de lado la correcta rehabilitacién u obturacién coronal.**

El principal factor etiolégico de la patologia pulpar y periapical son los
microorganismos. El objetivo de un tratamiento de endodoncia es la desinfeccion
de los canales radiculares mediante la eliminacion total de restos inorganicos y
organicos a través de la limpieza mecénica y quimica®® o al menos reducir el
ndamero de microorganismos presentes en el sistema de conductos mediante la
preparacién biomecénica y, posteriormente, evitar su reinfeccibn mediante el

correcto llenado del espacio del conducto con el fin de sellar el foramen apical y

evitar la comunicacion con los tejidos orales adyacentes o la filtracion de

" KALENDER, A; ORHAN, K; AKSOY, U; BASMACI, F; ER F; ALANKUS, A. Influence of the
quality of endodontic treatment and coronal restorations on the prevalence of apical periodontitis in
a Turkish Cypriot population. En: Medical principles and practice: international journal of the Kuwait
University, Health Science Centre. 2013; vol. 22, N° 2, p. 173-177.

*\/IDANA, R; SULLIVAN, A; BILLSTROM, H; AHLQUIST, M; LUND, B. Enterococcus faecalis
infection in root canals - host-derived or exogenous source?. En: Letters in applied microbiology.
2011; vol. 52, N° 2, p. 109-115.

17



microorganismos y la prevencion de la reinfeccidn posterior al tratamiento de
conductos y por lo tanto el fracaso de éstos*®*’.

La presencia de especies bacterianas resistentes como Enterococcus faecalis
plantean un reto importante en el tratamiento de conductos radiculares con
patologias periapicales establecidas. Siendo este microorganismo mas resistente
a la accién antimicrobiana del hipoclorito de sodio y deméas medicamentos™®.
Distintos estudios concluyen que el porcentaje de éxito del tratamiento de
conductos en dientes necroticos es menor que en dientes vitales. Hoy dia, se
postula que la verdadera causa de fracaso de muchos tratamientos de conductos
aparentemente correctos es la entidad infecciosa conocida como biofilm. Ademas,
se ha mostrado como un tipo de infeccion muy dificil de eliminar del conducto. Por
tanto, se trata de uno de los retos para la Endodoncia moderna®®.

Otros estudios indican que la periodontitis apical también es inducida por un
acumulo de microorganismos. Investigaciones in situ mediante microscopia Optica
y electrénica permiten la observacion de bacterias que colonizan el sistema de

conductos en infecciones primarias o secundarias persistentes y como el acumulo

de microorganismos que cubren las paredes dentinales. Ramificaciones apicales,

® SHRESTHA, A; SHI, Z; NEOH, KG; KISHEN, A. Nanoparticulates for antibiofilm treatment and
effect of aging on its antibacterial activity. En: Journal of endodontics. 2010; vol. 36, N° 6, p. 1030-
1035.

" RASIMICK, BJ; SHAH, RP; MUSIKANT, BL; DEUTSCH, AS. Bacterial colonisation of root canal
dentine previously treated with endodontic irrigants. En: Australian endodontic journal: the journal of
the Australian Society of Endodontology Inc. 2010; vol. 36, N° 2, p. 70-73.

¥ COENYE, T; NELIS, HJ. In vitro and in vivo model systems to study microbial biofilm formation.
En: Journal of microbiological methods. 2010; vol. 83, N° 2, p. 89-105.

¥ LOPEZ-PIRIZ, R; AGUILAR, L; GIMENEZ MJ. Manjagement of odontogenic infection of pulpal
and periodontal origin. En: Medicina oral, patologia oral y cirugia bucal. 2007; vol. 12, N° 2, p.
E154-E159.
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canales laterales y cuerpo del diente conectan los principales canales de raiz y
demuestran que albergan células bacterianas, que frecuentemente se acumulan.
Ademas el acumulo de microorganismos se adhirieren a la superficie de la raiz
apical se comunican y consideran como un posible causa de post-tratamiento de

la periodontitis apical®®.

4.2. Proceso inflamatorio en la patologia pulpar

Los dos componentes clave de la inflamacion pulpar son la microcirculacion y la
actividad de las fibras nerviosas. La excitacion de las fibras A-delta parece tener
poco efecto sobre el flujo de sangre de la pulpa, mientras que la activacion de las
fioras C provoca el aumento causado por la accibn de neuroquininas,
especialmente de la sustancia P (SP). SP es un neuropéptido liberado por las
fibras aferentes, resultando en la inflamacién neurogénica de la pulpa, causando
vasodilatacion y la contraccion de células endoteliales, lo que permite la
extravasacion plasmatica y degranulacibn de mastocitos. Los granulos de
mastocitos liberan histamina, que a su vez amplifica aun mas los procesos
vasculares, y activa los nociceptores?*.

Los linfocitos, granulocitos y macréfagos tienen receptores para SP y estas células
pueden ser estimuladas para producir citoquinas. Los macréfagos estimulados por
SP producen la PGE2 y tromboxano mediadores inflamatorios, asi como las

citoquinas proinflamatorias IL - 1, IL - 6, y TNF. Todos estos eventos moleculares

2 35U, L; GAO, Y; YU, C, WANG, H; YU, Q. Surgical endodontic treatment of refractory periapical
periodontitis with extraradicular biofilm. En: Oral surgery, oral medicine, oral pathology, oral
radiology, and endodontics. 2010; vol. 110, N° 1, p. e40-e44.

2L JAIN, N; GUPTA, A; N, M. An Insight Into Neurophysiology of Pulpal Pain: Facts and
Hypotheses. En: The Korean journal of pain. 2013; vol. 26, N° 4, p. 347-355.
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en Ultima instancia, sostienen la sintesis y liberacién de la nueva SP, perpetrando

asi el ciclo vicioso e incrementar aiin més la sintomatologia dolorosa.?*

4.2.1. Pulpitis Irreversible Sintomatica y Asintoméatica

La pulpitis irreversible sintomatica es una inflamacion pulpar avanzada que
persiste aunque se retire la posible causa etiolégica. En general el tejido pulpar
sera incapaz de mejorarse y en donde se presenta dolor ante estimulos térmicos y
tactiles y espontaneos. La Pulpitis irreversible asintomatica posee un
comportamiento similiar. Sin embargo, se diferencia de la anterior por la ausencia

de sintomatologia?®.

4.2.2. Patologia periapical

Periodontitis apical (AP) es la inflamacion y destruccion de los tejidos
periapicales. Se presenta como secuencia de diversos estimulos negativos a la
pulpa dental, incluyendo infeccion, trauma fisico y quimico; asi como después de
un tratamiento de endodoncia o por los efectos de los materiales de obturacion

dentro del conducto radicular®*.

Los agentes fisicos, quimicos y principalmente bacterianos, pueden determinar
diferentes formas de lesiones sobre el complejo pulpodentinario, ocasionando las

mas variadas reacciones. Si no se realiza un tratamiento dentro un plazo

*2 |pid., p. 347-355.

2 GRAUNAITE, I; LODIENE, G; MACIULSKIENE, V. Pathogenesis of Apical Periodontitis: a
Literature Review. En: 2012; vol. 2 N° 4, p. el. eCollection 2012.

 |bid., p. el. eCollection 2012.
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conveniente, la persistencia de estos agentes llevara a una necrosis. Los
productos téxicos de la descomposicion pulpar, microorganismos, sus toxinas y
enzimas, ejercen una accion irritante sobre los tejidos periapicales, originando
variadas formas de reaccion. Algunas se produciran en corto tiempo y estaran
acompafadas de signos y sintomas; otras se desarrollaran de forma lenta y

progresiva y seran, en general, asintomaticas.

4.2.2.1. Formacion de lesiones periapicales

Las lesiones apicales son una consecuencia de la infeccién por diversos géneros
de microorganismos tales como Enterococcus, Streptococcus, Dialister,
Fusobacterium, Filifactor, Parvimonas, Prevotella, Propionibacterium vy
Pyramidobacter presentes en el espacio intraradicular®®. Estas lesiones
representan una patogenia inflamatoria e inmune que afecta al tejido periapical
incluyendo el hueso circundante. Este proceso periapical se inicia principalmente
por la infeccion bacteriana en la pulpa necrotica. Su persistencia, la progresion de
las lesiones y la destruccién de las estructuras 6seas crénicas son producto de la
incapacidad de los mecanismos de defensa del hospedero para erradicar la

infeccion®.

2 ROCAS, IN; SIQUEIRA, JF Jr. Characterization of microbiota of root canal-treated teeth with
E)Gosttreatment disease. En: Journal of clinical microbiology. 2012; vol. 50, N° 5. p. 1721-1724.

AZUMA, MM; SAMUEL, RO; GOMES-FILHO, JE; DEZAN-JUNIOR, E; CINTRA, LT. The role of
IL-6 on apical periodontitis: a systematic review. En: International endodontic journal. 2014; vol. 47,
N° 7, p. 615-621.
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Estas lesiones estan caracterizadas histologicamente tejido de granulacién y
fibroso, epitelio proliferativo o un quiste infiltrado por diferentes células
inflamatorias. Entre éstas los leucocitos y los granulocitos neutrofilos son la
primera linea de defensa que estimula la migracion de monocitos y linfocitos. Las
células mononucleares, compuestas por células presentadoras de antigeno,
linfocitos T y B y sus efectores son caracteristicos de los procesos periapicales

cronicos?’.

La produccién de citoquinas por la red de células mononucleares son complejas y
las respuestas inmunes de Thl, Th2 y Thl7 son generalmente antagonica. La
respuesta inmune Thl y Thl7 las cuales dominan mas que Th2, son mas
importantes para los procesos patolégicos mediados por células T. La respuesta
Th2 y las citoquinas inmunorreguladoras son mas significativas para las lesiones
avanzadas con el predominio de células B y plasmaticas, mientras que la
respuesta inmune Th17 parece jugar un papel dominante en la exacerbacion de la

inflamacion?.

" DE OLIVEIRA RODINI, C; BATISTA, AC; LARA, VS. Comparative immunohistochemical study of
the presence of mast cells in apical granulomas and periapical cysts: possible role of mast cells in
the course of human periapical lesions. En: Oral surgery, oral medicine, oral pathology, oral
radiology, and endodontics. 2004; vol. 97, N° 1, p. 59-63.

%COLIC, M; GAZIVODA, D; VUCEVIC, D; VASILIJIC, S; RUDOLF, R; LUKIC, A. Proinflammatory
and immunoregulatory mechanisms in periapical lesions. En: Molecular immunology. 2009; vol. 47,
N° 1, p. 101-113.
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4.3. E. faecalis como patogeno del sistema de conductos radiculares

4.3.1. Enterococcus faecalis

El E. faecalis es la especie mas representativa del género Enterococcus y el cual
se encuentra como parte de la flora normal humana a nivel de la mucosa intestinal
y genital. Sin embargo, también pueden ser aislados de infecciones dentales. Este
microorganismo constituye un patégeno oportunista implicado en la persistencia

de la infeccién, influyendo en el pronéstico del tratamiento de conductos?.

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en la patogenia y
progresion de la enfermedad pulpar y periapical. Los microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos suelen ser componentes menores de las infecciones
primarias, los cuales son causantes de fracasos endodénticos®. El E. faecalis es
un microorganismo comun que se detecta en infecciones asintométicas; su
prevalencia en este tipo de infecciones es del 24 % al 77 %.3! Este hallazgo se
explica por varios factores de supervivencia y la virulencia que posee E. faecalis,
que incluye su capacidad para competir con otros microorganismos, invaden los
tubulos dentinarios, y se resisten a la privacion nutricional y utilizar el suero como
fuente de alimento. Ademas, el suero procedente del hueso alveolar y del

ligamento periodontal le sirve de ayuda para unirse al colageno tipo I. Esta

? KOVAC, J; KOVAC, D; SLOBODNIKOVA, L; KOTULOVA, D. Enterococcus faecalis and Candida
albicans in the dental root canal and periapical infections. En: Bratislavské lekarske listy. 2013; vol.
114, N° 12, p. 716-720.

% TANOMARU-FILHO, M; JORGE, EG; DUARTE, MA; GONCALVES, M; GUERREIRO-
TANOMARU, JM. Comparative radiographic and histological analyses of periapical lesion
development. En: Oral surgery, oral medicine, oral pathology, oral radiology, and endodontics.
2009; vol. 107, N° 3, p.442-447.

%L VIDANA, Op. Cit., 109-115.
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bacteria puede resistir a la medicacion intraconducto como el hidréxido de calcio

durante varios dias en el interior de los tGbulos dentinarios®*33.

El uso de una buena técnica de instrumentacion e irrigacion, y la inclusion de
clorhexidina al 2 % en combinacion con hipoclorito de sodio se encuentran
actualmente los métodos mas eficaces para luchar contra la E. faecalis dentro de

los sistemas de conductos radiculares®%.

El E. faecalis es un habitante comun del tracto gastrointestinal, sin embargo las
cepas resistentes a multiples farmacos, son las causas principales de las
infecciones nosocomiales. La capacidad de E. faecalis a causar infecciones
graves tiene relacion con rasgos variables que aumentan la virulencia del
organismo, esos factores de virulencia incluyen: agregacién de sustancias,
proteinas de membrana que se relaciona con la endocarditis y la formacion de

biopeliculas como son la toxina citolisina, y la gelatinasa®®.

La resistencia del E. faecalis reside principalmente en su capacidad de
crecimiento como biopelicula en las paredes del conducto radicular. Las

biopelicula son las comunidades de células microbianas adheridas e incrustadas

¥ RAN, S; HE, Z; LIANG, J. Survival of Enterococcus faecalis during alkaline stress: Changes in
morphology, ultrastructure, physiochemical properties of the cell wall and specific gene transcripts.
En: Archives of Oral Biology, 2013, vol. 58, N° 11, p. 1667-1676.

WWECKWERTH, PH; ZAPATA, RO; VIVAN, RR; TANOMARU, M; MALIZA, AG; DUARTE, MA. In
Vitro Alkaline pH Resistance of Enterococcus faecalis. En: Brazilian dental journal. 2013; vol. 24, N°
5, p. 474-476.

** DEL CARPIO-PEROCHENA, Op. cit., p. 1134-1138.

® STUART, CH; SCHWARTZ, SA; BEESON, TJ; OWATZ, CB. Enterococcus faecalis: its role in
root canal treatment failure and current concepts in retreatment. En: Journal of endodontics. 2006;
vol. 32, N° 2, p. 93-98.

% PINHEIRO, ET; PENAS, PP; ENDO, M; GOMES, BP; MAYER, MP. Capsule locus polymorphism
among distinct lineages of Enterococcus faecalis isolated from canals of root-filled teeth with
periapical lesions. En: Journal of endodontics. 2012; vol. 38, N° 1, p. 58-61.
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en la superficie a través de una sustancia polimérica extracelular (EPS) producida
por ellas mismas. Esta matriz de biopelicula presta estabilidad mecanica, mientras
qgue al mismo tiempo podria impedir cualquier contacto directo de los agentes
antimicrobianos con los microorganismos, lo que disminuye la eficacia de dichos
agentes®’. La instrumentacién mecéanica del conducto radicular reduce el
crecimiento bacteriano, pero no lo elimina completamente. Por lo tanto, el uso de
medicamento dentro del canal ayuda en la eliminacibn de bacterias que
permanecen incluso después de la limpieza y conformacién, de tal modo crear un

entorno favorable para la reparacion de los tejidos periapicales®.

4.3.2. Prevalencia del E. faecalis en infecciones del SCR

E. faecalis es un microorganismo que forma parte de la microbiota humana y se
encuentra comunmente en la cavidad oral. La prevalencia de E. faecalis es mayor
en pacientes que estan recibiendo un tratamiento o retratamiento endodéntico, en
comparacién con aquellos que no estan siendo tratados. Este microorganismo se
aisla en infecciones primarias entre un 4 y 40% y su presencia se asocia mas a
periodontitis apicales crénicas asintomaticas que a periodontitis apicales agudas y

abscesos periapicales.

En algunos estudios, la identificacion se ha llevado a cabo mediante técnicas de

cultivo moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

¥ SIQUEIRA, JF; JR; SEN, BH. Fungi in endodontic infections. En: Oral surgery, oral medicine, oral
Esathology, oral radiology, and endodontics. 2004; vol. 97, N° 5, p. 632-41.

ORDINOLA-ZAPATA, R; BRAMANTE, CM; CAVENAGO, B; GRAEFF, MS; GOMES De
MORAES, I; MARCIANO, M; et al. Antimicrobial effect of endodontic solutions used as final irrigants
on a dentine biofilm model. En: International endodontic journal. 2012; vol. 45, N° 2, p. 162-168.
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observandose una prevalencia de Enterococcus que oscila entre el 67% vy el
77%*. La mayor prevalencia en dientes con fracasos endodénticos pone de
manifiesto su habilidad para sobrevivir en condiciones ambientales duras como las
existentes en dichas situaciones. Ademas ha sido encontrado con frecuencia
como el unico microorganismo presente en conductos obturados con lesiones

periapicales®.

4.3.3. Métodos de identificacion de E. faecalis

Tradicionalmente se han utilizado diferentes métodos de cultivos como referencia
en la evaluacion de la microbiota asociada con diversas enfermedades
infecciosas, incluyendo las infecciones de origen endodontico. Se ha demostrado
que los cultivos anaerobios podrian no siempre representar el nimero real de
microorganismos en una muestra. La identificacion especies se lleva a cabo de
forma rutinaria en placas de agar con muestras diluidas, que puede no ser
suficientemente representativa para obtener buenos resultados. Ademas, la
identificacion de agentes infecciosos por rasgos fenotipicos tiene algunos errores,
sobre todo la dificultad de simular las condiciones ambientales necesarias para la
mayoria de los microorganismos para crecer. Por lo tanto, las bacterias no viables
0 no cultivables no se pueden aislar utilizando métodos de cultivo. Los rasgos
fenotipicos también son dificiles de cuantificar y a menudo ambiguas. Algunas

especies pueden mostrar un comportamiento divergente o0 convergente

% VIDANA, Ob. Cit., p. 109-115.

O WANG, QQ; ZHANG, CF; CHU, CH; ZHU, XF. Prevalence of Enterococcus faecalis in saliva and
filed root canals of teeth associated with apical periodontitis. En: International journal of oral
science. 2012; vol. 4, N° 1, p. 19-23
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fenotipicamente. Debido a todas estas razones, los cultivos han sido cuestionados
recientemente como el método de referencia (el "Gold Standard"”) para la

identificacion de bacterias**.

Debido a las limitaciones con respecto a diagnéstico microbiolégico de los
métodos de identificacidn tradicionales previamente expuestos, Ultimamente estan
siendo utilizadas las técnicas de biologia molecular que pueden llegar a
caracterizar con precision la composicion microbiana radicular y periapical.
Actualmente, estas técnicas han sido empleadas para la identificacion de
enterococcos en infecciones de origen endodéntico. Entre éstas, la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) ha sido ampliamente usada para detectar

bacterias en este tipo de infecciones***344,

La PCR fue creada por Kary Mullis en 1983, quien gand el Premio Nobel de
Quimica en 1.993. La invencién y el desarrollo ulterior del método PCR es, sin
duda, uno de los avances técnicos mas importantes en la tecnologia molecular en
el siglo pasado. El método de la PCR se basa en la replicacién in vitro del ADN, a

través de ciclos repetitivos de reacciones simples. Los principales reactivos

“1 SIQUEIRA, JF Jr; ROCAS, IN. PCR methodology as a valuable tool for identification of
endodontic pathogens. En: Journal of dentistry. 2003; vol. 31, N° 5, p. 333-339.

42DUMANI, A; YOLDAS, O; YILMAZ, S; KOKSAL, F; KAYAR, B; AKCIMEN, B; et al. Polymerase
chain reaction of enterococcus faecalis and candida albicans in apical periodontitis from Turkish
patients. En: Journal of clinical and experimental dentistry [electronic resource]. 2012; vol. 4, N° 1,
p. e34-e39.

** PREETHEE, T; KANDASWAMY, D; HANNAH. R. Molecular identification of an Enterococcus
faecalis endocarditis antigen efaA in root canals of therapy-resistant endodontic infections. En:
Journal of conservative dentistry : JCD. 2012; vol. 15, N° 4, p. 319-322.

* GOMES, BP; PINHEIRO, ET; JACINTO, RC; ZAIA, AA; FERRAZ, CC; SOUZA-FILHO, FJ.
Microbial analysis of canals of root-filled teeth with periapical lesions using polymerase chain
reaction. En: Journal of endodontics. 2008; vol. 34, N° 5, p. 537-540.
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utilizados en la PCR son el ADN diana a amplificar, un solo filamento de
oligonucledtidos (cebadores) complementarios a secuencias conocidas del ADN
diana, cantidades en exceso de los cuatro desoxirribonucleosidos trifosfato
(dNTPs) y una ADN polimerasa estable al calor. La ADN polimerasa mas
comunmente utilizada es la aislada de la bacteria Thermus aquaticus (Taq
polimerasa). Las reacciones de amplificacion se llevan a cabo utilizando los

termocicladores de ADN especiales™®.

El uso de la PCR en endodoncia para investigar la microbiota asociada con
conductos radiculares infectados ha ampliado el conocimiento sobre las bacterias
implicadas en la patogénesis de las enfermedades perirradiculares. Se ha
demostrado la diversidad de la microbiota endodontica en diversos estudios a
través de este método. Por otra parte, otras especies bacterianas patdgenas, tales
como Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis y algunos
Eubacterium spp., han sido reportados en infecciones endodonticas con una
prevalencia mas alta que los reportados por los procedimientos de cultivo

convencionales®®.

Asi mismo, se ha empleado esta técnica para la deteccion de E. faecalis en los
procesos infecciosos primarios y secundarios de origen endoddntico.

Proporcionando informacion importante en el enriquecimiento del conocimiento en

“*KOLMODIN, LA; BIRCH, DE. Polymerase chain reaction. Basic principles and routine practice.
En: Methods in molecular biology. 2002; vol. 192, p. 3-18.
% SIQUEIRA. Ob. cit, p. 333-339.
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cuanto a la virulencia y resistencia de este microorganismo en el area

odontolégica.*"*®

“" LIU, D; WANG, C; SWIATLO, EJ; LAWRENCE, ML. PCR amplification of a species-specific

putative transcriptional regulator gene reveals the identity of Enterococcus faecalis. En: Research in
microbiology. 2005; vol. 156, N° 9, p. 944-948.

®BUHNIK-ROSENBLAU, K; MATSKO-EFIMOV, V; DANIN-POLEG. Y; FRANZ, CM; KLEIN, G;

KASHI Y. Biodiversity of Enterococcus faecalis based on genomic typing. En: International journal
of food microbiology. 2013; vol. 165, N° 1, p.27-34.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Tipo de estudio

Se realizé un estudio observacional descriptivo de corte transversal.

5.2.Poblacién y muestra

La poblacién estuvo constituida por todos los pacientes de la clinica de pregrado y
posgrado de endodoncia de la facultad de Odontologia de la Universidad de
Cartagena. No obstante, la muestra estuvo compuesta por 114 dientes de
pacientes con diagndstico de patologia pulpar o periapical (infeccibn endodontica
primaria).

El tamafio de la muestra se calcul6 teniendo en cuenta un tamafio de poblacion
de 500 pacientes; dato obtenido a través del servicio de archivo de pacientes
atendidos por tratamientos de conductos radiculares en pre y postgrado,
prevalencia esperada del fenémeno de 25 %*, diferencia maxima esperada de 7
%, confianza 95 %, poder 80 % vy error tipo | 5 %. En este sentido, fueron
necesarias 114 muestras. El tamafio de la muestra se calcul6 utilizando el paquete
estadistico Tamafio de la Muestra v.1.1 (Panamericana, Bogota, Colombia),

empleando la funcién estimacién puntual de la prevalencia.

5.3.Muestreo
Se empled un muestreo estratificado por afijacion igual siendo cada estrato el tipo

de patologia endodontica. Adicionalmente, la recoleccion de las muestras se hizo

*9 ARIAS, M. Susceptibilidad de Enterococcus faecalis a soluciones irrigadoras de uso
endodontico. Tesis Doctor en Estomatologia. Ganada: Universidad de Granada. Facultad de
Odontologia, Departamento de Estomatologia, 2009. 143 p.
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por conveniencia hasta completar el tamafio de la muestra. Asi en cada grupo

(pulpitis y periodontitis) se incluyeron 57 sujetos.

5.4.Criterios de inclusion
Dientes con diagnostico de pulpitis irreversible asintomatica y patologias

periapicales.

5.5.Criterios de exclusién
Dientes con tratamiento de endodontico previamente iniciado, dientes con
conductos calcificados o estrechos, dientes con fracaso de tratamiento

endododntico, dientes con exposicion pulpar.

5.6.Variables y operacionalizacion

NIVEL DE UNIDAD DE
VARIABLE NATURALEZA MEDICION MEDIDA
Enterocopcus Cualitativa Nominal Presencia/Ausencia
faecalis
Patologia I . Pulpitis/
endoddntica Cualitativa Nominal Periodontitis

5.7.Recoleccion de datos

5.7.1. Recoleccion y toma de muestra

La realizacion de una prueba piloto destinada a la estandarizacion de los
procedimientos, equipos y operadores, no reveld la necesidad de implementar
modificaciones relevantes del protocolo clinico y microbiolégico previamente

establecido. Los diagnosticos y la seleccion de los dientes fueron validados

31



inicialmente por el investigador principal con amplia experiencia en diagnostico
endodontico e investigaciones relacionada. Se tomaron radiografias periapicales
con peliculas de tamafio 2 E-Speed Film (Kodak, Rochester, Nueva York, Estados
Unidos), para la confirmacion de los diagnosticos y como protocolo para la
realizacion del tratamiento de conductos. Por otro lado, las co-investigadoras
estudiantes; asignaron las unidades muestrales (UM) a 2 grupos, grupo A:
muestras de conductos radiculares de dientes con patologia periapical y grupo B:
muestras de conductos radiculares de dientes con pulpitis irreversible
asintomatica, y se asigné la codificacion del 1 al 57 en cada grupo, por ejemplo:
A1, A2..., B1, B2...A fin de minimizar los sesgos de medicién éstos cédigos no
fueron de conocimiento para el personal de laboratorio. Se procedié a aplicar
anestesia local con Roxicaina al 2% (Ropsohn Therapeutics Ltda., Bogota DC.,
Colombia), se aisl6 el campo operatorio con dique de goma, arco de Young y
grapas endodonticas dependiendo de cada caso. La porcion coronal visible en el
campo operatorio se limpié y desinfectd con una torunda de algoddén estéril y agua
oxigenada al 4% (JGB, Santiago de Cali, Colombia) e hipoclorito de sodio al
5.25% (EUFAR, Bogota DC., Colombia,). Seguidamente, se procedié a realizar
apertura cameral con fresa de diamante redonda # 2 (MICRODONT, Sé&o Paulo,
Brasil) estéril, usando pieza de alta (NSK, Sao Paulo, Brasil); se terminé apertura
con fresa troncoconica y una redonda de mayor tamafio (MICRODONT, Sao
Paulo, Brasil) segun el caso (todo este procedimiento lo realizaron las co-

investigadoras estudiantes).
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Antes instrumentar e irrigar el conducto radicular, se introdujeron 4 puntas de
papel estériles calibre 15, 20 o 25 segun el caso correspondiente (NEW STETIC
S.A. Medellin, Colombia) dentro del conducto radicular alrededor de 30 segundos,
procurando absorber la mayor cantidad de contenido posible; empleando para ello
pinzas algodoneras previamente esterilizadas (ver figura 1). Seguidamente, se
retiraron las puntas de papel y se introdujeron en caldo tioglicolato en tubos

eppendorf de 1.5ml, para su transporte al laboratorio en las siguientes 24 horas

refrigerandola a 4°C inmediatamente hasta su procesamiento (ver figura 2).

Figura 1. Toma de muestra
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Figura 2. Introduccion de puntas de papel en tubo eppendorf para su transporte al laboratorio.

5.7.2. Procesamiento de muestras

5.7.2.1. Identificacién microbiol6gica

Las muestras obtenidas fueron almacenadas en tubos Eppendorf con 500 pL de
solucion buffer TE (Tris — EDTA, pH 8.0) y transportadas al laboratorio para su
posterior procesamiento y analisis microbiolégico. Cada muestra se suspendié en
un vortex a 3000 revoluciones minutos. Luego se tomaron 20 ul de la solucién
bacteriana y se inocularon en una placa de agar selectivo para Enterococcus
faecalis (ChromID CPS3, Biomeriux). Posteriormente, se incubaron a 37°C por 48
horas. En los medios en donde se observo crecimiento de colonias de color verde
y bordes definidos se consideraban positivas para E. faecalis, siguiendo los
pardmetros establecidos por el fabricante. Las colonias que no se observaron
segun la descripcién anterior no fueron tenidas en cuenta. En todos los casos se

realizé la tincién de Gram y pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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(PCR) para la identificacion final de los microorganismos aislados. Los cultivos que
eran negativos en las primeras 48 horas eran incubados hasta 96 horas, para
determinar que la muestra era negativa. Los aislamientos positivos fueron

almacenados a -80°C para su posterior identificacion por PCR.

5.7.2.2. Identificacién molecular por PCR

La extraccion del ADN bacteriano se realiz6 a partir de cinco colonias obtenidas de
un cultivo de 24 horas. Las colonias se suspendieron en 500uL de buffer TE (1mM
EDTA.10mMTris-HCI-pH 8.0). Luego, la suspensién bacteriana se calenté a 99°C
por 30 minutos. Se centrifugd a 13000 x g por 15 minutos, y finalmente se
utilizaron 5 ul del sobrenadante para las reacciones de PCR. La PCR multiple de
todos los aislados se llevd a cabo utilizando tres juegos de oligonucleétidos
cebadores (primers):

EntG-F: TACTGACAAACCATTCATGATG 3, EntG-R: 5 AACTTCGTCACCAAC
GCGAAC 3; estos amplifican un fragmento de 112 pares de bases (pb) del gen
tuf, especifico para identificar el género Enterococcus.

E. faecalis -F: 5ATCAAGTACAGTTAG TCT3, E. faecals -R:
5 ACGATTCAAAGCTAACTG 3 que amplifican un fragmento de 941 pb del gen
dd! especifico de Enterococcus faecalis. El ADN se amplific6 en un volumen de
reaccion de 25 pL que contenia 12.5uL de la mezcla de PCR (PCR master Mix;
Promega), 0.2 uM de cada cebador y 5 uyL de ADN molde. La reaccién se llevd a
cabo en un termociclador (GeneAmp PCR 2400, Perkinelmer Wallac) bajo las

siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos
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(min), seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, y 72°C por 2 min,
con un ciclo de extension final a 72°C por 5 min. Como controles se utilizé la cepa
de Enterococcus faecalis ATCC 33591. Este es el cdodigo de la muestra, y las
letras significan American Type Cell Culture ( Manassas, Virginia, Estados Unidos)
de la casa comercial. Todos los productos amplificados se visualizaron en Gel de
agarosa al 2,0% con bromuro de etidio 0.5 ug/ml, mediante un Transiluminador de

luz UV (HCR, México).

5.8. Andlisis estadistico

Tras el registro de los resultados obtenidos en una tabla matriz realizada en
Excel® (2010), se realizé el andlisis descriptivo de las variables del estudio para
determinar sus proporciones y para establecer la diferencia entre éstas con
respecto a las condiciones evaluadas (pulpitis irreversible y periodontitis). Este
andlisis se realizé utilizando la prueba Chi? asumiendo un limite de significancia
inferior a 0,05. El andlisis se llevé a cabo en el programa SPSS versién para

Windows 19.0.

5.9. ASPECTO ETICO-LEGAL

Esta investigacion se considera con riesgo minimo con base en el articulo 11 de
la resolucion 8430 de 1993 al realizarse en pacientes a los cuales se le tomaron
muestras endodonticas con conos de papel. Sin embargo, todo participante firmo
un consentimiento informado antes de iniciar el estudio en el cual se explicé a los
encuestados el objetivo fundamental del proyecto de investigacion, junto a los

beneficios que esta informacion recopilada traera a la investigacion en el area
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epidemioldgica y la institucion universitaria. Asi mismo se les informé la
confidencialidad y el anonimato de la participaciéon y que ésta era opcional y no
obligatoria y que no representaria un riesgo para su integridad fisica ni mental,
cumpliendo a cabalidad todos los articulos de la resolucién que comprometen esta

investigacion.
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6. RESULTADOS

Un total de 114 muestras se recolectaron en la facultad de odontologia de la
Universidad de Cartagena, en el periodo comprendido entre agosto de 2013 a
febrero de 2014. De éstas, 57 correspondieron a patologia periapical y 57 a
pulpitis irreversible asintomatica. Las muestras en su totalidad fueron cultivas en
medios microbiolégicos selectivos para el aislamiento de Enterococcus faecalis, de
acuerdo con los protocolos microbiologicos estandarizados del laboratorio de
investigaciones de la facultad de medicina.

El porcentaje de asilamientos presuntivo por cultivo de E. Faecalis en las 114
muestras procesadas fue 54,38% (62/114). Sin embargo, de las 57 muestras con
diagnostico de periodontitis apical asintomatica se obtuvo 57,8 % (33/57) de

muestras positivas para crecimiento bacteriano de acuerdo a las caracteristicas

macroscopicas propias de E. faecalis, tal como se muestra en la figura 3.

Figura 3. Crecimiento presuntivo de E. faecalis en placas de agar cromogénico, en el cual se

muestran colonias de color verde.

Respecto a la segunda patologia evaluada, de las 57 muestras de pulpitis

irreversible asintoméatica se obtuvo un 50,1% (29/57) de aislamientos presuntivos
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de E. faecalis en el agar cromo-génico de acuerdo a las caracteristicas

macroscopicas descritas por el fabricante, (Ver figura 4).

ol

Figura 4. Crecimiento presuntivo de E. faecalis en placas de agar Cromo-Génico, a partir de
pulpitis irreversible asintomatica. Se muestran colonias de color verde.

Deteccién molecular de E. faecalis por PCR

Con el fin de determinar si los microorganismos aislados correspondian a E.
faecalis, se llevaron a cabo pruebas moleculares para su identificacién definitiva a
través de la reaccidbn en cadena de la polimerasa (PCR). Para este fin, se
utilizaron oligonucledtidos (primers) especificos para detectar muestras positivas

para el género Enterococcus y para la especie de Enterococcus faecalis.

De las muestras evaluadas por PCR se identificé E. faecalis en un 50,8% (IC ¢ gs:
41.6% - 59.9%). La PCR logré identificar especificamente el agente bacteriano

asilado de las lesiones de individuos con cultivos microbioldgicos positivos.
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Deteccion molecular de E. faecalis en periodontitis apical asintomatica

De las 33 de muestras presuntivas para E. faecalis que fueron sometidas a PCR,
se logro identificar tanto el genero Enterococcus como la especie E. faecalis en el
94 % (IC ¢95: 85.7% - 100%) (31/33) de los casos. La figura 5, representa el
corrido electroforético de 7 muestras positivas de periodontitis apical (A8 — A36) y
una negativa (ND). Con estos resultados se observo que hubo una correlacion del
94% entre el cultivo agar Cromo-Génico y el analisis molecular a través de la PCR
(ver figura 3).

Deteccidén molecular de E. faecalis en pulpitis irreversible

En el caso de los 29 aislamientos presuntivos que fueron sometidos a la PCR se
logré identificar especificamente E. faecalis en 27 de ellos, lo que indica una
frecuencia de este patdégeno en las pulpitis irreversibles de 94 % (IC ¢.95: 85.7% -
100%) (27/29). Al igual que en la patologia anterior la PCR logro identificar el
microorganismo de interés en un 94% de especificidad. En la figura 5 se observa

el recorrido electroforético de 6 aislamientos a partir de pulpitis irreversible (B1 —

Mw A8 A4 A6 A3 Al12 A23 A36 ND B1 B3 B10 B13 B20 B26 C-

m—— L —

FIGURADS. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para Enterococcus. Corrido

electroforético representativo de 14 muestras positivas, 7 corresponden a periodontitis apical (A8 —
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A36), 6 a pulpitis irreversible (B1 — B26) y una muestra negativa para la PCR y que habia sido
positiva en el cultivo en agar Cromo —Génico (ND). Las lineas marcadas como MW y C-
corresponden al marcador de peso molecular (control de tamafio del ADN) y el control negativo.
Las bandas de color gris debajo de cada codigo indica la amplificacién positiva de un fragmento de
ADN de 112 pares de bases (pb) del gen tuf especifico de Enterococcus faecalis. La banda de
ADN adicional en las muestras A4, B1 y B26, corresponde a un fragmento de 400 pb de longitud
especifico para el género Enterococcus. Todos los productos amplificados fueron visualizados en

Gel de agarosa al 2,0% con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y mediante un transiluminador de luz UV.

Asilamiento de E. faecalis en periodontitis apical asintomética versus
pulpitis irreversible asintomética
No se encontré diferencia significativa entre la presencia y/o ausencia de E.

faecalis en las lesiones estudiadas (P = 0,57), como se describe en la grafica 1.
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. Prueba de PCR
Tipo de muestra - - Total
E. faecalis (+) | E. faecalis (-) valor P
Periapical 1 2
erlallplca 3 33 0.57
Pulpirrever 27 2 29
Total 58 4 62

Grafica 1. Aislamientos de E. faecalis identificados por PCR en Periodontitis Apical Asintomatica

(Periapical) y Pulpitis Irreversible Asintomatica (Pulpirrever).
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7. DISCUSION

El presente estudio determind la proporcion de E. faecalis en una muestra de
pacientes que acudieron a la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Cartagena con infecciones endodonticas primarias. La utilizacion de medios de
cultivos convencionales en esta investigacion se constituye en una limitacion
debido a que existen mejores métodos para la identificacion bacteriana. Sin
embargo, el empleo de la PCR aumenta el grado de confiabilidad de los resultados
agui reportados. Cabe resaltar que en aproximadamente el 25% de los cultivos
para ambas patologias hubo crecimiento de microorganismos con caracteristicas
distintas a las del E. faecalis, lo que evidencié que en un numero significativo de
los asilamientos bacterianos asociados con estas patologias no corresponden a
este microorganismo y para el caso particular de este estudio, estos asilamientos
no fueron estudiados. Ademas, en un 25% de todas las muestras evaluadas no se
detect6 ningun tipo de crecimiento bacteriano.

Este estudio, al igual que en el estudio realizado por Gomes et al*®

, pone de
manifiesto las discrepancias que existen entre los métodos convencionales de
identificacion de microorganismos y los métodos de biologia molecular. No
obstante, en el estudio de Gomes se observdé una gran diferencia entre los
resultados obtenidos, mostrandose que sélo se pudo detectar el 4 % de los

aislados mediante el método de cultivo, mientras que por medio de la PCR

pudieron llegar a demostrar la presencia de E. faecalis hasta en un 82 %. Esto se

*® GOMES. Ob. Cit, p. 537-540.
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contrapone con los hallazgos obtenidos en el presente estudio ya que solo se
obtuvo una correlacion del 94% con respecto a los métodos utilizados.

El estudio microbiologico de las infecciones endododnticas tanto primarias como
secundarias revela que el E. faecalis puede aislarse de ambas condiciones,
postulando a este microorganismo como posible agente causal. La evidencia
cientifica muestra la presencia de E. faecalis en dientes con fracaso endoddntico
hasta en un 90 %°*; mientras que en la infeccién endodéntica primaria puede estar
presente hasta en un 82 %°. Como era de esperarse la prevalencia en este
estudio estuvo dentro del rango anteriormente mencionado, coincidiendo con otros
reportes en la literatura en donde se encontraron altas proporciones. Entre estos
estudios se encuentra uno realizado por R4c¢as et al, en el cual, mediante el uso
de la PCR hallaron una alta proporcion de E. faecalis tras valuar 24 muestras
extraidas del sistema de conductos radiculares con necrosis y 25 muestras de
abscesos endoddnticos, encontrando la presencia de esta bacteria en el 100% de

|53, 54, 55

los grupos evaluados. Asi mismo, Sassone et a analizaron la prevalencia

de diferentes microorganismos encontrados en el SCR de pacientes con infeccion

*'ZOLETTI, GO; PEREIRA, EM; SCHUENCK, RP; TEIXEIRA, LM; SIQUEIRA, JF Jr; Dos
SANTOS, KR. characterization of virulence factors and clonal diversity of Enterococcus faecalis
isolates from treated dental root canals. En: Research in microbiology. 2011; vol. 162, N° 2, p. 151-
158.

2 GOMES. Ob. Cit, p. 537-540.

>SASSONE, LM; FIDEL, R; FIGUEIREDO, L; FIDEL, S; FAVERI, M; FERES, M. Evaluation of the
microbiota of primary endodontic infections using checkerboard DNA-DNA hybridization. En: Oral
microbiology and immunology. 2007; vol. 22, N° 6, p. 390-397.

> SASSONE, LM; FIDEL, RA; FAVERI, M; GUERRA, R; FIGUEIREDO, L; FIDEL, SR; Et al. A
microbiological profile of symptomatic teeth with primary endodontic infections. En: Journal of
Endodontics. 2008; vol. 34, N° 5, p. 541-5.

®* SASSONE, LM; FIDEL, R; FAVERI, M; FIDEL, S; FIGUEIREDO, L; FERES, M. Microbiological
evaluation of primary endodontic infections in teeth with and without sinus tract. En: International
endodontic journal. 2008; vol. 41, N° 6, p. 508-15.
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endododntica primaria a través de la utilizacion de técnicas moleculares
encontrando una proporcion alrededor del 90 %. Este mismo grupo investigativo®®,
afios mas tarde realizo otro estudio en donde se evalué el perfil microbiolégico de
infecciones endodonticas primarias de dientes con exposicion y sin exposicion
pulpar, en esta investigacién se encontrd la presencia de E. faecalis en un 90 %

de las muestras analizadas. Vianna et al®’

, confirma también la alta prevalencia de
E. faecalis en infecciones endoddnticas primarias usando la técnica molecular de
hibridacién de ADN obteniendo un 55 % de aislados positivos para esta bacteria a
nivel del SCR de dientes necréticos sin presencia de abscesos periapicales.

En contraste con los hallazgos evidenciados en esta investigacion, otros autores
reportan prevalencias inferiores a las obtenidas en el presente estudio. En este

sentido, Lins et al*®

hallaron una proporciéon de E. faecalis de 46,5% mediante la
técnica de PCR en dientes necréticos cuyos conductos radiculares no se
encontraban expuestos directamente al medio oral. Soriano de Souza et al, al
determinar la prevalencia de multiples microorganismos en el SCR de pacientes

con patologias endodonticas primarias, encontraron la presencia de E. faecalis en

el 33% de las muestras incluidas en el estudio. Estos datos difieren por poco con

*® SASSONE, LM; FIDEL, RA; FAVERI, M; FIGUEIREDO, L; FIDEL, SR; FERES M. A
microbiological profile of unexposed and exposed pulp space of primary endodontic infections by
checkerboard DNA-DNA hybridization. En: Journal of endodontics. 2012; vol. 38, N° 7, p. 889-93.

" VIANNA, ME; HORZ, HP; CONRADS, G; FERES, M; GOMES, BP. Comparative analysis of
endodontic pathogens using checkerboard hybridization in relation to culture. En: Oral microbiology
and immunology. 2008; vol. 23, N° 4, p. 282-290.

% LINS, RX; DE OLIVEIRA, A; HIRATA, R; WILSON, MJ; LEWIS, MA; WILLIAMS, DW; et al.
Antimicrobial resistance and virulence traits of Enterococcus faecalis from primary endodontic
infections. En: Journal of dentistry. 2013; vol. 41, N° 9, p. 779-786.
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los hallados por Ozbek et al*®

en donde obtuvieron una prevalencia de E. faecalis
en el SCR de dientes con pulpas necroticas en un 25% de los aislados evaluados.
Por su lado, Récas et a®l y Kovac et al ®!, al determinar la prevalencia de E.
faecalis en dientes con patologias pulpares y periapicales sin tratamiento
endododntico previo, encontraron soOlo una proporcion de 18% y 12,5%,

62
|

respectivamente. Fouad et a y Pirani et al® hallaron una prevalencia

equivalente a 8% de E. faecalis a nivel del conducto radicular. Gomes et al®.
encontraron una prevalencia aiun mas baja de este microorganismo como parte de
la microbiota del SCR de dientes con infecciones endoddnticas primarias, en su
investigacion la prevalencia de E. faecalis fue de 4,8%.

Por otro lado, Chungal et al®

al evaluar la diversidad microbiolégica de dientes
con infeccién endodontica primaria a nivel de conductos radiculares necréticos tras

la utilizacion de la técnica de PCR no encontraron la presencia de E. faecalis en

% OZBEK, SM; OZBEK, A; ERDORGAN, AS. Analysis of Enterococcus faecalis in samples from
Turkish patients with primary endodontic infections and failed endodontic treatment by real-time
PCR SYBR green method. En: Journal of applied oral science : revista FOB. 2009; vol. 17, N° 5, p.
370-374.

60 ROCAS, IN; SIQUEIRA, JF JR; SANTOS, KR. Association of Enterococcus faecalis with different
forms of periradicular diseases. En: Journal of Endodontics. 2004; vol. 30, N° 5, p. 315-20.

®. KOVAC, J; KOVAC, D; SLOBODNIKOVA, L; KOTULOVA, D. Enterococcus faecalis and Candida
albicans in the dental root canal and periapical infections. En: Bratislavské lekarske listy. 2013; vol.
114, N° 12, p. 716-720.

%2 FOUAD, AF; ZERELLA, J; BARRY, J; SPANGBERG, LS. Molecular detection of Enterococcus
species in root canals of therapy-resistant endodontic infections. En: Oral surgery, oral medicine,
oral pathology, oral radiology, and endodontics. 2005; vol. 99, N° 1, p. 112-118.

® PIRANI, C; BERTACCI, A; CAVRINI, F; FOSCHI, F; ACQUAVIVA, GL; PRATI, C; et al. Recovery
of Enterococcus faecalis in root canal lumen of patients with primary and secondary endodontic
lesions. En: The new microbiologica. 2008; vol. 31, N° 2, p. 235-240.

64 GOMES, BP; PINHEIRO, ET; GADE-NETO, CR; SOUSA, EL; FERRAZ, CC; ZAIA, AA; et al.
Microbiological examination of infected dental root canals. En: Oral microbiology and immunology.
2004; vol. 19, N° 2, p. 71-6.

% CHUGAL, N; WANG, JK; WANG, R; HE, X; KANG, M; LI, J; et al. Molecular characterization of
the microbial flora residing at the apical portion of infected root canals of human teeth. En: Journal
of endodontics. 2011; vol. 37, N° 10, p. 1359-64.

46



ninguna de sus muestras evaluadas. Estos Ultimos autores difieren
significativamente con los hallazgos encontrados en la presente investigacion.
Probablemente todas estas diferencias manifiestas se deban exclusivamente a las
diferencias en los protocolos utilizados, el medio en que la muestra fue
almacenada, la cepa de referencia usada, el tamafio de la muestra de los
diferentes estudios realizados, el tipo de tecnologia empleada en cada uno de las
investigaciones®®; asi como también de la sensibilidad y de la naturaleza del
material clinico empleado®’. Adicionalmente, el posible rol que desempefian las
diferencias existentes entre la variedad de los escenarios geograficos pueda
determinar en parte las discrepancias obtenidas en los estudios analizados, lo que
confirma una vez mas la necesidad de realizar estudios que permitan conocer la
epidemiologia y el comportamiento molecular del E. faecalis en contextos
especificos, para que con base en ello se tomen las acciones necesarias dirigidas
al manejo, control y prevencion de este microorganismo.

Por otro lado, la diversidad microbiana inmersa en la patogénesis de la infeccion
endoddntica, deja de manifiesto las posibles interacciones entre los
microorganismos en éste. Diversos estudios demuestran que existen multiples

especies que podrian estar implicados en la progresion de la infeccion

®® SASSONE, L; FIDEL, R; FIGUEIREDO, L; FIDEL, S; FAVERI, M; FERES, M. Evaluation of the
microbiota of primary endodontic infections using checkerboard DNA-DNA hybridization. En: Oral
microbiology and immunology. 2007; vol. 22, N° 6, p. 390-397.

®’0ZBEK, SM; OZBEK, A; ERDORGAN, AS. Analysis of Enterococcus faecalis in samples from
Turkish patients with primary endodontic infections and failed endodontic treatment by real-time
PCR SYBR green method. En: Journal of applied oral science : revista FOB. 2009; vol. 17, N° 5, p.
370-374.
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endodéntica®®®® . En este estudio, hubo un crecimiento de microorganismos que
por sus caracteristicas fenotipicas no fueron considerados como E. faecalis y que
representan un 25% de los aislados.

La alta prevalencia encontrada en este estudio con respecto a la presencia de E.
faecalis en la enfermedad endodontica primaria deja de manifiesto la posibilidad
de supervivencia de este microorganismo tras el tratamiento endododntico,
teniendo en cuenta que ha demostrado resistencia a ambientes hostiles en los que
los nutrientes son escasos y en donde otros microorganismos no podrian hacerlo.
La gran capacidad de E. faecalis para permanecer en la profundidad de los
tibulos dentinarios gracias a su habilidad de adhesién a la dentina’, no solo lo
mantiene fuera del alcance de los medicamentos intracanales utilizados en la
terapia endoddntica; si no también fuera del complejo inmune con el que cuenta el
hospedero, lo que supone que estos tubulos podrian servirle a la bacteria como
reservorio in vivo’2. Por lo tanto, es posible que los fracasos endodénticos o la

generacion de infecciones secundarias guarden relacion con la gran capacidad de

® CHUGAL ,N; WANG, JK; WANG, R; HE, X; KANG, M; LI, J; et al. Molecular characterization of

the microbial flora residing at the apical portion of infected root canals of human teeth. En: Journal

of endodontics. 2011; vol. 37, N° 10, p. 1359-1364.

69GOMES, GB; SARKIS-ONOFRE, R; BONOW, ML; ETGES, A; JACINTO, RC. An investigation of

the presence of specific anaerobic species in necrotic primary teeth. En: Brazilian oral research.

2013; vol. 27, N° 2, p. 149-155.

" ROCAS, I; SIQUEIRA JR, F. Detection of antibiotic resistance genes in samples from acute and

chronic endodontic infections and after treatment. En: Archives of Oral Biology. 2013; vol. 58, N° 9,

. 1123-1128. _ _ o
GEORGE, S; KISHEN, A; SONG, KP. The role of environmental changes on monospecies biofilm

formation on root canal wall by Enterococcus faecalis. En: Journal of endodontics. 2005; vol. 31,

N° 12, p.867-872.

& PIRANI, C; BERTACCI, A; CAVRINI, F; FOSCHI, F; ACQUAVIVA, GL; PRATI, C; et al. Recovery

of Enterococcus faecalis in root canal lumen of patients with primary and secondary endodontic

lesions. En: The new microbiologica. 2008; vol. 31, N° 2, p. 235-240.
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resistencia de esta bacteria a los diversos mecanismos utilizados en la terapia

endodontica.
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8. CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio confirman la presencia de
Enterococcus faecalis en las infecciones endodonticas primarias. La evidencia
cientifica apunta a que el principal reto del clinico debe ir encaminado a la correcta
preparacion del sistema de conductos, asi como también a la descontaminacion
mediante los diferentes sistemas de irrigacion quimica existentes. Por lo tanto, las
discrepancias en los resultados obtenidos demuestran la necesidad de
implementar nuevos irrigantes o el mejoramiento de los existentes, asi como
también la utilizacion de farmacos intracanales adicionales que contribuyan a la
creacidbn de un ambiente propicio en el cual se disminuyan al maximo las
condiciones que favorezcan la supervivencia de algunos microorganismos con la

capacidad de interferir con el éxito de un tratamiento de conductos radicular.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar un perfil genético de los aislados obtenidos en el que
se evallen diferentes genes que puedan codificar factores de virulencia y de
resistencia antibidtica, con el fin de crear un perfil microbiol6gico local que ayude a
mejorar las estrategias hasta ahora implementadas para el control del
Enterococcus faecalis en la enfermedad endodontica.

Se recomienda realizar una investigacion futura para determinar la prevalencia de
Enterococcus faecalis en pacientes con pulpitis irreversible asintomatica segun

zona geografica.
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