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1. INTRODUCCION

El tratamiento de conductos radiculares consiste en un adecuado
planeamiento de la terapéutica y medicacion de éstos con la eliminacion del
sustrato orgénico infectado o no infectado. El porcentaje de éxito de un
tratamiento endodontico bien realizado es elevado, puede fluctuar entre un
90 y un 95 por ciento, no obstante, las fluctuaciones dependen de la
condicion pulpar presente; es decir, en dientes con alguna patologia como
periodontitis apical y retratamientos endoddnticos, los valores son inferiores a
aquellos con necrosis en la ausencia de periodontitis apical o vitalidad pulpar.
Dichos aspectos deben ser analizados con las condiciones sistémicas del

individuo, ya que pueden influir en el fracaso del tratamiento.

La presencia de bacterias es la principal causa del fracaso, razén por la cual
una parte relevante del procedimiento endoddntico esta destinada a
eliminarlas y asegurar su erradicacion debido a que existen bacterias que
poseen caracteristicas que les permiten sobrevivir a los procedimientos y a
las substancias antisépticas que se utilizan durante la instrumentacion e
irrigacion del conducto. Por ello es fundamental recordar la importancia del
rol que juegan las bacterias en la patogénesis de la pulpa y las lesiones
periapicales, de ahi que la eliminacion de la infeccion del sistema de
conductos radiculares se haya convertido en el objetivo del tratamiento

endodontico de dientes con pulpa necrotica y lesiones periapicales.

En los afios sesenta, durante la eliminacion de la infeccion, la toma de
muestra microbiolégica como principio para el cultivo bacteriano era parte de
la rutina antes de la obturacion radicular permanente, ya que algunos
indicaban que el prondstico del tratamiento era mejor después de obtener

cultivos negativos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Definicibn de necrosis pulpar y su relacion con la

microbiologia

La pulpitis es una inflamacion del paquete vasculonervioso que puede
solucionarse en dos opciones: a) se resuelve o b) la pulpa se destruye
gradualmente y por ultimo se necrosa teniendo asi el cese de los procesos
metabolicos de ese 6rgano, con la consiguiente pérdida de su vitalidad, de su

estructura y de sus defensas naturales.™*>*

Dependiendo de la intensidad del agente agresor, la irritacion podra
evolucionar lenta o rapidamente hacia la muerte pulpar; las causas mas
comunes son el bloqueo inmediato de la circulacion por lesiones traumaticas,
restauraciones hechas con materiales irritantes como adhesivos dentinarios,
y resinas compuestas sin la adecuada proteccion pulpar y también las que
ocurren como consecuencia de preparaciones cavitarias extensas, en las

que se descuidd la refrigeracion.>®’

Por tanto, durante la inflamacién, el tejido no tiene cdmo expandirse ya que
la pulpa esta encerrada en paredes rigidas, no tiene circulacion sanguinea
colateral y sus vénulas y linfaticos colapsan al incrementarse la presion del
tejido; por tanto, la pulpitis irreversible produce una necrosis por licuefaccion,
en la cual existe flujo de pus de una cavidad de acceso, que se asocia a una
buena vascularizacion y exudado inflamatorio (las enzimas proteoliticas
reblandecen y producen licuefaccion histica). Si el exudado producido
durante la pulpitis irreversible se absorbe o drena a través de la caries o
exposicion pulpar a la cavidad bucal, la necrosis se retrasa. En cambio, el
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cierre o sellado de una pulpa inflamada induce a una necrosis pulpar rapida,
total y asintomatica, asi cuando llega al periapice lesiona al ligamento
periodontal y por lo tanto genera una enfermedad perirradicular,
traduciéndose en hipersensibilidad a la percusion y a la masticacion. Ademas
de la necrosis de licuefaccion como resultado de la lesion traumatica por la
disminucién o bloqueo del aporte sanguineo, se presenta necrosis isquémica

en la pulpa o necrosis de coagulacion.®%

Después de la necrosis, sea por licuefaccion o coagulacion, sin un
crecimiento bacteriano concomitante en la camara pulpar, la pulpa necrotica
sola no inicia 0 mantiene los procesos inflamatorios defensivos en los tejidos
periodontales con relacién a los pequefios agujeros apicales y laterales; en
otras palabras, los desechos necroticos solos, aunque estimulan la
fagocitosis y la reparacién histica, no producen irritacién suficiente para

sostener las reacciones inflamatorias en el periapice.*

Cuando la pulpa se infecta, da lugar a una lesién inflamatoria en los tejidos
periradiculares denominada periodontitis apical; sin embargo, antes de la
infeccion el tejido muestra un aspecto de masa solida blanda con
consistencia de queso (ceseificacion), compuesto principalmente por
proteinas coaguladas, grasas y agua. Los productos de la necrosis son
toxicos para el tejido periapical y pueden indicar una respuesta inflamatoria,

con formacién posterior de abscesos sin microorganismos.>%*3

La infecciobn se produce sélo después de la necrosis pulpar ya que los
componentes del tejido pulpar degenerado aportan una fuente nutricional
importante en las fases iniciales de la colonizacion bacteriana. Otro factor
esencial lo constituye el exudado inflamatorio que contiene elemento séricos

y hematicos; no obstante, si se presenta comunicacion entre el espacio
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pulpar y el medio bucal, la saliva aportara elementos que contribuiran al

crecimiento bacteriano.>**

Al morir, las bacterias liberan endotoxinas al medio ambiente; éste tan sélo
es un ejemplo de los estudios que han demostrado que los productos
microbianos pueden producir una reaccién inflamatoria en la pulpa dental, y
por consiguiente, necrosis. Entonces tedricamente, cualquier especie que
colonice la pulpa necrotica podria participar en la patogénesis de

enfermedades periradiculares. ***

En la terapéutica, los antimicrobianos no pueden reemplazar al trabajo
biomecanico adecuado y la medicacion intraconducto. Los antibidticos no
afectan a las bacterias confinadas que se encuentran en el tejido pulpar
necrotico dentro del sistema endodontico debido a que ya no existen vasos
sanguineos que distribuyan dicho (el) medicamento al interior de la lesién.?

2.2. Antecedentes histéricos

Hace poco mas de 150 afos, existieron algunos cientificos distinguidos que
se distinguieron por sus trabajos e investigaciones sobre de la medicina y la
microbiologia, ejemplos de ellos son Robert Koch (1843-1910) que entre sus
descubrimientos mas sobresalientes se encuentra el agente de la
tuberculosis o “bacilo de Koch”; y Alexander Fleming (1881-1955) que
descubrié las propiedades antibidticas del hongo Penicillium notatum

mientras estudiaba al Staphylococcus aureus.®

Acerca de la evolucion de la microbiologia bucal, Leuwenhoek observo en su

saliva y en el material depositado en sus dientes, algo que denominé materia
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alba, o bien “animaliculos” y asi lo comunico en sus cartas a la Royal Society
de Londres.” Tiempo después, nos encontramos con el considerado por
algunos, padre de la microbiologia bucal, Miller quien en el afio de 1894, en
su trabajo “The Micro-Organism of the Human Mouth”, considerando la pulpa
y el periapice, hizo referencia a los resultados cuantitativos de las pulpas
necroticas, y discutié los aspectos ecoldgicos e investigd el potencial
patbgeno de algunos microorganismos; reportd incluso que las bacterias
intrarradiculares eran diferentes a las bacterias que estaban en la camara

18,19

pulpar.

En el aflo de 1901 se encuentra el primer intento por identificar y controlar a
los microorganismos dentro de los conductos radiculares infectados fue
efectuado por Onderdonken; sin embargo, hace 120 afios se demostro la

presencia de formas bacterianas en el tejido pulpar necrético.?

Pero, no es sino hasta 1905 cuando Burkley comenzé a relacionar a los
microorganismos y observd la importancia del factor etiologico de las
agudizaciones endodoénticas, debido a la coaccién de los restos necroéticos y

los microorganismos a través del foramen apical.

En cuanto a las técnicas para aislar microorganismos, después de 1950, los
microorganismos mas frecuentemente aislados eran aerobios ya que por lo
general no se utilizaban técnicas anaerdbicas; unos diez afios después con
las técnicas de cultivo anaerObicas se pudieron observar con mayor
frecuencia a los anaerobios facultativos, destacando el Streptococcus a-
hemolitico, Staphylococcus aureus, y Staphylococcus epidermidis,
Enterococos, Difteroides, Micrococos, Lactobacilos, especies de Candida,

Neisseria y Veillonella.?%%

10
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Con el gran avance para cultivar microorganismos anaerobicos, en 1966,
Kakehashi et al, mostraron que las bacterias causaban necrosis pulpar e

inflamacién perirradicular.”*®

Oguntebi, Slee, Tanzer y Langeland, en 1982, mencionaron en su estudio
“Microflora predominante asociada con abscesos periapicales en dientes
humanos”, que tales abscesos periapicales no albergaban gran nimero de
especies microbianas, en contraste con las observaciones publicadas de

necrosis pulpar y abscesos periodontales en conjunto.??

Sen et al, en 1997, investigaron el patron de crecimiento de Candida albicans
en relacion con la dentina radicular en humanos y observo blastoconidias y
estructuras de hifas en las paredes del canal radicular de los especimenes.
La mayor parte de estas estructuras, particularmente las pseudohifas
mostraron tener la capacidad de penetracion en los tubulos dentinarios

expuestos.?®

Bonifacio, ya en el afio 2000, observé en dientes con necrosis pulpar sin
lesién periapical aparente, la no presencia de microorganismos en los tejidos

apicales y periapicales, tampoco areas de reabsorcion cementaria apical.

Mas recientemente, Da Silva, 2006, en su estudio “Perfil bacteriano en
dientes primarios con pulpa necrética y lesiones periapicales”, obtuvo como
resultados bacilos negro-pigmentados en 6 de 20 casos (30%)
microorganismos aerobios en 12 conductos (60%), Streptococcus en 17
conductos (85%); estreptococos del grupo mutans fueron encontrados en 6
casos (30%); Streptococcus mutans presente en 5 conductos, y la asociacion
de S. mutans y S. sobrinus en solo un caso. Encontré ademas bacilos Gram

negativos en 3 conductos (15 por ciento); finalmente no hallé

11
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Staphylococcus. Concluyé que los dientes primarios presentan una infeccion

polimicrobiana, muy similar a la microbiota de los dientes permanentes.?

2.3. Relacion entre la microbiota de la cavidad bucal y el

conducto radicular

Los microorganismos que se encuentran con mas frecuencia en el conducto
radicular son residentes de la boca, y rara vez se recuperan bacterias de
origen de otros compartimientos corporales. Sin embargo, la composicion de
la microbiota muestra una notable variabilidad entre diente y diente del
mismo hospedero aunque también varia la cantidad de bacterias. Asi como
también pueden encontrarse cepas distintas, pero a menudo predominan de

uno a seis microorganismos.®

Méas de 300 especies de bacterias han sido reconocidas como flora normal
de la cavidad bucal. Todas las bacterias que normalmente habitan la cavidad
bucal tedricamente tienen la capacidad de invadir el conducto radicular
durante y después de la necrosis pulpar, la de participar en la infeccion del
conducto, y la de a entrar a los tejidos periapicales. Un factor selectivo de la
microbiota endoddntica es la baja disponibilidad de oxigeno, especialmente
cuando no existe comunicaciéon camara pulpar-cavidad bucal, en particular
en las porciones apicales, donde el bajo potencial de oxido-reduccion del
tejido necrético favorece, en un principio, el crecimiento de bacterias
anaerobias facultativas y posteriormente, anaerobias estrictas. Sin embargo,
las bacterias presentes en conductos radiculares infectados incluyen grupos
de especies restringidos comparados con la flora total de la cavidad bucal;
estos microorganismos se encuentran en lugares estratégicos y privilegiados

dentro del conducto radicular que contiene tejido pulpar necrético, en el cual

12
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se protegen de la accion de las células de defensa del hospedero, que en
ese momento se encuentran concentrados en el periapice sin poder

alcanzarlos,>11:1419-24

En contraposicion, existen estudios de la bacteriologia de la necrosis pulpar
de los dientes humanos desvitalizados por traumatismo fisico sin tener
exposicién con la pulpa; éstos demuestran que las bacterias no pueden ser

aisladas de los dientes sin que exista periodontitis apical.?®

Con respecto a los hongos, de las aproximadamente 50,000 especies que se
conocen, 200 de ellas se conocen como causantes de enfermedades en
animales vertebrados y seres humanos. La mayor parte de los hongos
patdgenos se encuentran dentro de los grupos de Ascomycota,
Basidiomycota, Zygomycota, y Deuteromycota. Los dichos hongos
encontrados regularmente son especies oportunistas del género Candida y
Aspergillus, ambos pertenecientes al grupo de los Deuteromycota. Algunas
especies de Candida pueden causar una variedad de infecciones en
humanos, que van desde una enfermedad superficial a micosis diseminadas

gue amenazan la vida.

La mayoria de los hongos patdgenos son exdgenos; sin embargo, las
micosis con incidencia alta son causadas por hongos que forman parte de la
microbiota normal del cuerpo humano. Candida pueden hallarse en la
cavidad bucal, tracto gastrointestinal, ano, ingle, canal vaginal, y vulva de

personas saludables.?®

Los hongos constituyen una pequeiia parte de la microbiota bucal. La mayor
proporcién de la microbiota de hongos se compone de Candida. La especie

de hongo mas comun en la cavidad bucal es un hongo dimoérfico, presente

13
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como blastoconidias e hifas, esta especie es Candida albicans, la cual es
encontrada en un porcentaje del 30 al 45 por ciento en adultos sanos, y del
95 por ciento en pacientes infectados con VIH.

El dorso de la lengua se considera como el habitat primario de C. albicans,
mientras que otros sitios pueden ser colonizados secundariamente como la
mucosa supragingival, la dentina, el cemento, la encia subgingival y las
bolsas periodontales. Un gran nimero de otras levaduras también han sido
aisladas de la cavidad bucal, incluyendo a Candida glabrata, C.
guilliermondii, C. parapsilosis, C. krusei, C. inconspicua, C. dubliniensis, C.
tropicalis, y especies de Saccharomyces. 23

Ha sido demostrado que algunas especies de Candida se coagregan con
ciertas bacterias, por ejemplo, C. dubluniensis con Fusobacterium nucleatum
y C. tropicalis con Streptococus gordonii. Varios autores han reportado que
C. albicans suele combinarse con algunas cepas de Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguis, S. gordonii, y S. anginosus, pero nunca con S.

mutans ni Enterococcus faecalis.>?°

No obstante, a los hongos se les reporta comunmente reportados como
miembros comunes de la microbiota asociada con infecciones endodonticas
primarias. Pero, Moller, en 1966, aislé especies de Candida en 1 de cada 29

muestras de dientes con pulpas necréticas con corona intacta.”*®

Siguiendo el tema de la coagregacion, tenemos al biofilm, que es una
estructura formada por bacterias adheridas a un sustrato rigido. Tal
conformacion les permite vivir en comunidad y protegerse del ataque de los
sistemas de defensa del huésped. Aunque la mayoria de los fracasos

endodonticos se deben a la persistente presencia de bacterias dentro de los

14
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conductos radiculares, aunque también se han reportado infecciones

radiculares que también son causales de fracasos.*

Lo anterior asegurado por Spangberg, quien en 2002 menciond que en una
infecciobn primaria existen cocos, bacilos, filamentos y espirilos, que la
mayoria de estos microorganismos se encontraban suspendidos en una fase
fluida y que otras se pueden observar adheridas a las paredes del conducto
radicular. Siqueira en ese mismo afio, asevero que en general las infecciones
primarias mezclan predominantemente bacterias anaerobias, cuyas especies
usualmente pertenecen a los géneros de Bacteroides, Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Peptoestreptococcus, Eubacterium, y
Campylobacter. Dijo también que los estreptococos facultativos o

microaeréfilos también se les puede encontrar en infecciones primarias.'*%

Entonces, las infecciones endoddnticas son causadas por microorganismos
bucales, que a su vez son usualmente patdogenos oportunistas; sin embargo,
cualquiera de las cerca de 300 especies de la microbiota bucal puede invadir
el conducto radicular con necrosis pulpar y establecer un proceso infeccioso.

Casi todas las bacterias que se encuentran en el conducto radicular carecen
de la capacidad para invadir los tejidos periodontales, su abundancia y sus
metabolitos en el conducto radicular determinan su efecto patégeno.
Finalmente, las lesiones periapicales ocurren por el crecimiento de bacterias
patbgenas en pulpas necroticas y por la liberacibn de sus productos

lesivos.?*

15
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2.4. Vias de penetracion de los microorganismos al conducto

radicular

Las vias de penetracién al conducto pueden ser diversas, sin embargo, en
tanto permanezca intacta la cubierta exterior del tejido dental duro (esmalte y
capas de cemento), es imposible una penetracion bacteriana hacia la pulpa
dental. Pero en diversas circunstancias clinicas (como caries, procedimientos
operatorios o traumatismo dentario), se pierde la integridad del tejido duro,
produciéndose la entrada de bacterias e irritacion pulpar. Cuando la fractura
de la corona afecta esmalte y dentina, en las proximidades de la cavidad
pulpar, la exposicion de los tubulos dentinarios puede convertirse en una via
de entrada a los microorganismos presentes en la cavidad bucal. Esta
posibilidad cobra mayor importancia en nifios y pacientes jovenes, puesto
que presentan tubulos de mayor calibre que los adultos y en personas de

edad avanzada.”®?°

Aunado a ella, las diferentes especies bacterianas en la microflora bucal
poseen diversas exigencias nutricionales para mantenerse incluso dentro de
un tubulo dentinario. En consecuencia, las bacterias que se establecen por si
mismas son aquellas que pueden utilizar y compiten mejor por los factores de
crecimiento disponibles en la pulpa necrética. Los componentes del tejido
pulpar desintegrado aportan una fuente nutricional importante, al menos
durante las fases iniciales de colonizacién bacteriana.®’

H Exposicion directa. Cualquier exposicion pulpar a través de la
barrera de tejido duro, permite la entrada directa de la microbiota bucal, y asi,
en una semana, las reacciones del tejido pulpar aumentan de una
inflamacion superficial aguda hasta una necrosis pulpar; pero la microbiota

bucal también logra tener acceso directo a la pulpa después del deterioro

16
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progresivo de la insercién en la enfermedad periodontal. O sea, conforme se
alteran los tejidos de soporte, pueden exponerse los conductos accesorios
(sobre todo los conductos laterales) y los agujeros apicales pequefos. La
placa bacteriana en relacion con la enfermedad periodontal también provoca
pulpitis y necrosis del tejido pulpar debido a los desechos bacterianos que

puedan estar en contacto o cerca de la pulpa.>**

H Exposicion dentinaria. Los tabulos dentinarios miden entre 0.5-1 p
de didmetro en la periferia y hasta 3-5 p cerca de la pulpa, zona en la cual
hay alrededor de 50,000 a 60,000 ttbulos dentinarios por mm?; las bacterias
avanzan mas por division hasta una profundidad considerable, que por
desplazamiento auténomo. Asi que cuando la pulpa vital sana queda
expuesta como resultado de un traumatismo, la penetracion del tejido es

relativamente lenta.

Estudios experimentales sugieren que en el proceso carioso esa invasion
solamente ocurre cuando el grosor de la dentina alcanza como maximo 0.2
mm entre limites de dicho proceso y la pulpa, invasion que garantiza
gradualmente el proceso de division celular, y se ve favorecida, a veces, por
el efecto mecanico de la masticacidbn. Mencionando que la penetracion
bacteriana no supera los 2mm después de 2 semanas. Si la pulpa se ha
necrosado, los espacios vacios de los tubulos dentinarios son penetrados
con rapidez. Incluso ante la ausencia de una exposicion directa, las bacterias
afectan a la pulpa.

Luego de expuestos los tubulos dentinarios, sirven como rutas para las
bacterias. El ancho de los tubulos es suficiente, aun en la periferia, esto
permite el ingreso de casi todos los microorganismos que colonizan los

dientes.>"818
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Asi también, se ha encontrado en la caries, al frente bacteriano de avance
gue las bacterias no penetran mas alla del limite de la lesién, a menos que
ocurra alguna desmineralizacion dentinaria. Sin embargo, a menudo se
presentan lesiones inflamatorias en la pulpa luego que las bacterias
colonizan la dentina expuesta. Es probable que tales lesiones ya sean
notables por debajo de la caries incipiente, después de la exposicidn reciente
de dentina, asi como el crecimiento bacteriano por debajo de una
restauracion dental.

Por lo tanto, es claro que las bacterias no invaden la pulpa o dentina para
producir en si la irritacion pulpar. Con el crecimiento y desintegracion, las
bacterias en la caries o la placa dental provocan una variedad de sustancias
que inician y preservan la lesidn histica, asi como las reacciones
inflamatorias; éstos productos son tdxicos enzimaticos, metabdlicos y otros
de origen bacteriano que se diseminan por el liquido de los tudbulos
dentinarios y alcanzan la pulpa antes que los propios microorganismos. Tales
productos bacterianos de desecho, luego de la penetracion por los tubulos

dentinarios, pueden destruir el tejido pulpar por la accién téxica.®

La penetracion bacteriana en los tubulos dentinarios se da usualmente cerca
de la entrada del conducto principal. En algunos especimenes se han
encontrado infectados hasta 300 um de profundidad del tabulo dentinario;
pero puede haber una extensién variable de las invasiones bacterianas.
Algunas mediciones precisas han encontrado bacterias en 250 um de
profundidad dentro de conductos radiculares después de la instrumentacion;
asi mismo, se han recuperado bacterias viables de tubulos dentinarios de
asociados con lesiones periradiculares con la mayor penetracion bacteriana,
es decir, de 375 pm.

Estudios de la penetracion in vitro de algunas especies alcanzan valores

extremos de 700 a 900 um cuando el cemento del barrillo dentinario han sido
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removidos; sin embargo, tal profundidad de penetracion no ha sido reportada
8,24

in situ.
Retomando el tema de los hongos, las levaduras van de un rango de 1 a 6
um de didmetro, mientras que las hifas tienen usualmente de 1.9 a 2.6um de
didmetro. Sobre la base de estas dimensiones celulares, se puede suponer
que los hongos también tienen la habilidad de penetrar por los tubulos

dentinarios.?®?*

ju Membrana Periodontal. Otro medio de invasiébn de los
microorganismos es el surco gingival ya que a través de este acceso pueden
alcanzar la cAdmara pulpar utilizando un conducto lateral o el foramen apical.
Esta via puede ser facilitada a los microorganismos, por ejemplo, durante la
realizacion de una profilaxis dentaria y a consecuencia de una luxacion vy,
mas significativamente, a partir de la migracion de la insercion epitelial

durante el establecimiento de una bolsa periodontal 22

También grandes lesiones periapicales pueden llegar a dafiar el paquete
vasculonervioso de un diente vecino y provocar la necrosis de la pulpa; ésta
situacion aunque es rara, deberia considerarse como explicacion a la pérdida
progresiva de la vitalidad pulpar de un diente adyacente a otro que presente

una gran lesion periapical radioltcida.®

En relacién con esa via de penetracion, es importante considerar a especies
periodontopatégenas como Wolinella, Selenomonas y Campylobacter spp

por su capacidad de locomoci6n.?*2
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b Invasion bacteriana de la pulpa dental necrética. La lesion del
tejido pulpar es un prerrequisito para el establecimiento del crecimiento

microbiano en el sistema de conductos radiculares.

Las infecciones bucales difieren de las que ocurren en otro compartimiento
corporal, en las que los microorganismos infectantes habitan la cavidad
bucal; pero las bacterias bucales también se establecen por si mismas en las
pulpas necroéticas de dientes intactos (no expuestos) o restaurados. En tales
casos, las bacterias entran desde la boca hasta la pulpa por tubulos
dentinarios como ya se ha mencionado. Entonces como los sistemas

pulpares defensivos ya no funcionan, se presenta la invasion bacteriana.

Las fisuras del esmalte en dientes traumatizados sirven como ruta hacia los
tubulos dentinarios y pulpa. En dientes con pulpas necréticas, la via de
invasion bacteriana es la dentina radicular, expuesta a los conductos
accesorios expuestos.

H Anacoresis. La invasion bacteriana a través de esta via depende de
una bacteriemia o una septicemia; la primera consiste en la presencia de
microorganismos viables en la via hematdgena, y es un fenbmeno transitorio
cuya duracién no se prolonga por mas de 30 minutos; y la segunda, es una
manifestacion patolégica sistémica asociada a la presencia y multiplicacion
de microorganismos en la sangre. Las bacteriemias transitorias pueden
producirse por diversas razones: extracciones dentales, traumatismos,
procedimientos periodontales y sobreinstrumentacion de los conductos. Asi,
los microorganismos circulantes por via sanguinea pueden anidar en los

tejidos alterados y comenzar a multiplicarse.”#*2
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Cuando este medio es utilizado como via se necesita que el hospedero
presente previamente resistencia disminuida, favoreciendo los mecanismos
del agresor, asi como también es necesario tener una irritacion o reaccién
inflamatoria, como una pulpitis. Misma que se considera como una posible
via de penetracion bacteriana hacia zonas de necrosis pulpar; sin embargo,
no es tan sencillo como parece, puesto que esta ruta de invasion requiere: 1)
que la pulpa muestre dafio parcial o total (necrosis), y 2) que las bacterias se
diseminen hacia la circulacion y puedan dejarla para que pasen a la pulpa
lesionada. Esta via de infeccion ha sido muy controversial.

H Extensidn. En este caso, los microorganismos a partir de dientes
infectados y en consecuencia de contigtiidad con el tejido, llegarian hasta los

conductos principal o lateral, y se localizarian en la pulpa de dientes sanos.*®

2.5. Crecimiento de los microorganismos en el conducto

radicular con necrosis pulpar

Ya que se ha logrado la invasion microbiana al conducto, el crecimiento de la
poblacién de los mismos depende del éxito en la competencia por sobrevivir
dentro de él, y esto se traduce en la habilidad de las diferentes especies
microbianas para tolerar las condiciones adversas en el conducto,
generalmente creadas por las especies competidoras. Aunque pueda ser
variable la existencia de necrosis aséptica, el remanente necrotico y el
ambiente favorable, desprotegido por las defensas organicas, posibilitan la

infeccion.

Asi, la infeccion de la pulpa dental moviliza los microorganismos a
desarrollarse en sentido apical para invadir y colonizar los tejidos
periapicales produciendo una patologia atin mayor.*®
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Posterior a la necrosis, el ambiente de la cavidad pulpar, se torna propicio e
ideal para aquellos factores que influyen en el crecimiento y en la
colonizacion microbiana (nutrientes, baja tension de oxigeno, gas carbonico
e interacciones que se puedan presentar). El consumo de lactato por las
especies de Veillonella es otro ejemplo clasico de interaccion bacteriana
positiva. Es importante sefalar que la mayor parte de las necrosis pulpares
incluyen aerobios estrictos, anaerobios facultativos o microaerofilos, los
cuales disminuyen la tension de oxigeno y el potencial de oxidorreduccion en
el conducto necrético, que a su vez proporciona las condiciones favorables
para que se desarrollen las bacterias estrictamente anaerobias. También es
probable que las bacterias u hongos fuertemente proteoliticos puedan

romper proteinas y ser utilizados como nutrientes por otras bacterias.*

Asi entonces, tenemos que los componentes del tejido pulpar desintegrado
aportan la fuente nutricional mas importante, al menos durante las fases
iniciales de la colonizacién bacteriana. Otro factor esencial en la nutricién
bacteriana es el exudado inflamatorio que contiene elementos séricos y
heméticos excretados de alteraciones inflamatorias concomitantes en los
tejidos pulpares o periapicales restantes. Si existe comunicacion directa con
el medio bucal, la saliva brinda elementos que fomentan el crecimiento de las

bacterias que los emplean.

Sin embargo, los microorganismos que obtienen de modo primario su
energia mediante la fermentacion de carbohidratos tienen menores
probabilidades de crecimiento, ya que por lo general el medio endodontico es
deficiente en tales nutrientes, a menos que el conducto tenga comunicacion

bucal y esté en las primeras fases de la colonizacion.
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Como ya se menciond, un factor muy selectivo de la microbiota endoddntica
es la baja disponibilidad de oxigeno en conductos radiculares infectados. En
especial esto se presenta en las camaras pulpares sin comunicacion bucal
directa, la concentracion de oxigeno permanece reducida, en particular en
porciones apicales del sistema endodontico, lo que favorece el crecimiento
de bacterias anaerobias facultativas, las cuales pueden, en un principio,
colonizar la cAmara pulpar, pero por la desaparicion de oxigeno, se fomenta
el desarrollo bacteriano anaerébico del 70 al 90 por ciento de la invasion

total 1318

Ademas es importante considerar que las bacterias intercambian productos
nutricionales esenciales. El crecimiento de ciertas especies bacterianas
depende por completo de la presencia de otras que producen los metabolitos
necesarios. Por ejemplo, la elaboracién de vitamina K y hemina por otras
bacterias alienta el crecimiento de especies de Bacteroides pigmentados de
negro. El hecho que las bacterias pueden contrarrestarse entre si y
produzcan elementos (por ejemplo, bacteriocinas) que suprimen o eliminan
otras, fomenta la complejidad del ecosistema que constituye el conducto

radicular.®

Cualquier microbio que infecte el conducto radicular puede desencadenar
una inflamacion periapical. Sin embargo, la virulencia y la patogenicidad
varian de forma considerable y pueden verse afectadas por la presencia de
otros microorganismos. Aunque las especies individuales constituyentes de
la flora endodontica suelen tener virulencia baja, en conjunto actian como
patdgenas debido a una combinacién de factores como: 1) interacciones con
otros microorganismos presentes en el conducto radicular, que pueden

producir sinergismo; 2) liberacion de endotoxinas; 3) sintesis que dafan los
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tejidos del huésped, y 4) capacidad para interferir y anular las defensas del

huésped. #8138

Es importante sefialar que se pueden producir bacteriemias provocadas por
la salida de bacterias del apice en combinacion con la instrumentacion
endoddntica, de manera especial cuando existe necrosis pulpar y
sobreinstrumentacion. Los pacientes con alteraciones meédicas graves y en
alto riesgo de contraer infecciones sistémicas que reciben tratamiento
endodontico tienen que, segun lo propuesto por la American Heart

Association, recibir proteccién antibiética profilactica para la cita terapéutica.’

o Produccién de endotoxinas. Ya que se han establecido los
microorganismos, debemos recordar que algunas especies de ellos tienen
mas capacidad virulenta que otras, virulencia que es asociada a
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis y Prevotella
intermedia; la produccion de estas moléculas en un factor determinante del
poder patégeno bacteriano. Son pobremente neutralizados por los
anticuerpos y capaces de desencadenar reacciones inmunitarias especificas

e inespecificas.

n Exoenzimas. Las especies que los las pueden liberar son: Prevotella
y Porphyromona, asi como otras bacterias proteoliticas (Peptostreptococcus
spp, Fusobacterium spp, Enterococcus spp) liberan enzimas que ayudan a la
desestructuracion de los tejidos pulpar y periapical y a facilitar la progresion
de la invasion bacteriana. Las enzimas mas sobresalientes son la
heparinasa, fibrolisina y colagenasa; algunas que son liberadas por algunas
especies de Streptococcus, Prevotella,Porphyromonas, Propionibacterium y

Fusobacterium. La hialuronidasa, coagulasa excretada por Staphylococcus

24

——
| —



PEREZ HERNANDEZ MARTHA CECILIA

aureus; y las B-lactamasas producidas por algunas especies de P.

intermedia.

ju ] Exotoxinas. Tienen un efecto necrético directo sobre los tejidos con
las que contactan. Los microorganismos de interés en esta tesina son:
Streptococcus pyogenes (estreptolisina), S. aureus (toxina eritrogénica y a-
toxina), Escherichia coli (enterotoxina), Pseudomona aureginosa (exotoxina
A) y Agreggatibacter actinomycetemcomitans (leucotoxina, que destruye los

leucocitos polimorfonucleares sanguineos y del surco gingival).®

o Metabolitos. La degradacion de aminoacidos por la accién de la
descarboxilasa, por la presencia de Prevotella spp, Porphyromonas spp y
Fusobacterium spp, conduce a la formacion de amoniaco, téxico para los
tejidos del hospedador y una fuente nitrogenada para Streptococcus,
Actinomyces, Leptotrichia y Lactobacillus. La accion del catabolismo del
lactato por la accién de Veillonella forma gas hidrégeno necesario para

especies anaerobias.

También la transformacion anaerobia de la microflora se establece porque la
destruccién del tejido conjuntivo por bacterias aerobias y anaerobias
facultativas da origen a nutrientes utilizados en el metabolismo de las
bacterias estrictamente anaerobias.*

2.6. Métodos de cultivo y observacién microbiana

Gracias a muchos investigadores que se dedicaron intencional o

espontaneamente a los microorganismos, podemos utilizar actualmente una
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gran gama de métodos para su estudio, pudiendo considerar entonces la
microbiologia clinica como una de las materias mas importantes en la

odontologia ya que nos permite identificarlos, controlarlos y eliminarlos.

La microbiota endodéntica puede ser analizada por bastas técnicas. Estas
incluyen el cultivo, diversos métodos de coloracion utilizando microscopia
Optica y electrbnica, técnicas inmunoldgicas, métodos moleculares para la
caracterizacion de ADN o ARN microbiano. La seleccion de las técnicas
depende de la disponibilidad de recursos y del objetivo de investigacion.*

Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran:

n Microscopia. El ojo humano es incapaz de percibir objetos cuyo
diametro sea menor de 0.1 mm. No es de extrafiar que los microbios, de
tamafo inferior pasaran desapercibidos para el hombre y no fue sino hasta
que se perfeccionaron los instrumentos para su visualizacién, que pudo
observarlos. Tenemos asi al microscopio, nombrado asi por Johann Giovanni
Faber (1570-1640). Tiempo después construidos y modificados por Anton
van Leuwenhoek (1632-1723). Es entonces cuando la verdadera complejidad
de nuestro entorno no comenzd a apreciarse hasta que se observaron por

primera vez los microorganismos a través de la lente del microscopio.'®*’

En general, la microscopia se utiliza en la microbiologia con dos propdsitos
bésicos: la deteccion inicial de microorganismos y la identificacion preliminar
o definitiva de los mismos. Es por tanto que el examen microscopico de
muestras clinicas se utiliza para detectar bacterias, hongos, parasitos e

incluso virus presentes en células infectadas.?’

Microscopio o6ptico, de campo brillante o de Luz. Los componentes

basicos de los microscopios Opticos consisten en una fuente de luz que se
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utiliza para iluminar la muestra colocada en el portaobjetos, un condensador
gue se emplea para enfocar la luz sobre la muestra y dos sistemas de lentes
(lentes del objetivo y lentes oculares) que se usan para aumentar la imagen
de la muestra. La muestra se visualiza por transiluminacién dejando pasar la
luz a través del condensador hacia la muestra. El aumento total de la imagen
es el producto de los aumentos logrados de las lentes del objetivo y el ocular.
Se utilizan tres lentes del objetivo: de bajo aumento (x10), las cuales se
pueden utilizar para obtener una vision general de la muestra; de alto
aumento en seco (x40), que se emplea para detectar microorganismos de
gran tamafio, como pardsitos u hongos filamentosos; y de inmersion de
aceite (x100), que se utiliza para observar bacterias, levaduras y detalles

morfolégicos de microorganismos.?’

Existen también otros tipos de microscopios como el de fluorescencia, que
emplea un emisor de luz ultravioleta; el microscopio de campo oscuro y el de
contraste de fases; y otros de los cuales se pueden obtener mayor poder de
resoluciébn y permiten observar y reconocer, en cortes ultrafinos, las
diferentes estructuras internas de la célula bacteriana como el microscopio

electronico, el cual utiliza un haz de electrones.’

n Examen directo. Los métodos de examen directo son los sistemas
mas sencillos de preparacion de muestras para un examen microscopico. La
muestra se puede suspender en agua o suero fisiologico (preparacion en
fresco), se puede mezclar con alcali para disolver el material de trasfondo
(método del hidroxido de potasio, KOH) o bien se puede mezclar con una
combinacion de alcali y una tincion de contraste, por ejemplo, yodo. Los
pigmentos tifien de manera inespecifica el material celular, lo que incrementa
el contraste con el trasfondo y permite llevar a cabo un examen detallado de

las estructuras.?’
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u Tincion. Se utilizan diversas tinciones diferenciales para tefiir cada

tipo de microorganismo o componente del material celular; entre ellas existen

la tincion de Wright-Giemsa, Ziehl-Neelsen, Kinyoun entre otras tinciones que

pueden llegar a ser especificas para ciertas especies bacterianas (Figura

27

1).

Tinchones diferenciales

Tincidn de Gram Es la tincidn usada mds comidnmente en los [aboratorios de microbiologia. Constituye el criterio bisico para separar
los grandes grupos de bacterias [es decir, grampositivas, gramnegativas). Despuis de la fijacidn de la muestra en un
portacbijetos de cristal (por calentamiento o tratamiento con alcohol, esta se expone a cristal viobeta y despuis s¢
agrega yodo para formar un comglejo con el pigmento principal. Durante la decodoracidn con alcobol 0 acetona, las
bacterias grampositivas retienen el complejo. mienbras que los microorganismas gramnegativos bo peerden; se
afiade saponina como contracolorante, que es retenide por los microorganismos gramnegatives (de ahi su color
rojal. El grado en que cada microorganismo retiene la tincidn depende ded organismo, las condickones de cultivo v la
habilidad para la timcidn del microscopista

Tincidin de hematonilina Utilizada para la deteccidn e identificacién de protozoos fecales. Los huewos y lanas de helmintos retienen

férrica demasiada tinciin y se identifican mds fcilmente con una preparacitin en fresco

Tincidn de metenamina Se usa generalmente en laboratarios de histologia mas que en laboratorios de microbsologia, sobre todo

argéntica para la deteccidn de elementos flingicos en tejidos, aungue se pueden detectar odros miCIOOrganismos, Ccomo

bacterizs. La tinciin con plata requiere habilidad debido a que una tincién no especifica pwede hacer que las
muestras sean ininterpretables

Timcidin de azul O de
toluidina

Se usa principalmente para la deteccidn de arganismos de Poeumorystis en muestras respiratorias. Los quistes se
tifien de un codor entre azul rofizo y violeta oscuro, sobre un fondo azul claro. La tincidn de fondo se elimina por
sulfatacidn. Las células de levadura se tifien y son dificiles de distinguir de ks células de Prevmocystis. Los
trofozoitos no se tifien. Muchos laboratosios han sustituido esta tintidn por tinciones fluorescentes especificas

Tincidin tricnimica

Es una alternativa a la hematoxilina férica para a tinddn de probozoes. Los pratozoes tienen citoplasmas de color
entre verde arulado yviodeta, v nicleos y cuerpos de inclusiin de color entre nojo y rofo purpdneo; el fondo de la
muestra es werde

Timciéin de Wright-Giemsa

Se utiiza para detectas pardsitos sanguineos, cuerpos de inclusidn e vinus y clamidias, y especies de Borrefia,
Towopiasma, Pnewmocyshis y Rickettsia. Es wuna tincidn policromética gue contiene una mezcla de azul de metibeno,
azur B y eosina Y. La tincibn Giemsa combina anul de metileno y eosina. Los iones de eosina estén cargados
negativamente y tifien los componentes bdsicos de las células de color entre naranja y rosa, mientras. que 04ros
pigmentos tifien las estructuras celulares dcidas en varios tonos entre azul y violeta. Los trofozoitos de bos protozoos
tienen ndclens rojos y citoplasmas de color azul verdoso; las levaduras intracelulares y los cuerpos de inclusién
generalmente se tifien de azul; ks rickettsias, las camidias y las especies de Preumocystis se tifien de violeta

Tinciomes atidomresistentes

Tincién de Zieht-Neelsen

Se uliliza para tefiir micobacterias, asi como otres microorganismos acidomresistentes. Los microorganismos se tifien
cmMﬂmﬁaymﬂmhMWﬁmﬁﬂMéiﬂdﬁ{aﬁ.ﬂmgﬁe para contrastar con
azul de metileno. Los macroorganismos se ven rogos sobre un fondo azul clano. La captacidn de la carbolfiscsing
requiere el calentamiento de [a mwestra (tincidn acidosresistente en callente)

Tincidn de Kimyoun

Tincidn acidogresistente en frig (no requiere calentamiento). Basada en el mismo principio que k tinckdn
de Ziehl-Neelsen :

Tincidn awramina-
rodamina

Basada en el mismo principio que otras tinciones acidomesistentes, exceplo que Se usan pigmentos

fluorescentes (auramina y rodamina)l para la tincidn principal, y el permanganato de potasio (agente fuentemente
owidante) es la tincidn de contraste e inactiva los pigmentos de fAluorocromo no fijades. Los migroorganismos tienen
una fluorescencia verde amarillenta sobee un fondo negro

FIGURA 1. Fuente: Murray P. “Microbiologia Médica” PAGINA. 173
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Tincion de Gram. En 1886 Christian Gram invent0 ésta técnica. En este
estudio la utilizaremos ya que constituye el fundamento de la clasificacion
fenotipica de las bacterias e incluso de las levaduras, revela la morfologia de
los microorganismos, e indiscutiblemente la relacion Gram (positiva o
negativa). Puede también utilizarse en situaciones especiales como: 1)
obtener informacion adicional de los cultivos y una informacion preliminar
rapida sobre los microorganismos presentes en la infeccién; 2) para
demostrar la presencia de microorganismos en una zona en particular, y 3)
por razones pedagodgicas, mostrando a los estudiantes los tipos celulares

presentes en el conducto.***

Las ventajas mas notables es que es rapida, simple en comparacién con
otras técnicas y barata. La coloracién y la morfologia obtenida de esta

técnica son las que se muestran en las siguientes imagenes (Figuras 2 y 3):

FIGURA 2. Técnica de Gram.

Fuente directa
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Figura 3. Fuente: Prats G. “Microbiologia Clinica” PAGINA. 25

u Métodos de cultivo. Las bacterias patégenas para el ser humano
son células similares a toda célula viva; por lo tanto, para crecer y
multiplicarse deben alimentarse con las mismas fuentes de energia
necesarias, como proteinas, carbohidratos, vitaminas, minerales, etcétera.
Para cultivarlas in vitro debemos reunir las condiciones de nutricion y otros
factores para simular que estan creciendo dentro del hospedero humano. Por
ejemplo, algunas de las bacterias presentes en el conducto requieren
nutricion especifica como especies de Prevotella y Porphyromonas (bacilos
largos anaerobios de pigmento negro) son ejemplos de bacterias que

requieren nutricién especifica: la Vitamina K y hemina. La Vitamina K se hace
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disponible cuando la hemoglobina se desdobla, pero solo algunas bacterias

pueden producir hemina.®?

Por lo tanto, el cultivo microbiano nos ayuda a conocer las caracteristicas
Unicas de cada bacteria para identificarla y obtener un diagnostico

microbiolégico correcto.’

Entonces, los cultivos de acuerdo con su consistencia, los medios de cultivo

son:

Liguidos. Cuando las sustancias nutritivas estan disueltas en agua; por eso
también se les conoce como infusién o caldo. Cuando los cultivos se hacen
en medios liquidos, el crecimiento bacteriano se detecta por medio de los
cambios que suceden en él, los cuales podemos notar al inocularlo e
incubarlo, debe ser traslicido al estar estériles, se vuelve turbio e incluso
liberar aroma; puede también formarse una pelicula en la parte superior del

caldo, ademas de foculos y anillos en la superficie superior del tubo.

Solidos. Cuando al medio se le agrega 5 por ciento de un polisacarido
gelatinoso llamado agar, el cual se obtiene de las algas marinas Rodoficeas,
el medio de cultivo es de tipo sdlido. Esta sustancia solidificante no la usan
las bacterias como alimento y se licua a mas de 40°C, propiedad
indispensable para poder incubarlo a 37°C.

Semisdlido. Cuando un medio de cultivo posee una concentracion de agar
cercano a 1.5 por ciento, el medio adquiere una apariencia suave y es de tipo

semisolido.

Los medios también son clasificados segun su aporte nutritivo en:
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Usuales. Los medios usuales contienen las sustancias nutritivas minimas
para el crecimiento de las bacterias metabdlicamente no exigentes, pero
también son utilizados como base para la preparacion de otros medios

(enriquecidos, selectivos).

Enriquecidos. Aquellos en los que solo crecen microorganismos muy

exigentes en sus requerimientos nutritivos (suero, sangre, vitaminas, etc.).*

Selectivos. Cuando de wuna mezcla bacteriana interesa aislar
especificamente un solo tipo de bacteria que esta en escasa cantidad. Este
tipo de medio permite el crecimiento de dicha bacteria, inhibiendo al resto de
las existentes en la muestra. Las sustancias que pueden cumplir dicha
funcion son como ejemplo, cloruro de sodio a concentraciones elevadas,

cristal violeta, sales biliares, etc.?®

Selectivo-Diferenciales. En los medios selectivos siempre crecen algunas
bacterias diferentes a la buscada, por ello, para diferenciar las distintas
colonias, se afaden sustancias que confieren un color diferente a las
colonias segun la distinta actividad metabdlica de las bacterias que la
forman. De esta manera se puede hacer diagnostico de género y tal vez de

especie.'®?®

Es importante destacar que después de sembrar e incubar en medios solidos
o placas de agar, se origina un cumulo de bacterias llamadas colonias, las
cuales tendran caracteristicas muy especificas, ello permitirhd conocer de qué
tipo son las colonias, lo que es de gran relevancia ya que nos puede ayudar
a identificar el género bacteriano (Figura 4).
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FIGURA 4. Fuente: Rodriguez E. “Manual de Microbiologia Oral” PAGINA. 29

Asi pues, después de tomada la muestra, ésta misma es diluida cuando es
necesario, e inoculada en medios selectivos o no selectivos, cultivada en
aerobiosis 0 anaerobiosis un dia o hasta un par de semanas. Después del
cultivo, las placas son examinadas y en relacion con el crecimiento,
representantes de distintas colonias pueden ser subcultivadas para obtener
cultivos puros y examinados con distintos métodos de coloracion y

reacciones bioquimicas.*

Descripcion de los medios de cultivo usados en esta investigacién
(Anexo 1).

- Medio liquido de Tioglicolato enriquecido. Cultivo liquido cuya
composicion permite el crecimiento de microorganismos anaerobios,
microaerofilos y aerobios, por lo que es apropiado como medio de
enriguecimiento directo de muestras clinicas. Una de las principales
caracteristicas de este medio es que el tioglicolato sédico disminuye el
potencial de oOxido-reduccion, lo que favorece al crecimiento de
bacterias anaerobias. En este estudio se utilizard& como medio de
enriqguecimiento de la muestra clinica para microorganismos

anaerobios.
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Formula:

Peptona de caseina 15grs

Cloruro de sodio 2.5grs

Extracto de levadura 5grs

L-cistina 0.25grs

Tioglicolato de sodio 0.5grs

Agar base 0.75grs

Vitamina K

Hemina (menadiona)

pH 7.0 + 0.2grs

Resultados:

Después del periodo de incubacion, deben examinarse los tubos para
observar la presencia de turbidez, la cual indica el crecimiento. Si se

mantiene en incubacion anaerobiosis, se reproduciran Prevotella spp.

Caldo Infusién cerebro corazon (BHI). Es utilizado para el cultivo de
microorganismos fastidiosos como estreptococos, neumococos Yy
meningococos. En este estudio se utilizarda como medio de
enriquecimiento de la muestra clinica para microorganismos aerobios.
Formula:

Infusion de cerebro de ternera 200

Infusion de corazén de res 250

Peptona de gelatina 10grs

Cloruro de sodio 5grs

Fosfato disodico 2.5grs

Dextrosa 2grs

pH 7.4+0.2
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Resultados:
La presencia y desarrollo de microorganismos es observado por
turbidez en el medio. Los microorganismos desarrollados deberan ser

subcultivados en medios especificos.

Agar Sangre. Es un medio para el aislamiento y el cultivo de una gran
variedad de microorganismos fastidiosos. Se suplementa con sangre
de carnero, caballo o conejo al 5-10% para aislar, cultivar y estudiar
reacciones hemoliticas de varios microorganismos.

Formula:

Infusion de muasculo de corazén 2grs

Extracto de levadura 5grs

Cloruro de sodio 5grs

Agar base 15grs

Digerido pancreético de caseina 13grs

pH 7.3+0.2

Resultados:

Los estreptococos hemoliticos presentan colonias traslicidas u
opacas, grises, pequefias y mucoides con una hemodlisis incluyen a
Listeria, Corinebacterias, estafilococos hemoliticos., E. coli, y
Pseudomonas. Las colonias de neumococos aparecen planas, lisas,
traslicidas, grisaceas y algunas veces mucoides rodeadas por una
pequefia zona verdosa de a-hemdlisis. Las colonias de estafilococos
tienen una apariencia opaca, de color blanco a amarillo y rodeadas de

una zona clara por B-hemdlisis.

CHROMagar Orientation. Es un medio no selectivo para el
aislamiento, permite la diferenciacion e identificacion de E. coli y
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Enterococcus, Klebsiella-Enterobacter-Serratia y Proteus-Morganella-
Providencia.

Reactivos:

Cromopeptona 16.1grs

Mezcla cromégena 1.3grs

Agar base 15grs

pH 6.9 £0.2

Resultados:

Debido a que es un medio selectivo-diferencial, las colonias que
pueden crecer seran rosas para E. coli, azules con o sin halos violeta
no indica que se encuentra Klebsiella-Enterobacter-Serratia, beige o
palidas para Enterococcus, Staphylococcus saprophyticus, azul
verdoso equivalente a Proteus-Morganella-Providencia, colonias muy
pequefas azul claro verdoso a azul con o si halos para Streptococcus,

levaduras en color crema.

CHROMagar Candida. Es un medio de aislamiento e identificacion
para Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei. Inhibe bacterias y
también puede utilizarse como medio de aislamiento selectivo para
otras especies de levaduras y para hongos filamentosos.

Reactivos:

Cromopeptona 10grs

Glucosa 20grs

Mezcla cromoégena 2grs

Cloranfenicol 0.5grs

Agar base 15grs

pH 6.0 + 0.3

Resultados:
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Este también es un medio selectivo-diferencial, las colonias que
pueden crecer seran verde claro a mediano para C. albicans, verde
oscuro para C. dubliniensis, rosa claro a rosa con borde blancuzco
para C. krusei y azul grisaceo a azul verdoso o metéalico con o sin

halos violetas seran colonias de C. tropicalis.

CHORagar Orientation CHROMagar Candida
FIGURA 5. Fuente: http://www.chromagar.com/

Agar sangre enriquecido. Ademas de ser utlizado para la
investigacion de los tipos de hemodlisis que realizan algunas bacterias
como estreptococos B-hemoliticos y a-hemoliticos, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus, E. coli; también el crecimiento de
microorganismos exigentes, que en su metabolismo necesitan
vitamina K y/o hemina como Neisseria spp, Porphyromonas spp,
Prevotella spp y Campylobacter spp

Formula:

Por cada 500 ml de agua

Agar soya tripticasa 10grs

Agar infusion cerebro corazén 13grs

Extracto de levadura 5grs

Hemina 5ml

Vitamina K 2.5 ml
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Sangre desfibrinada de carnero 25ml
Resultados:
Utilizado en atmodsfera anaerobia, encontraremos bacterias de

pigmento negro Neisseria spp, Porphyromonas spp, Prevotella spp.

fut Métodos moleculares. El nUmero de nuevas especies provenientes
de las infecciones endodonticas aumenta continuamente, el aislamiento de
las especies ya conocidas cambié enormemente los distintos casos de
bacterias resistentes. El desarrollo de métodos nuevos y constantemente
mejorados de multiplicacion de ADN a través de PCR (reaccion en cadenas
de polimerasa) aumenté la seleccibn de los métodos validos en la
investigacion microbiana. Los cuales incluyen PCR, PCR en tiempo real,
PCR de cultivo, PCR cuantitativo (Q-PCR), PCR con transcriptasa revertasa
(RT-PCR), primeras especie-especificos, secuencia de subunidades 16s del
RNA, secuencia del ADN, electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion (DGGE), por mencionar algunos de los métodos

relativamente mas recientes.

Las ventajas de las nuevas técnicas moleculares son muchas y ciertamente
equilibran estas limitaciones. Estas hicieron que fuera posible identificar
diversas especies nuevas y no cultivables en las infecciones endodonticas
ofrecen una sensibilidad muy alta que puede ser util para propositos
epidemiolégicos, y la anaerobiosis ya no es necesaria durante el manejo de

la muestra y muchos de los métodos son rapidos.*
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen desde ya hace algunas décadas estudios experimentales que
describen la microbiota del conducto radicular, asi como su relacion con las
patologias periapicales; sin embargo, en diversas ocasiones el tratamiento
suele fracasar a pesar de haber trabajado de la manera ideal, esto puede
suceder debido a que la microbiota no es exactamente la misma en todos los
casos clinicos, por ello es importante realizar un andlisis microbioldgico del
conducto radicular; lo cual también podria servir como propuesta para la
ensefianza y perfeccionamiento de la técnica utilizada de los alumnos que

cursan la materia de endodoncia.

4.  JUSTIFICACION

Debido a que se presentan un niumero considerable de pacientes a la clinica
de endodoncia con necrosis pulpar y en la mayoria de las ocasiones los
estudiantes que cursan el primer o segundo afio de endodoncia no le dan la
debida importancia a enfermedades pulpares no severas como una necrosis
pulpar comparada a un absceso o la presencia de una fistula. Por lo tanto,
este estudio se realizara con el fin de conocer si existen microorganismos
aunados a dicha patologia, asi como proponer la toma de muestras durante
el tratamiento de conductos, para asi demostrar que es muy importante a fin
de disminuir el riesgo de fracaso, sobre todo durante el aprendizaje y

orientacion de los alumnos.
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5. OBJETIVOS
5.1. General

Determinar si existen microorganismos en los conductos radiculares

con necrosis pulpar.

5.2. Especificos

- Identificar los microorganismos presentes en el conducto radicular con
necrosis pulpar en pacientes mayores de 18 afios que acuden a la
clinica de endodoncia de la Facultad de Odontologia, UNAM.

- Proponer que se realicen estudios microbiolégicos en los pacientes
que acudan con el diagnéstico de necrosis pulpar para evitar

desencadenar una infeccion agresiva o dificil de tratar.

6. METODOLOGIA

6.1. Tipo de estudio

Este estudio fue de tipo prospectivo, transversal y descriptivo, piloto.

6.2. Material
10 pacientes con diagnostico de necrosis pulpar que asistan a

consulta a la clinica de endodoncia de la Facultad de Odontologia.

Medios de enriquecimiento de la muestra

- 10 tubos de 5ml con Infusién Cerebro Corazén (BHI)*®2!

- 10 tubos de 8ml con Tioglicolato enriquecido con vitamina K y

hemina'®?!
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Medios de cultivo

- 10 placas de CHROMagar Candida®

- 10 placas de CHROMagar Orientation®

- 10 placas de Agar sangre®*

- 10 placas de Agar sangre enriquecido con vitamina K vy

hemina®*®2°

FIGURA 6. Medios de enriquecimiento y de cultivo utilizados en este estudio.

Fuente directa

Miscelaneos
- 30 puntas de papel estériles*%12%%
- Pinzas de curacion estériles

- 10 cajas de Petri estériles 100x15cm
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Sobres generador de anaerobiosis Gaspak EZ*#

Bata

Cubrebocas

Guantes de latex

100 cubreobjetos

50 portaobjetos

Colorantes para tincion de Gram (cristal de violeta, lugol, alcohol
acetona, fuscina basica)

Solucion salina

Vaso de precipitados

Encendedor

Mechero Bunsen

Microscopio 6ptico

Aceite de Inmersion

Incubadora

Asa microbioldgica metalica

Micropipetas estériles
Jarra de anaerobiosis®*®*
Cuenta colonias

Cinta adherible

Plumon de tinta permanente

Camara fotogréfica
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6.3.

Método

De acuerdo con el protocolo, se seleccionaron pacientes que tuvieron
organos dentales con necrosis pulpar de sexo indistinto, los cuales
asistian a consulta a la clinica de endodoncia de la Facultad de
Odontologia. Se realiz6 un pequefio cuestionario (Anexo 2) previo a la
toma de la muestra para no seleccionar erroneamente el espécimen y

evitar la recoleccion de bacterias de una patogenia distinta.

En la clinica, se procedi6 a obtener la muestra de pacientes que
previamente hayan sido diagnosticados, con el o6rgano dental en
cuestién debidamente aislado y desinfectado. Se utilizaron durante la
muestra: bata, guantes de latex y cubrebocas. Por muestra se tuvo
lista una caja pequefia con puntas de papel, pinzas de curacion, caja
de Petri vacia, todo lo anterior previamente esterilizado; todo los
medios de transporte y de cultivo se marcaron con marcador
permanente para registrar el nimero de la muestra: un tubo de medio
de transporte liquido de Infusién Cerebro Corazén; y un tubo con
medio de transporte liquido de Tioglicolato enriquecido previamente
colocado en anaerobiosis, lo cual se realiz0 siguiendo las
instrucciones del fabricante, y de la misma forma para los medios de

cultivo para anaerobios:

1. Se colocaron las placas o tubos deseados dentro del contenedor
GasPak (Jarra de anaerobiosis).

2. Se extrajeron del envase los sobres del GasPak EZ Conteiner
System y se retir6 la cubierta externa.
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3. Se coloco el sobre activado en el contenedor con las placas o los
tubos dentro, a un lado de ellos, entre la gradilla de las placas y el
exterior del recipiente.

Se cerro el contenedor completamente.
Tras la incubacion, se abrid el recipiente, se retiraron las placas y
desecharon los sobres GasPak EZ.

6. Resultados: las condiciones anaerobias se alcanzaron en 2.5 hrs
con el 15 por ciento o mas de dioxido de carbono en 24 hrs a 35°C.
Las placas de agar que contenian sangre mostraron reduccion en
2-4 horas a 35°C.

FIGURA 7. Medio de Tioglicolato enriquecido prereducido

Fuente directa

Se colocaron secuencialmente 3 puntas de papel, dejando cada una
en un lapso de 30 segundos dentro del conducto; cabe destacar que si
el organo dental era multiradicular, la muestra se tomé del conducto
de la raiz mas larga.?® Las muestras obtenidas se procesaron de la

siguiente manera (Anexo 3):
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a) La primera punta de papel se guardoé en una caja de Petri estéril
vacia, de dicha muestra se realiz6 el frotis en el portaobjetos y se

tifnd con el método de Gram para su observacion microscopica.

FIGURA 8. Puntas de papel y cajas de Petri

Fuente directa

b) La segunda punta de papel se introdujo en el tubo del medio de
transporte liquido de BHI. Se incubé 24 horas a 37°C.

c) La tercera punta de papel se introdujo en el tubo del medio de
transporte de Tioglicolato enriquecido previamente prereducido. Se
volvid a colocar en anaerobiosis y se incubé 48 horas a 37°C, con

observacion a las 24 horas.

Las muestras se trasladaron, a no mas de 15 minutos de haberlas
tomado®® al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Odontologia, UNAM, para colocarlas dentro de la incubadora.
Cuando paso el lapso de tiempo de incubacion requerido, se observo

si hubo o no crecimiento microbiano, lo cual se determiné por

enturbecimiento del medio.
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FIGURA 9. Medio de enriquecimiento aerobio (BHI) y anaerobio (Tioglicolato).
Ambos con crecimiento positivo.

Fuente directa

Al obtener muestras positivas, se resembraron en las placas con la

técnica de estria cruzada:

a) De la muestra obtenida del medio caldo Infusion Cerebro Corazon,
se realizd un frotis y se tiid con Gram, posterior a esto se
resembré en los siguientes medios de cultivo: Agar sangre,
CHROMagar Orientation® y CHROMagar Candida®. Se incubd en
aerobiosis 24-48 horas a 37°C; y se observaron las caracteristicas

macroscopicas cada 24 hrs.

FIGURA 10. Crecimiento de las colonias en Agar Sangre y CHROMagar Candida® y
CHROMagar Ortientation®

Fuente directa
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Transcurrido el tiempo de incubacion total, se realizaron el frotis y
tincion Gram de las colonias obtenidas del Agar sangre y del
CHROMagar Oritentation®; se observaron al microscopio éptico a

inmersion.
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FIGURA 11. Tincién Gram de colonias del medio Agar Sangre

FIGURA 12. Tincién Gram de colonias del medio CHROMagar Ortientation®.

Fuente directa
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Del CHROMagar Candida®, se observaron las caracteristicas
macroscopicas y de las colonias obtenidas y se realizé un examen
en fresco con solucién salina; se observé al microscopio éptico en

aumento de 40x.

FIGURA 13. Examen den fresco de las colonias de CHROMagar Candida®

Fuente directa

b) De la muestra colocada en el medio de Tioglicolato enriquecido, se
realiz6 un frotis y se tiid con Gram, posterior a esto se resembro
en Agar sangre enriquecido. Se incubaron de 2 a 4 dias®* en

anaerobiosis a 37°C; se observd cada 24 horas.

FIGURA 14. Crecimiento de las colonias en agar Sangre enriquecido.

Fuente directa
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De la misma manera, transcurrido el tiempo de incubacién, se
observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias y se
hicieron un frotis y tincion de Gram de las colonias obtenidas; de

igual manera se observaron al microscopio 6ptico a inmersion.

FIGURA 15. Tincion Gram de colonias del medio de Agar Sangre Enriquecido.

Fuente directa

6.4. Poblacién de estudio y muestra
Se utilizaron muestras de conductos radiculares con diagndéstico de
necrosis pulpar de personas de sexo indistinto, que asistian a consulta

a la clinica de endodoncia de la Facultad de Odontologia, UNAM; se

seleccionaron de acuerdo a los criterios de inclusion.
6.5. Criterios de exclusion
- Pacientes que no desearon participar en la investigacion.

- Dientes temporales.?

- Dientes con bolsa periodontal.?
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6.6.

6.7.

Pacientes que se encontraban bajo tratamiento periodontal con
administracion de clorhexidina.?*

Conductos irrigados o trabajados mecanicamente antes de la toma
de la muestra.

Conductos demasiado estrechos, que impedian la toma de la
muestra.

Conductos calcificados.

Aislamiento deficiente.

Criterios de inclusién

Pacientes de sexo indistinto.
Conductos radiculares con diagnostico de necrosis pulpar.
Que tuvieran la radiografia dentoalveolar inicial del diente a

tratar.°

Aspectos éticos

Previamente se le solicitd a la Mtra. Amalia Ballesteros Vizcarra,
Coordinadora de la asignatura de Endodoncia, su apoyo Yy
autorizaciéon para ingresar a la Clinica de Endodoncia de la
Facultad de Odontologia con los alumnos de cuarto afio (Anexo 4).
Posteriormente, se le dio a firmar al paciente una Carta de
Consentimiento Informado (Anexo 5) correspondiente al estudio, en
el que se le explicé el procedimiento para que nos autorizara a

aplicarlo.
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7.1.

7.2.

7.3.

RECURSOS

Humanos: 10 pacientes con diagnostico de necrosis pulpar en
organo dental, que acudieron a consulta a la clinica de endodoncia

de la Facultad de Odontologia. Una tesista, un tutor, una asesora.

De Infraestructura:

- Clinica de Endodoncia, Facultad de Odontologia de la UNAM.
- Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Posgrado

de la Facultad de Odontologia, UNAM.

- Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la

UNAM.

Financieros: El estudio fue financiado por el tesista (Anexo 6).
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8. RESULTADOS

De las muestras estudiadas pudimos observar con mayor frecuencia en el
frotis directo la presencia de cocos Gram positivos en cadenas en la mayoria
de los casos, seguido de cocos Gram positivos en pares Yy racimos,
encontramos en mucha menor incidencia bacilos cortos Gram positivos en
pares y bacilos largos Gram negativos en cadena, también encontramos

filamentos tanto Gram positivos como negativos.

Respecto a los medios enriquecidos donde hicimos crecer las muestras
provenientes de los conductos necrosados, en el medio aerobio se
encontraron cocos Gram positivos en cadena, pares, tétradas y racimos; sin
embargo, en esta ocasién los filamentos Gram negativos fueron los
siguientes en frecuencia, seguidos de los bacilos cortos y largos Gram
positivos en cadena, asi como los bacilos Gram negativos cortos en pares y
largos en cadena; para el medio anaerobio, la presencia de cocos Gram
positivos en cadenas predominaron, seguidos de bacilos cortos Gram
positivos en cadena, seguidos de los bacilos cortos Gram positivos en
cadena, y en mucho menor cantidad tuvimos cocos Gram negativos en masa

y cocos Gram positivos en pares y racimos.

Referente de los medios de cultivo aerobio, exceptuando el CHROMagar
Candida®, predominaron los cocos Gram+ aislados, en pares, tétradas y
racimos y casi con igualdad se encontraron bacilos cortos Gram positivos en
pares seguidos de cocos Gram negativos aislados, asi como de bacilos
Gram negativos largos en cadena, cortos en pares, y filamentos Gram

negativos.
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Se encontré crecimiento en todas las placas de CHROMagar Orientation®
observandose colonias rosas pequefias sin halos, lo que nos indica que la
colonia corresponde a E. coli; colonias muy pequefias de blancas a beige
muy claro palidas indicadas para Enterococcus y Staphylococcus; y colonias
muy pequefias azul claro verdoso sin halos, resultado para Streptococcus;
sblo se encontraron en dos medios colonias color crema, indicadas para

levaduras.

Con respecto a los hongos, se observaron formas levaduriformes tanto en
Agar sangre como en CHROMagar Ortientation® en muy escasa cantidad.
En cuanto a CHROMagar Candida®, so6lo hubo crecimiento en dos muestras,
observando en ambas placas, colonias verde oscuro con un halo verde claro,
resultado que el fabricante indica como C. dubliniensis y C. albicans
respectivamente. Al realizar el frotis de las colonias s6lo se observaron hifas
y blastoconidias.

Por ultimo, al realizar el frotis y la tincion de Gram en las colonias del medio
anaerobio de agar sangre enriquecido, encontramos crecimiento de cocos
Gram positivos en cadenas, seguido de cocos Gram negativos no
agrupados, bacilos Gram negativos cortos en pares y largos en cadena; y en
menor cantidad, observamos bacilos Gram positivos cortos en pares y largos
en cadenas, bacilos cortos Gram negativos en cadena y formas

levaduriformes.

Tales resultados se exhiben en las siguientes tablas por cada muestra y

medio.
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8.1.

Tablas

ESTADO DE
No SEXO FECHA DE ORGANO SALUD ESTADO DE RESULTADO DEL
MUES:FRA FoM) EDAD TOMA DE DENTAL CONDUCTO GENERAL SALUD BUCAL FROTIS DIRECTO CON TINCION DE
MUESTRA DEL DEL PACIENTE GRAM
PACIENTE
1 E 60 13/10/2010 14 Palatino Hipertension Aparentemente Cocos Gram + en cadenas y cocos Gram —
sano agrupados
2 F 28 13/10/2010 37 Distal Sano Aparesr;t:;nente Cocos Gram + en pares y cadenas
. Aparentemente Cocos Gram+ en cadenas, cocos Gram-
3 F 48 14/10/2010 15 Unico Sano sano agrupados y bacilos cortos Gram+ en pares
4 E 34 15/10/2010 2 Unico Sano Aparentemente Cocos Gram+_ en cadenas, cocos Gram-,
sano bacilos cortos Gram+
Aparentemente Cocos Gram + en cadenas, bacilos cortos
5 F 56 15/10/2010 16 Meiso-Distal Sano P sano Gram+, filamentos Gram+, micelios
verdaderos
. Aparentemente Cocos Gram+ en pares y bacilos cortos
6 F 55 18/10/2010 12 Unico Sano sano Gram+ en cadena
7 F 39 19/10/2010 22 Unico Sano Aparesr;tﬁ(r)nente Filamentos Gram- y diplococos Gram+
. Fistula y toma de . .
8 M 48 19/10/2010 15 Unico Sano medicamentos Cocos Gram+ aislados y en tétradas
9 E 30 20/10/2010 2 Unico Sano Aparentemente Cocos Gram+ en racimos y pares, bacilos
sano largos y cortos Gram+ aislados
Meiso- Fistula hace 5 Cocos Gram+ en cadenas, bacilos largos
10 M 48 20/10/2010 26 - Sano Gram-, bacilos Gram+ enmarafiados, cocos
Vestibular meses

Gram- aislados

——
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RESULTADO DEL CRECIMIENTO DE LA MUESTRA

No. BHI TIOGLICOLATO
MUESTRA
CARACTERISTICAS DEL 4 CARACTERISTICAS DE <
CRECIMIENTO TINCION DE GRAM LA COLONIA TINCION DE GRAM
Cocos Gram+ en cadenas,
POSITIVO: Turbidez y POSITIVO: Turbidez y cocos Gram+ en pares,
1 . o Cocos Gram+ en cadenas ~ -
sedimentacion grumos pequefios bacilos cortos Gram-, cocos
Gram- agrupados
POSITIVO: Turbidez y Cocos Gram+ en pares, . Cocos Gram+ en cadenas
2 sedimentacion cocos Gram- asilados. POSITIVO: Grumos. y cocos Gram- agrupados
Cocos Gram+ en pares,
racimos y cadenas, cocos
; Gram- en pares y Bacilos . Bacilos cortos Gram+ en
POSITIVO: Turbidez y POSITIVO: Tubibez y
3 sedimentacion Iargo.s Gram+ en cadenas, grumos pequefios cadenas y cocos Gram+ en
bacilos cortos Gram+ en cadenas
cadenas, bacilos cortos
Gram- en cadenas y pares
POSITIVO: Turbidez y Cocos Gram+ en cadenas y COCOS. Gram + en cadenas
4 . o POSITIVO: Grumos. y bacilos largos Gram+ en
sedimentacion cocos Gram- agrupados =
cadenas y enamarafiados
Filamentos Gram- con
. . extremos ahusados, cocos . . Bacilos largos Gram+ en
5 POSITIVO: Turpjdez Y Gram- agrupados, cocos POSITIVO: Turbidez y pares y cocos Gram+ en
sedimentacion - grumos
Gram+ en pares, bacilos cadenas
largos Gram+ en cadenas
. ) Cocos Gram+ en cadenas,
6 POSITIVO: Turbidez y Cocos Gram+ en cadenas y e SE;%TY:?&Z:?&%%; d cocos Gram- en tétradas,
sedimentacion filamentos ahusados Gram- %el tubo bacilos Gram- largos en
cadenas
Cocos Gram+ en cadena, Bacilos cortos Gram+ en
6 POSITIVO: Turbidez diplococos Gram+, bacilos POSITIVO: Turbldez y ‘cadenas y empalizada,
cortos Gram- en pares y grumos a la mitad del tubo diplococos Gram+, y cocos
cadenas Gram- en pares y cadenas
Cocos Gram+ en cadenas y
diplococos Gram+, Bacilos bC a(::(i:lfs Eg?g;g?aﬁﬂe:ﬁ
8 POSITIVO: Turbidez cortos Gram+ en pares y POSITIVO: Turbidez d bacil
tétradas, filamentos cadena, bacilos cortos
ahusados Gram- Gram- en cadena
Cocos Gram+ en cadenas,
cocos Gram- aislados y en . . Bacilos cortos Gram- en
9 POSITIVO: Turbidez cadenas y agrupados, POSITIV:a.m'I;uSrbldez y cadenas, cocos Gram- en
bacilos cortos Gram+ 9 cadenas
aislados
Bacilos cortos Gram- en
POSITIVO: Turbidez y cadenas, cocos Gr§m+ en POSITIVO: Turbidez y Bacilos cortos Gram- en
10 cadenas, pares y tétradas,

sedimentacion

bacilos cortos Gram+
aislados

grumos

cadenas
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RESULTADOS DE LOS CULTIVOS AEROBIOS (continda...)

No.
MUESTRA CHROMagar CANDIDA® CHROMagar ORIENTATION®
CARACTERISTICAS DE LA . .
COLONIA OBS. EN FRESCO CARACTERISTICAS DE LA COLONIA TINCION DE GRAM
. L) Cc')loma verde azulada, pequefia, 1) Cocos Gram+ en cadenas, cocos
Colonias grandes, verde brillante, poco elevada, bordes .
X K Gram- aislados. 2) Cocos Gram+ en
oscuro en el centro y con regulares, lisa. 2) Colonia blanca, R R
- . ~ . . cadenas, cocos Gram- aislados, bacilos
1 halo verde a blanco, Blastoconidias e hifas pequefia, brillante, plana, lisa con .
X . cortos Gram+ en cadenas, bacilos cortos
brillosas, elevadas con bordes regulares. 3) Colonias rosa a
o . . Gram-. 3) Cocos Gram- en cadenas,
bordes regulares morado, pequefias, brillantes, lisas, .
diplococos Gram+.
planas con bordes regulares.
Colonias pequefias a medianas,
2 NEGATIVO NEGATIVO verde azuladas, brillantes, lisas, Cocos Gram- formando redes y cocos
Gram+ en cadenas
cremosas, elevadas, regulares.
1) Colonias verde azuladas,
Colonias grandes, verde pequefias, brillosas, lisas, elevadas, 1) Cocos Gram- en cadenas, bacilos
3 oscuro, brillosas, elevadas Blastoconidias bordes regulares. 2) Colonias Gram- largos en cadena. 2) Bacilos largos
con bordes regulares blancas, brillantes, grandes, lisas, Gram- en cadenas
irregulares.
1) Colonia blanca, pequefia,
levada, lisa, brillante, bord .
re ZI‘:\;Zsa,Z)ISCZIo:iaa:eféec;;uT:da 1) Cocos Gram- en cadenas y tétradas. 2)
4 NEGATIVO NEGATIVO 8 o L P Cocos Gram+ en cadenas y filamentos
muy pequefia, crecimiento sélo Gram-
alrededor del medio (entre el borde
del agary la caja)
Colonia verde azulada, muy Cocos Gram+ en cadenas, cocos Gram-
5 NEGATIVO NEGATIVO pequefia, lisa, elevada, brillantes, en pares y bacilos cortos Gram- en
bordes regulares. cadenas
1) Colonia verde azulada, muy 1) Bacilos cortos y largos Gram- en
pequefia, brillante, plana, bordes cadena, bacilos muy largos Gram+ en
6 NEGATIVO NEGATIVO regulares, lisas. 2) Colonia rmorada, cadena y cocos Gram+ en pares 2)
muy pequeiia, brillante, lisa, poco Bacilos Gram- muy largos en cadenas,
plana con bordes regulares. bacilos cortos Gram+ en pares.
Colonias verde azuladas, de
7 NEGATIVO NEGATIVO pt_equenas a medianas, elevadasl, Cocos Gram+ en cadejnas y pares y cocos
brillantes, bordes regulares y mas Gram- aislados
oscuros.
1) Colonias verde azuladas, 1) Cocos Gram- en pares, bacilos cortos
pequefias, brillosas, lisas, elevadas, Gram+ en pares. 2) Cocos Gram+ en
8 NEGATIVO NEGATIVO bordes regulares. 2) Colonias pares, cocos Gram- en racimos,
blancas cremosas, medianas, filamentos fusiformes Gram- y formas
brillantes, lisas, borde regular. levaduriformes
1) Colonias blancas transparentes,
muy pequefias, brillantes, lisas, 1) Cocos Gram+ en pares y cadenas,
planas, bordes regulares. 2) cocos Gram- agrupados. 2) Cocos Gram-
9 NEGATIVO NEGATIVO Col_onlas V_erde azuladas, pequeiias, aislados y bacilos cortos Gram- aislados.
lisas, brillantes, planas, bordes 3) Cocos Gram+ en cadenas, cocos
regulares. 3) Colonia rosa oscuro, Gram- asilados y bacilos largos Gram- en
pequefia, lisas, plana, brillante, pares
borde regular
1) Colonas verde azuladas,
10 NEGATIVO NEGATIVO pequefias y medianas, lisas, Cocos Gram+ en pares y cadenas, bacilos

elevadas, brillantes, bordes
regulares

cortos Gram+ aislados

——
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2

No.
MUESTRA

(continuacién...) RESULTADOS DE LOS CULTIVOS AEROBIOS

RESULTADO DEL CULTIVO ANAEROBIO

AGAR SANGRE

AGAR SANGRE ENRIQUECIDO

CARACTERISTICAS DE LA
COLONIA

TINCION DE GRAM

CARACTERISTICAS DE LA
COLONIA

TINCION DE GRAM

1) Colonia blanca, pequefia,
rugosa, brillante, irregular, con B-
hemdlisis. 2) Colonias blancas
cremosa, grande, brillosa, lisa,
circular. 3) Amarilla blanquecina,
mediana, brillante, umbilicada,
circular.

1) Blastoconidias. 2) Cocos Gram+
en cadenas, bacilos cortos Gram+,
cocos Gram- aislados. 3) Bacilos
cortos y redondeados Gram+ en
tétradas y pares; y cocos Gram+ en
racimos

Colonia blanca, grande, lisa,
elevada, brillante, irregular.

Cocos Gram+ en cadena, cocos
Gram-, Diplococos Gram+, bacilos
largos con extremos puntiagudos.

1) Colonia blanca, cremosas,
brillantes, elevadas, regulares. 2)
Colonia amarilla, brillante, grande,
elevada, regular. 3) Colonia blanca
rosada, brillante, regular, concava.

1) Bacilos cortos Gram-. cocos
Gram+ en pares y filamentos
Gram-. 2) Cocos Gram+ en pares y
cocos Gram- formando redes. 3)
Bacilos largos y anchos Gram+ en
pares

Colonias blancas, medianas, lisas,
elevadas, brillantes, regulares.

Cocos Gram+ en pares y cadenas,
cocos Gram-.

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -

hemoliticas. 2) Colonias blancas
cremosas, grandes, opacas, borde
ondulado y crateriforme.

1) Cocos Gram+ en cadenas y
pares, cocos Gram- formando
redes. 2) Bacilos largos Gram- en
empalizada con cocos Gram+ y
cocos Gram- en conjunto a ellos

1) Colonias blancas cremosas,
medianas, brillantes, lisas, bordes
ondulados. 2) Colonia blanca,
grande, plana, opaca, rizada,
bordes irregulares.

1) Cocos Gram+ en cadenas y
pares, cocos Gram-. 2) Bacilos
cortos Gram+ en pares y
empalizada, cocos Gram+ en
pares.

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -
hemoliticas. 2) Colonias crema,
pequefias, birllantes, elevadas,
bordes irregulares. 3) Colonia

amarilla, pequefia, lisa, brillante,
elevada, regular.

1) Cocos Gram+ en cadenas. 2)
Cocos Gram + en pares y Gram-
en tétradas. 3) Bacilos cortos
Gram+ en pares y cocos Gram-
aislados

1) Colonias blancas cremosas,
pequefias, brillantes, lisas, bordes
regulares. 2) Colonia blancas,
pequefias, planas, rugosas,
brillantes, regulares.

1) Bacilos Gram- cortos en
cadenas, cocos Gram en cadenas
y levaduras.

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -
hemoliticas. 2) Colonias crema,
pequefias, birllantes, elevadas,

bordes regulares. 3) Colonia
blanca, muy pequefia, lisa,
elevada, borde regula.

1) Cocos Gram+ en cadenas y
pares, bacilos cortos Gram- en
cadenas. 2) Cocos Gram+ en
cadenas, bacilos cortos Gram- en
cadenas, filamentos Gram-
enmarafiados y formas
levaduriformes. 3) Cocos Gram+ en
cadenas y pares y cocos Gram-
agrupados

1) Colonia blancas cremosa,
mediana, brillante, elevada, lisa,
bordes regulares. 2) Colonia
amarilla cremosa, grande, elevada,
lisa, brillante, borde regular.

1) Bacilos cortos Gram- en pares y
cadenas, cocos Gram+ en pares.
2) Cocos Gram+ en cadenas y
tétradas, cocos Gram- y bacilos
cortos Gram- en cadenas y pares.

Colonia blanca, muy pequefia, lisa,
elevada, brillante, borde regular, y
hemadlisis.

Bacilos largos Gram- en cadena,
bacilos cortos Gram+ en pares

Colonias blancas, pequefias, lisas,
elevadas, bordes regulares.

Bacilos largos Gram- en cadena y
cocos Gram+ asociados a los
bacilos.

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -

hemoliticas. 2) Colonias blancas
cremosas, medianas, lisas,
elevadas, bordes transparentes
mucosos y ondulados.

1) Cocos Gram+ en cadena 2)
Cocos Gram+ en cadenas y pares,
cocos Gram-

1) Colonias blancas cremosas,
pequefias, brillantes, medianas,
elevadas, lisa, bordes ondulados.
2) Colonia amarillo, pequefia,
convexa, lisa, opaca,, borde
regular. 3) Colonia crema, grande,
elevada, lisa, brillante, borde
regular .

1) Cocos Gram+ en cadenas,
diplococos Gram+, cocos Gram- en
pares y cadenas, bacilos cortos
Gram- en pares. 2) Cocos Gram+
en cadenas, cocos Gram- en pares
y bacilos cortos Gram- en pares. 3)
Bacilos largos Gram- en cadena y
empalizada asociados con cocos
Gram- a lo largo de la cadena,
cocos Gram+ en pares.

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -
hemoliticas. 2) Colonia blanca

cremosa, pequefia, lisa,

brillante,elevada, bordes regulares.

1) Cocos Gram+ en cadena,
bacilos cortos Gram+ en pares y
cocos Gram- en racimos. 2) Cocos
Gram+ en cadenas y tétradas,
cocos Gram- aislados y en cadenas

1) Colonias blancas mucosas,
medianas y pequefias, lisas,
elevadas, brillantes, bordes

irregulares, B-hemdlisis. 2) Colonia
blanca cremosa, grande, lisa,
brillante, elevada, borde irregular.

1) Cocos Gram+ en cadenas,
bacilos cortos Gram- en pares y
levaduras. 2) Cocos Gram+ en
cadenas, pares y racimos, cocos
Gram- aislados y levaduras.

Colonias blancas, muy pequefas,
brillantes, elevadas, rugosas,
bordes irregulares B-hemoliticas.

Cocos Gram+ en pares y racimos,
bacilos cortos Gram+ aislados,
bacilos largos Gram-, cocos Gram-
en pares y formas levaduriformes

Colonias blancas grisaceas,
grandes, lisas, brillantes, elevadas,
bordes irregulares.

Cocos Gram+ en pares y cadenas,
bacilos largos Gram- en cadenas y
bacilos cortos y largos Gram+
aislados.

10

1) Colonias blancas, muy
pequefias, brillantes, elevadas,
rugosas, bordes irregulares -
hemoliticas. 2) Colonia blanca

cremosa, pequefia, lisa,

brillante,elevada, bordes
ondulados. 3) Colonia crema
oscuro, mediana, lisa, brillante,
elevada, bordes irregulares.

1) Cocos Gram+ en pares, racimos
y cadenas, formas levaduriformes.
2) Cocos Gram+ en cadenas,
bacilos cortos Gram+ en cadenas y
formas levaduriformes.

Colonias blancas cremosas,
medianas a grandes, lisas,
brillantes, elevadas, borde mucoso
y regular.

Cocos Gram+ en cadenas, bacilos
cortos Gram+ en pares y filamentos
largos enmarafiados Gram-.
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8.2. Gréficas
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TIRARME
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9. DISCUSION

Afirmando lo que dicen Silva y cols, Siqueira y cols, Sousa y caols,
encontramos en la mayoria de las muestras, cocos Gram positivos en
cadenas y bacilos cortos Gram negativos tanto en muestras de crecimiento
aerobio como anaerobio. En cuanto a los microorganismos aislados
exclusivamente del cultivo anaerobio, coincidimos con Spangberg y cols,
donde predominaron los Gram positivos; mencionando también a Oguntebi y
cols, concordamos que existen en el conducto radicular necrético cocos
Gram positivos, bacilos Gram negativos y bacilos pleomoérficos Gram
positivos todos de ellos anaerobios.

Sin embargo, no encontramos la misma coincidencia con Candida, ya que
Hancock y cols no hall6 ninguna especie de hongo en su estudio; por el
contrario, en nuestra investigacion se observd el 20% de presencia de
Candida, un resultado similar al de Siqueira y Sen, asi como en el de Furuya

y cols.

Es importante destacar que se tomaron dos muestras con una variante, una
de ellas con un proceso fistuloso con evoluciébn de 3 meses, y otra con
medicacion sistémica, esto se realiz6 con el fin de verificar que los
microorganismos fueran diferentes en relacion a los que se obtuvieron de las
demdas muestras. Sin embargo, observamos que los microorganismos eran
morfolégicamente iguales en los dos casos, de tal manera que se demuestra
qgue la invasiébn microbiana ha dafiado al tejido 6seo y que hay mayor
cantidad de ellos, pero debemos tomar muy en cuenta que pueden ser las
mismas especies, lo que nos obliga a prestar la misma atencién a un érgano
dental con necrosis pulpar; de igual manera sucedido en el caso de la

medicacion sistémica, se encontraron morfolégicamente los mismos
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microorganismos y cuantitativamente similares a los de las demas muestras,
asi verificamos lo que dice Bergenholtz y Crawford, “en la terapéutica
endodontica, los antimicrobianos no pueden remplazar al tratamiento
adecuado del conducto radicular; los antibidticos no afectan a las bacterias
confinadas al tejido pulpar necrético dentro del sistema endoddntico, y los
antimicrobianos administrados parenteralmente tampoco alcanzan un
receptaculo de bacterias confinado al interior de un absceso periapical a

menos que se drene el mismo”.

A pesar que aun reconociendo la evidencia de la participacion de los
microorganismos en el establecimiento y manutencion de los procesos en el
conducto radicular y en la region periapical, el analisis microbiolégico no se
toma en cuenta en técnicas de rutina, lo cual se puede justificar en lo
siguiente: la microscopia es limitada medida que es incapaz de diferenciar
una gama variada de microorganismos; los procedimientos microbiol6gicos,
relativos a la recoleccion, transporte, siembra e incubacion, con objetivo de la
preservacion y la propagacion de los microorganismos anaerobios, presentan
poca practicidad al profesional, y son costosos y consumidores de tiempo; las
técnicas genéticas presentan restricciones a nivel de la practica y evaluacion
clinicas.

El uso de eficientes sustancias antimicrobianas durante el tratamiento
guimico-mecanico y en la medicacion intraconducto optimiza el control
microbiano més no lo garantiza. Por lo tanto, la relacion costo-beneficio
indica el momento conveniente para la obturacién del conducto radicular para

tener mayor probabilidad de éxito en la terapéutica pulpar.
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10. CONCLUSIONES

Actualmente, aunque con algunas limitaciones, el andlisis microbioldgico en
base en el cultivo de microorganismos propios de la necrosis del conducto
radicular, parece constituirse en recursos de laboratorio muy valioso, siendo
importante proponerlo parte de la ensefianza, o como recurso auxiliar en el
tratamiento de casos convenientes, resistentes al tratamiento convencional.
Ya que representa una gran importancia para la evaluacion y
perfeccionamiento de las técnicas aséptica y endoddntica utilizadas por
estudiantes durante el tratamiento, tomando en cuenta que los
antimicrobianos no haran el trabajo necesario por si solos para eliminar el
problema.

Finalmente el analisis microbioldgico de los conductos radiculares es util en
la evaluacion de los casos tanto recidivantes como con alglin proceso
infeccioso periapical, lo que puede facilitar su identificacion y posteriormente
permitiendo la determinacion de su perfil de sensibilidad a antibiéticos y/o
quimioterapicos.

Tenemos entonces, que es de suma importancia que se realicen cultivos
microbioldgicos de rutina como parte integral del tratamiento de conductos;
sobre todo en la ensefianza, para forjar confianza y seguridad en los
alumnos respecto a la toma de decisiones del tratamiento, debido a que en la
mayoria de las ocasiones no se le da el valor real a un proceso patolégico
como la necrosis pulpar, la cual nos podria llevar a complicaciones o

infecciones mas relevantes o incluso al fracaso continuo del tratamiento.
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12. ANEXQOS

Anexo 1
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Anexo 2

UNAM

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

SEMINARIO DE TITULACION - MICROBIOLOGIA
CUESTIONARIO PREVIO A LA TOMA DE MUESTRAS

MUESTRA No: OD: Conducto:

Fecha: Edad Sexo: F M
1. ¢, Hace cuanto tiempo presenta la falta de sensibilidad en el diente?
2. ¢ Presenta actualmente alguna enfermedad sistémica? SI () NO ()
¢Cual?

3. ¢, Se encuentra actualmente en algun tratamiento periodontal?

Si () NO( ) ¢Cudl?

4. ¢Actualmente utiliza algun tipo de enjuague bucal? SI() NO()
JCual?
5. ¢Actualmente toma algin medicamento? SI() NO()
¢,Cual?

Observaciones de la muestra:
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Anexo 4

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

COORDINACION DE ENDODONCIA

S OFICIO No. FODO/COEN/0114/10

ASUNTO: COLABORACION PARA TESINA DE
INVESTIGACION CLINICA

C.D. PEDRO GONZALEZ HUERTA

PRESENTE.

POR ESTE CONDUCTO LE SOLICITO DE LA MANERA MAS ATENTA
SU COLABORACION FACILITANDOLE A LA ALUMMNA MARTHA CECILIA
PEREZ HERNANDEZ CON NUMERO DE CUENTA 09924485-7 QUE REALICE
LA TOMA DE CULTIVOS EN PACIENTES QUE ASISTAN A SU CLINICA EN LOS
MESES DE SEPTIEMBRE Y OCTUBRE DEL ANO EN CURSO Y QUE
PRESENTEN COMO DIAGNOSTICO PULPAR NECROSIS.

AGRADECIENDO DE ANTEMANO SU DISPOSICION, APROVECHO
LA OCASION PARA ENVIARLE UN CORDIAL SALUDO.

ATENTAMENTE
“POR Mi RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
CIUDAD UNVERSITARIA, D.F; A 10 DE SEPTIEMBRE DE 2010

LA COORDINADORA
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Anexo 5
8O B
oy, i TR
FACIILTAD
o UNAM
ODONTOIENGIA FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNAM SEMINARIO DE TITULACION - MICROBIOLOGIA

1904 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Consentimiento informado para realizar procedimientos de investigacion.

Este documento escrito es presentado por €l paciente, persona responsable o tutor, mediante e cual
acepta bajo la debida informacién de los fines de lainvestigacion el procedimiento arealizar, asi como
acepta que se le tomen muestras y fotos para llevar a cabo esta investigacion.

Por consiguiente, en calidad de paciente DECLARO:

Que autorizo a la Facultad de Odontologia de la UNAM para que presente con fines cientificos, los
procedimientos llevados a cabo en mi persona. Que cuento con la informacién suficiente y entiendo el
procedimiento arealizar, permito que se me tomen fotos sobre mi caso, de padecer alguna cardiopatia,
diabetes u otra enfermedad de tipo sistémico deberé informarlo.

En virtud de lo anterior doy mi consentimiento por escrito para que € aumna Pérez Hernandez
Martha Cecilia bgjo la tutoria del C.D. Victor Manuel Mira Morales a cargo, lleven a cabo los
procedimientos que consideren para la investigacion prospectivo, transversal y descriptivo de
“ldentificacion de microorganismos en dientes con necrosis pulpar en pacientes que acuden a la
Clinica de Endodoncia de la Facultad de Odontologia, UNAM, en los meses de Septiembre a
Octubre’.

Coordinador del area de microbiologia.
Q.F.B. Fernando Javier Franco Martinez.

ACEPTO

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE, PADRE O TUTOR.

NOMBE Y FIRMA DEL ALUMNO

83

——
| —



PEREZ HERNANDEZ MARTHA CECILIA

Anexo 6




PEREZ HERNANDEZ MARTHA CECILIA

Laboratorios Microlab, S.A. de C.\V.
Productos para la Investigacion Biomédica

MICROLAB

REMISION: 31/2010

24 de SEPTIEMBRE del 2010

México, D F.
PRESENTE

SANGRE DE CARNERO DESFIBRINADA $70.00

01 x S0 mL,
RECIBIO:
Carrada Cruz Verde 13 bis. Col. Lomas Quebradas Tel. 5595 1264
Deleg. M. Contreras C.P. 10000 México, D F. Fax 5595 1071
cormeo electrdnico: laboratoriosmicrolabi@msn.com
i ]
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