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RESUMEN 

Introducción: Las patologías pulpares y de los tejidos periapicales presentan etiología 

microbiana, por lo que el éxito de su tratamiento dependerá de la comprensión de la microbiota 

asociada a cada lesión. Particularmente, la identificación de la microbiota en necrosis pulpar, se ha 

dificultado debido al proceso de muestreo y las técnicas microbiológicas empleadas, dando como 

resultado un reducido número de estudios que describan la identificación de un número extenso de 

especies bacterianas. Objetivo general: Describir los perfiles microbiológicos asociados a muestras 

de tejido pulpar necrótico proveniente de dientes sin hallazgos radiográficos de lesión periapical, 

mediante la utilización de la técnica de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA. Materiales 

y Métodos: Se realizó un estudio de tipo transversal en el que se evaluó microbiológicamente 11 

muestras de pulpa dental necrótica. Las muestras obtenidas se evaluaron para determinar los 

niveles (niv.), prevalencia (prev.) y proporción (prop.) de 40 especies bacterianas utilizando la 

técnica de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA. La base de datos obtenida se comparó con 

muestras de Periodontitis Apical Asintomática (PAA, n=21) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS, 

n= 17), por medio de pruebas no paramétricas U de Mann Whitney y Kruskal Wallis en el software 

SPSS. Resultados: Se describió como perfil microbiológico de necrosis pulpar a especies tales 

como: S. intermedius (niv_p<0.01), C. ochracea (niv_p<0.001; prev_p<0.01; prop_p<0.001), 

A. odontolyticus (niv_p<0.001; prev_p<0.01; prop_p<0.05), C. showae (niv_p<0.001; 

prev_p<0.001; prop_p<0.001;) y P. nigrescens (niv_p<0.001; prev_p<0.001; prop_p<0.001) 

con medias mayores en necrosis, en comparación con los grupos de PAA y PAS. Los 

complejos bacterianos con mayor proporción en necrosis, con diferencias significativas fueron el 

amarillo (p<0.05. 40.5%), el naranja (NS, 24.2%) y especies del complejo verde (p<0.05, 15%) en 

comparación con las muestras de los grupos PAA y PAS. Conclusión: Las muestras de 

necrosis pulpar sin lesión periapical presentaron un perfil microbiológico con predominio 

de especies colonizadoras tempranas y algunas especies patógenas putativas. La microbiota 

detectada indica la presencia de una biopelícula medianamente madura lo cual es la posible 

razón de que no muestren lesión periapical. 
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INTRODUCCIÓN 

La endodoncia es una disciplina que se especializa en el diagnóstico y tratamiento de las 

patologías pulpares y periapicales. Gran parte del tratamiento a realizar será con el objetivo de 

eliminar la infección causada por los microorganismos que se alojan en el sistema de conductos de 

los dientes, así como para prevenir la reinfección de este sistema y tejidos periapicales.  

La pulpa dental es el tejido blanco laxo especializado que ocupa la cámara y conducto 

radicular de los dientes. Este tejido alberga un gran número de elementos tisulares y su principal 

misión es la de elaborar dentina.  En condiciones normales, la pulpa y la dentina son estériles y están 

aisladas de los microorganismos bucales por el esmalte y el cemento que las recubren. Hay 

circunstancias en las que se pierde la integridad de estas capas protectoras o en las que no existe 

de forma natural. En tales casos, el complejo dentinopulpar queda expuesto al medio bucal y corre 

el riesgo de infectarse por los microorganismos bucales. Algunas de las vías de infección de la pulpa 

son: exposición de los túbulos dentinarios, exposición pulpar directa, enfermedad periodontal y 

anacoresis. Una vez que las bacterias están en la pulpa, la inflamación puede ocurrir y puede dar 

lugar a la necrosis en el conducto radicular.  La necrosis pulpar es la muerte de la pulpa, lo que 

significa el cese de los procesos metabólicos de ese órgano, con la consecuente pérdida de su 

estructura y de sus defensas naturales. El tejido necrótico se infecta muy fácilmente, ya que los 

mecanismos de defensa del hospedero no funcionan en tales tejidos y los mecanismos de defensa 

de los tejidos periapicales no alcanzan la cámara pulpar. Por lo tanto, este hecho implica que existe 

un excelente ambiente para el desarrollo de microorganismos.  

En la cavidad oral se pueden encontrar más de 700 especies bacterianas, sin embargo, solo 

algunas de estas pueden encontrar las condiciones adecuadas para colonizar el sistema de 

conductos radiculares. Por años se ha estudiado la microbiota involucrada en las infecciones 
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endodóncicas, sin embargo, su identificación se dificultaba debido a que la mayoría de las técnicas 

empleadas tenían limitaciones para identificar a los microorganismos anaerobios. En las últimas 

décadas se han utilizado técnicas de biología molecular, las cuales han resultado ser un método más 

efectivo y eficiente para reconocer nuevos patógenos putativos. Diversos estudios han utilizado 

estas técnicas para analizar la microbiología de dientes con diagnóstico de necrosis pulpar y han 

logrado encontrar y demostrar que las infecciones endodóncicas tienen una naturaleza 

polimicrobiana y que la flora anaeróbica es la más frecuente.  

Por lo tanto, el propósito del presente trabajo es describir los perfiles microbiológicos 

asociados a muestras de tejido pulpar necrótico proveniente de dientes sin hallazgos radiográficos 

de lesión periapical, mediante la utilización de la técnica de “Checkerboard” para hibridaciones 

DNA-DNA. 
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MARCO TEÓRICO 

GENERALIDADES INFECCIONES ENDODÓNCICAS 

La endodoncia es una disciplina clínica que comprende la biología y patología de la pulpa y el 

periápice. La mayor parte de la terapia endodóncica está encaminada, directa o indirectamente, a 

la eliminación de los microorganismos existentes y a la prevención de la infección o reinfecciones 

de la pulpa y tejidos periapicales[1]. 

Antony Van Leeuwenhoek, el inventor del microscopio de una lente, fue el primero en 

observar la flora oral. Su descripción de los “animálculos” observados con su microscopio incluyó 

aquellos provenientes de la placa dentobacteriana y de una cavidad pulpar expuesta [2].  

En 1894 Willoughbty D. Miller, Padre de la microbiología oral, se convirtió en el primer 

investigador que asoció la presencia de bacterias con la periodontitis apical. Por medio de 

bacterioscopía de muestras de los conductos, encontró células bacterianas de las 3 morfologías 

básicas que se conocían en ese tiempo: cocos, bacilos y espirilos. Cultivó y caracterizó a las bacterias 

de la pulpa necrótica y estudió su potencial patogénico en experimentos animales [3].  

Una pieza clave del importante papel de los microorganismos en la patogénesis de las lesiones 

apicales inflamatorias fue provista por el estudio clásico de Kakehashi & col. en 1965. Estos 

investigadores encontraron que no ocurrieron cambios patológicos en pulpas y tejidos periapicales 

expuestos en ratas libres de bacterias. Sin embargo, en animales convencionales la exposición de la 

pulpa permitió el desarrollo de necrosis pulpar y por consiguiente la formación de lesiones 

perirradiculares [4].  

Hasta la década del 70, se aislaban especies microbianas del conducto radicular por medio de 

técnicas de cultivo estrictamente aerobias, por lo tanto se encontraban anaerobias estrictas en 
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apenas 25% de los casos [5], siendo la técnica de cultivo anaerobia exclusiva de pocos, en razón del 

alto costo para aislar esas bacterias.  

Estudios de cultivos en humanos, cuando se consideró la naturaleza anaeróbica obligada de 

la microbiota del conducto radicular, fueron también capaces de mostrar una conexión de la 

periodontitis apical con la presencia de bacterias en los conductos radiculares. En estos estudios se 

accedió a pulpas con necrosis cerrada después de traumatismos y fueron muestreados para realizar 

cultivos de bacterias bajo estrictas condiciones asépticas. Efectivamente se confirmó una gran 

asociación en que la ausencia de crecimiento bacteriano se correlacionó con casos sin signos 

radiográficos de inflamación apical, mientras en la mayoría de casos, con lesiones obvias se produjo 

crecimiento bacteriano [6-9]. 

Por otro lado, en 1975 Wittgow y Sabiston [5] insisten en que encontraron infección por 

microorganismos en 32 de 40 dientes no vitales, con cámara pulpar intacta por traumatismos, y 

recuerdan el riesgo de provocar una exacerbación inflamatoria si, al sobre instrumentar, pasan los 

gérmenes al hueso alveolar. Este riesgo lo repiten en su trabajo Keudell y cols. [10], quienes 

encontraron un 64% de anaerobios obligados en las pulpas necróticas examinadas.  

 Diversos estudios han demostrado que un elevado número de dientes con pulpa necrótica, 

con lesión periapical o sin ella, quedaban con el tiempo estériles, aún después de haber estado 

infectados, tanto por la acción defensiva del sistema inmunológico del huésped como por sucumbir 

víctimas de sus propios metabolitos [11]. El porcentaje varía según los autores, y se puede citar que 

el número de cultivos negativos en dientes con pulpa necrótica es, según Burket 20%[12], Grossman 

30%[13], Ostrander y Crowley 38%[14] y Pohto 54% [15].  

Los dientes con pulpa necrótica por causas degenerativas o traumáticas, pero conservando la 

integridad de su corona, han sido estudiados por Engström y Frostell [16]. Estos autores suecos 
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realizaron interesantes hallazgos y demostraron que la flora anaeróbica es la más frecuente, 

insistiendo en la importancia de hacer el cultivo bacteriano en el momento de abrir la cámara pulpar 

y no durante el tratamiento el diente o después de él, para evitar contaminación. 

En 1989, Sundqvist & col. cultivaron muestras de conductos radiculares intactos y 

encontraron que el 91% de los microorganismos eran anaerobios estrictos [17].  

Lana et al [18], analizó 31 conductos radiculares con diagnóstico de necrosis pulpar, antes y 

después de su manipulación o preparación biomecánica. Los géneros aislados que presentaron 

mayor frecuencia fueron: Prevotella, Fusobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium y 

Peptostreptococcus para las bacterias, y Candida y Saccharomyces para las levaduras. El total de 

microorganismos anaerobios estrictos aislados fue de 54 especies. El 82% de los conductos 

evaluados mostraron infección polimicrobiana. Las bacterias anaerobias estrictas fueron 

recuperadas en el 80% de los casos; las bacterias anaerobias facultativas en el 51% y las especies 

microaerófilas en un 18.5% de los casos. Fueron determinadas además fuertes asociaciones 

positivas, particularmente entre Clostridium con Prevotella y Peptostreptococcus con 

Fusobacterium. 

Jacinto et al [19], comparó hallazgos microbiológicos de dientes con necrosis pulpar 

asintomática (29 casos) con dientes con el mismo diagnóstico y que presentaban sintomatología 

clínica. Los conductos radiculares de dientes con sintomatología presentaron mayor porcentaje de 

anaerobios estrictos y mayor número de especies bacterianas por conducto en relación con los 

dientes asintomáticos. Los más comúnmente aislados fueron: Fusobacterium necrophorum, 

Peptostreptococcus prevotti, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum y Prevotella. El 

39% del total de especies aisladas estuvo constituida por bacterias Gram negativas y fueron 

relacionadas con sintomatología. La inflamación estuvo estadísticamente relacionada con 
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Fusobacterium nucleatum, mientras que el dolor a la percusión fue relacionado a Bifidobacterium y 

Actinomyces. 

PULPA DENTAL 

La pulpa es un tejido blando de origen mesenquimatoso con células especializadas, los 

odontoblastos, dispuestos periféricamente en contacto directo con la matriz de la dentina. En 

general, se considera a la pulpa como un tejido blando laxo especializado [20]. 

La relación que se establece entre los odontoblastos y la dentina, denominada a veces como 

complejo pulpo dentinario [21-23], es una de las razones por las que la pulpa y la dentina se deben 

considerar una unidad funcional compuesta por elementos histológicamente diferentes.  

La pulpa, que ocupa la cavidad central del diente –cámara pulpar y conducto radicular- se 

comunica con el ligamento periodontal a través del foramen apical o de foraminas apicales, inclusive 

por medio de eventuales conductos laterales, por los que pasan los elementos vasculares y 

nerviosos [20].  

La pulpa dental alberga un gran número de elementos tisulares, incluido los nervios, el tejido 

vascular, fibras de tejido conectivo, sustancia fundamental, líquido intersticial, los odontoblastos, 

los fibroblastos y otros componentes celulares menores [20]. 

La principal misión de la pulpa es la de elaborar dentina, a la que aporta elementos nutritivos 

y sensibilidad [20].  

Tras el desarrollo del diente, la pulpa conserva su capacidad para formar dentina a lo largo de 

toda la vida. Ello la capacita a compensar parcialmente la pérdida de esmalte y dentina causada por 

trauma mecánico o enfermedad [20].  
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VÍAS DE INVASIÓN BACTERIANA 

En condiciones normales, la pulpa dental y la dentina son estériles y están aisladas de los 

microorganismos bucales por el esmalte y el cemento que las recubren. Hay circunstancias en las 

que se pierde la integridad de estas capas protectoras o en las que no existe de forma natural. En 

tales casos, el complejo dentino pulpar queda expuesto al medio bucal y corre el riesgo de infectarse 

por los microorganismos bucales [24]. 

En dientes aparentemente intactos los microorganismos también pueden encontrar la forma 

de acceder a los conductos radiculares donde se perdieron funciones vitales de la pulpa, la atracción 

es el tejido necrótico que sirve como nutriente principal para el crecimiento y multiplicación 

microbiano [25].  

Una infección de la pulpa puede ocurrir por diversas vías: 

• Túbulos dentinarios: Siempre que la dentina queda al descubierto, la pulpa está expuesta a 

las infecciones debido a la permeabilidad de la dentina normal, que depende directamente 

de su estructura tubular. La dentina expuesta puede ser invadida por los microorganismos 

presentes en las lesiones cariosas, en la saliva que recubre la zona expuesta o en la placa 

dentobacteriana que se forma sobre dicha zona. El diámetro tubular más pequeño es 

totalmente compatible con el diámetro celular de la mayoría de las bacterias bucales, que 

suele oscilar  entre 0.2 y 0.7µm [26]. Por consiguiente, se podría asumir que una vez al 

descubierto, la dentina ofrece una vía de acceso sin obstáculos para que las bacterias puedan 

acceder a la pulpa a través de los túbulos. Sin embargo, no sucede así. Las bacterias invaden 

los túbulos dentinarios con más rapidez en los dientes desvitalizados que en los vitales [27]. 

En los dientes vitales, la salida de líquido dentinario y el contenido tubular alteran la 

permeabilidad dentinaria y presumiblemente podrían retrasar la invasión intratubular de las 
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bacterias. Por consiguiente, siempre que la pulpa mantenga su vitalidad, la exposición 

dentinaria no constituye una vía importante para la infección pulpar, salvo cuando el espesor 

de la dentina disminuye considerablemente y por consiguiente, aumenta significativamente 

su permeabilidad. Por otra parte, si la pulpa está necrosada, los túbulos dentinarios expuestos 

pueden convertirse en vías directas para que las bacterias alcancen y colonicen la pulpa [24].  

• Exposición pulpar directa: Representa la vía más clara para las infecciones endodóncicas. La 

caries es la causa más frecuente de exposición pulpar pero los microorganismos pueden 

acceder igualmente a la pulpa por la exposición pulpar directa secundaria a tratamientos 

restauradores yatrogénicos o traumatismos. El tejido pulpar expuesto entra en contacto 

directo con los microorganismos bucales de las lesiones cariosas, la saliva o la placa 

acumulada en la superficie expuesta y de modo casi invariable, la pulpa expuesta se inflama, 

se necrosa y se infecta. El tiempo que transcurre entre la exposición pulpar y la infección de 

todo el conducto es impredecible, aunque este suele ser un proceso lento [28].  

• Enfermedades periodontales: Se ha comprobado que sólo se produce necrosis pulpar como 

consecuencia de la enfermedad periodontal si la bolsa periodontal llega hasta el foramen 

apical, provocando daños irreversibles en los principales vasos sanguíneos que penetran por 

dicho conducto [29]. Una vez que se necrosa la pulpa, los microorganismos periodontales 

pueden llegar a los conductos radiculares por las ramificaciones, los túbulos dentinarios 

expuestos y conductos apicales, e iniciar un proceso infeccioso [24].  

• Anacoresis: Es un proceso por el que los microorganismos son transportados en la sangre o 

la linfa hasta una zona de inflamación, en donde abandonan el vaso, pasan al tejido dañado y 

producen una infección. No existen pruebas concluyentes que demuestren que este proceso 

puede representar una vía para la infección de los conductos radiculares. Se ha demostrado 
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la imposibilidad de recuperar bacterias de los conductos radiculares sin obturar después de 

infectar experimentalmente la circulación sanguínea [30], a menos que se hubieran 

instrumentado excesivamente dichos conductos durante el periodo de bacteremia, con la 

consiguiente lesión de los vasos sanguíneos periodontales y la extravasación de sangre  a los 

conductos [31]. Aunque se ha postulado que la anacoresis podría ser el mecanismo por el que 

se infectarían los dientes traumatizados con coronas aparentemente intactas [32], las 

pruebas disponibles parecen indicar que la principal vía para la infección pulpar en estos casos 

es la exposición dentinaria por la formación de fracturas en el esmalte [33]. 

Una vez que las bacterias están en la pulpa, la inflamación puede ocurrir y puede dar lugar a 

la necrosis en el conducto radicular. El tejido necrótico se infecta muy fácilmente, ya que los 

mecanismos de defensa del hospedero no funcionan en tales tejidos y los mecanismos de defensa 

de los tejidos periapicales no alcanzan la cámara pulpar. Por lo tanto, este hecho implica que existe 

un excelente ambiente para el desarrollo de microorganismos [34-36]. Al contrario que en los 

procesos infecciosos de la pulpa vital, el curso de la infección es incontrolable y varía 

considerablemente. La tasa de invasión bacteriana depende del tipo y número de las bacterias 

invasoras, las condiciones ambientales de la cámara pulpar, el acceso de nutrientes y especialmente 

del líquido tisular o del suero extravasado, que sirven como nutrientes para las bacterias [37]. 

CLASIFICACIÓN CLÍNICA DE PATOLOGÍAS PULPARES Y 

PERIAPICALES 

A finales de 2009, la Asociación Americana de Endodoncia (AAE) publica una nueva 

terminología para el diagnóstico clínico, teniendo en cuenta que ha sido un tópico de discusión, 

controversia y debate por décadas, ya que los textos de Endodoncia han utilizado tradicionalmente 

términos muy amplios para describir los hallazgos histopatológicos, que no con son aplicables a los 
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diagnósticos clínicos. Dicha clasificación divide las patologías en pulpares y periapicales y se 

muestran en la Tabla 2 [38]. 

NECROSIS PULPAR 

La necrosis pulpar es la muerte de la pulpa, lo que significa el cese de los procesos metabólicos 

de ese órgano, con la consecuente pérdida de su estructura y de sus defensas naturales. Puede ser 

parcial o total[39, 40].  

La pulpa necrótica puede permanecer aséptica durante periodos variables. El tejido necrótico 

pulpar no parece afectar por sí mismo a los tejidos periapicales, mientras esté estéril, pero tampoco 

ofrece protección [37]. El tejido necrótico se infecta muy fácilmente, ya que los mecanismos de 

defensa del hospedero no funcionan en tales tejidos y los mecanismos de los tejidos periapicales no 

alcanzan la cámara pulpar. Por tanto, este hecho implica que exista un excelente ambiente para el 

desarrollo de los microorganismos. [39, 40] 

La causa principal de la necrosis es la invasión microbiana producida por caries profunda, 

pulpitis o traumatismos con implicación pulpar. Otras causas poco frecuentes pueden ser procesos 

degenerativos, atróficos y periodontales avanzados[39, 40].  

La aparición morfológica de la necrosis es consecuencia de la desnaturalización de las 

proteínas intracelulares y la digestión enzimática de la célula con daños mortales. Las células 

necróticas son incapaces de mantener la integridad de la membrana y sus contenidos se extravasan, 

un proceso capaz de estimular la inflamación en el tejido circundante. Las enzimas responsables de 

la digestión de la célula derivan de los lisosomas y pueden provenir de la misma célula que está 

muriendo o de los leucocitos reclutados como parte de la reacción inflamatoria[41] 
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Patrones de necrosis pulpar 

En 1965 Grossman clasifica la necrosis pulpar en dos tipos[42]: 

1. Necrosis por coagulación: Este proceso es característico de la muerte hipóxica de las 

células. Es una forma de necrosis en la que se conserva la estructura del tejido 

durante al menos unos días tras la muerte de las células que lo constituyen. Los 

tejidos afectados tienen una textura firme. Parece que la lesión no solo desnaturaliza 

las proteínas estructurales, sino también las enzimas, lo que bloquea la proteólisis de 

las células muertas; en consecuencia, las células eosinófilas anucleadas persisten 

durante días o semanas. Los leucocitos se atraen hacia el foco de necrosis y al final 

las células muertas se acaban digiriendo por la acción de las enzimas lisosómicas de 

los leucocitos. Posteriormente, los restos celulares se eliminan mediante fagocitosis 

mediada principalmente por los neutrófilos y macrófagos infiltrantes[41].  

2. Necrosis por licuefacción: Este patrón de necrosis suele originarse en infecciones 

bacterianas focales y, en ocasiones, en las micóticas porque los microorganismos 

causan una rápida acumulación de células inflamatorias y las enzimas de los 

leucocitos digieren (“licúan”) el tejido. Independientemente de la patogenia, las 

células muertas se digieren por completo y el tejido se transforma en un líquido 

viscoso, que al final es eliminado por los fagocitos. Si el proceso se inicia por una 

inflamación aguda, como sucede en las infecciones bacterianas, el material adoptará 

con frecuencia un aspecto cremoso amarillento y se llamará pus[41]. 

Diagnóstico clínico 

La necrosis pulpar es en general asintomática, siendo la alteración del color de la corona 

dental un indicador de la pérdida de vitalidad pulpar. No se obtiene respuesta con el frío y la 
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corriente eléctrica, pero el calor puede producir dolor al dilatarse el contenido gaseoso del 

conducto[38-40].  

Tratamiento 

El tratamiento de conducto radicular indicado para esos casos es la necro pulpectomía I que 

es el tratamiento de los conductos radiculares de dientes con necrosis pulpar sin reacción periapical 

crónica evidenciable radiográficamente. Esta técnica consiste en instrumentación complementada 

con irrigación y aspiración con soluciones bactericidas suaves que no irriten los tejidos apicales y 

periapicales. Así, el hipoclorito de sodio al 1% (solución de Milton) es la solución biológicamente 

recomendada para esos casos [43], debido a que no hubo tiempo de que ocurriese propagación 

bacteriana intensa en el sistema de conductos radiculares que fuese capaz de alcanzar la 

profundidad de las ramificaciones y de los túbulos dentinarios [9, 10, 44, 45].  

PERFILES MICROBIOLÓGICOS EN NECROSIS PULPAR. 

Más de 700 especies bacterianas pueden ser encontradas en la cavidad oral [46]. Sin 

embargo, sólo una variedad limitada de éstas puede encontrar condiciones apropiadas para 

colonizar el sistema de conductos radiculares [47] (Tabla 1). Tradicionalmente, los microorganismos 

involucrados en las infecciones endodóncicas han sido estudiados por medio de técnicas cultivo [18, 

48, 49], las cuales han demostrado tener bastantes limitaciones en lo que se refiere al diagnóstico 

microbiológico [50, 51]. La tecnología molecular ha permitido el reconocimiento de nuevos 

patógenos putativos que nunca habían sido encontrados antes en infecciones endodóncicas [52-54] 

Las infecciones endodóncicas tienen una naturaleza polimicrobiana[36, 55-60] con más de 

100 géneros bacterianos identificados[61]. Agregado a esto, los perfiles bacterianos de la microbiota 

endodóncica presentan una variación individual, lo cual indica que la diversidad de especies y 

abundancia de estas pueden variar de individuo a individuo [52, 62-64].  
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Las infecciones primarias son causadas por microorganismos que inicialmente invadieron y 

colonizaron el tejido pulpar necrótico [20, 24, 58-60, 65]. Estos microorganismos pudieron haber 

estado involucrados en etapas tempranas de la invasión pulpar (caries), que culminaron en 

inflamación y necrosis [20, 59, 60]. 

Algunos reportes indican que las bacterias anaerobias obligadas dominan la microbiota en las 

infecciones primarias [17, 66]. Estas constituyen 91% de los aislamientos de necrosis cerradas 

[9],90% de los aislamientos de pulpas necróticas en dientes deciduos y 68% de la parte apical de las 

pulpas necróticas en dientes cariados [9]. 

Las especies bacterianas conocidas más prevalentes en infecciones primarias pertenecen a 

diversos géneros bacterianos Gram negativos (Fusobacterium, Dialister, Porphyromonas, Prevotella, 

Tannerella, Treponema, Campylobacter y Veillonella) y Gram positivos (Parvimonas, Filifactor, 

Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces, Peptostreptococcus, Streptococcus, Propionibacterium y 

Eubacterium) [9, 18, 48, 52, 55, 65, 67-81] 

Recientes estudios han demostrado que alrededor del 40% al 55% de la microbiota 

endodóncica en infecciones primarias está compuesta por especies aun no cultivadas [52, 74]. 

Filotipos aún no cultivados pertenecientes a los géneros Synergistes, Dialister, Prevotella, 

Solobacterium, Olsenella, Fusobacterium, Eubacterium, Megasphaera, Veillonella and Selenomonas, 

así como filotipos relacionados con la familia Lachnospiraceae o Saccharibacteria (conocido también 

como TM7), han sido frecuentemente detectados en muestras de infecciones endodóncicas 

primarias [52, 62, 74, 76, 82-85]. 

Otros microorganismos diferentes a las bacterias han sido ocasionalmente encontrados en 

infecciones endodóncicas. Los hongos son microorganismos eucariontes que han sido 

esporádicamente encontrados en infecciones primarias [18, 86]. Las arqueas comprenden un grupo 
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muy diverso de procariontes, distintos de las bacterias, sin patógenos humanos conocidos. Un 

estudio encontró arqueas metanogénicas en los conductos de dientes con periodontitis apical 

crónica [87]. Los virus son partículas que no tiene metabolismo propio y requieren células 

receptoras viables para infectar y así poder replicarse, por lo que no pueden sobrevivir en el 

conducto radicular con pulpa necrótica [24]. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la actualidad los objetivos principales del tratamiento de conductos son los de eliminar el 

proceso inflamatorio e infeccioso de la periodontitis apical. Dado que la principal causa de esta 

condición es la infección de los conductos radiculares, es de suma importancia conocer los aspectos 

microbiológicos que se presentan previo, durante y después de su manifestación, para así poder 

tener un mejor manejo tanto en el tratamiento clínico como en las terapias antimicrobianas que se 

prescriban. 

La necrosis pulpar es una de las patologías pulpares que preceden a la aparición de la 

periodontitis apical. Diversos estudios se han enfocado en analizar e identificar la microbiota de esta 

patología, sin embargo, pocos de ellos han analizado muestras de necrosis pulpar con tejido apical 

normal basándose en la nueva clasificación de la Asociación Americana de Endodoncistas. 

En los últimos años, los métodos de identificación moleculares han sido fundamentales para 

el estudio e identificación de las especies no cultivables relacionadas a patologías endodóncicas, por 

lo que se requiere continuar profundizando y ampliando la información existente para tener un 

mejor entendimiento de la etiología de la necrosis pulpar. 

JUSTIFICACIÓN 

El estudio de la microbiología endodóncica se ha complicado por dificultades en el proceso 

del muestreo y las técnicas microbiológicas empleadas para identificar a las especies no cultivables 

involucradas en los procesos patológicos. Por lo tanto, existen pocos estudios que describan la 

identificación de un número extenso de especies bacterianas con la nueva clasificación. Debido a 

esto, el presente estudio se enfocará en determinar la prevalencia, proporción y niveles de 40 

especies bacterianas diferentes en muestras de tejido pulpar necrótico proveniente de dientes sin 

hallazgos radiográficos de lesión periapical, utilizando sondas de DNA. Dicha técnica es de uso 
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molecular y permitirá presentar las especies por complejos bacterianos de colonización primaria, 

puente y tardía para poder definir su asociación con las especies que colonizan la placa 

dentobacteriana subgingival. 

HIPÓTESIS 

Pregunta: ¿Se encontrarán distintos perfiles microbiológicos en las muestras recolectadas de 

necrosis pulpar contra bases de datos de muestras microbiológicas de Periodontitis Apical 

Asintomática y Periodontitis Apical Sintomática? 

Se encontrarán perfiles microbiológicos similares en las muestras microbiológicas de necrosis 

pulpar contra bases de datos de muestras de Periodontitis Apical Asintomática y Periodontitis Apical 

Sintomática. 

OBJETIVOS 

General 

Describir los perfiles microbiológicos asociados a muestras de tejido pulpar necrótico 

proveniente de dientes sin hallazgos radiográficos de lesión periapical, mediante la utilización de la 

técnica de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA, y compararla con bases de datos de 

muestras microbiológicas de Periodontitis Apical Asintomática y Periodontitis Apical Sintomática. 

Particulares 

1. Recolectar 11 muestras de tejido necrótico de dientes que cumplan con los criterios 

de inclusión y exclusión de acuerdo con la clasificación de AAE de 2009 para necrosis 

pulpar. 
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2. Identificar muestras de dientes de necrosis para determinar los niveles, prevalencia y 

proporción de 40 especies bacterianas por medio de la técnica de “Checkerboard” 

para hibridaciones DNA-DNA. 

3. Describir los perfiles microbiológicos de muestras de necrosis pulpar (n=11) 

agrupadas por sujetos de estudio y compararlos con muestras microbiológicas con 

periodontitis apical asintomática (n=21) y periodontitis apical sintomática (n=17), 

provenientes de una base de datos del Laboratorio de Genética Molecular de la 

Facultad de Odontología UNAM. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se realizó un estudio de tipo transversal en el que se evaluó microbiológicamente muestras 

de pulpa dental necrótica para determinar los niveles, prevalencia y proporción de 40 especies 

bacterianas utilizando la técnica de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA [88]. Los sujetos 

de estudio fueron evaluados en una sola visita, en la cual se realizó una evaluación de su estado de 

salud general y pulpar, se registraron los datos clínicos generales, se recolectaron datos clínicos y 

muestras. 

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

La población de estudio consistió en un total de 11 muestras que presentaron pulpa dental 

necrótica sin lesión periapical evidente radiográficamente. Las muestras evaluadas fueron 

seleccionadas de los individuos que acuden a consulta a la Clínica de Endodoncia de la División de 

Estudios de Posgrado e Investigación de la Facultad de Odontología de la UNAM, así como de las 

clínicas de Endodoncia de la Facultad de Odontología. El propósito y naturaleza del estudio; 
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incluyendo los procedimientos clínicos y para la recolección de muestras, fueron explicados a cada 

sujeto potencial de estudio. Los sujetos recibieron copia de la forma de consentimiento informado 

(Anexo 1) en la que se delineó explícitamente el protocolo del estudio. Se pidió a los sujetos que 

firmaran dicha forma, con lo cual establecieron su entendimiento sobre el estudio y el deseo 

voluntario de participar. 

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

Todos los sujetos incluidos en el estudio fueron mexicanos por nacimiento, mayores de 25 

años, en buen estado de salud general y presentaron por lo menos 15 dientes naturales en boca. 

Los criterios de exclusión comprendieron a mujeres que estuvieran embarazadas o en periodo de 

lactancia, así como individuos que hubieran tomado cualquier clase de antimicrobiano sistémico en 

los tres meses previos a su evaluación para el estudio. Fueron excluidos de estudio también, 

aquellos que presentaron condiciones sistémicas que pudieran influir sobre el curso o severidad de 

la enfermedad pulpar, tales como VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades autoinmunes, etc., así como 

los casos en los que se presenten fistulas, lesiones periodontales con una pérdida de inserción 

mayor a 3mm, lesión periapical radiográficamente visible o con cualquier evidencia de 

comunicación directa entre la cavidad oral y la región periapical en el diente que fue evaluado. 

EVALUACIÓN CLÍNICA Y TOMA DE MUESTRAS  

Cada sujeto de estudio recibió una evaluación pulpar completa realizada por un solo clínico 

capacitado para este propósito. A todos los sujetos se les realizó profilaxis con copa de hule y pasta 

profiláctica, del diente a evaluar y los dos contiguos de cada lado. Al terminar esto se les pidió que 

realizaran un enjuague bucal por 30 segundos con 15 ml de solución de clorhexidina y gluconato al 

12% (Peridex®; Zila Pharmaceuticals, Phoenix, AZ, USA) y después se les administró el anestésico 

local pertinente en los casos que lo requirieron. 
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En total, 11 muestras de tejido pulpar necrótico fueron recolectadas (1 de cada sujeto de 

estudio), de los conductos radiculares de los dientes que reunieron los criterios de selección. Para 

recolectar las muestras de tejido necrótico, el diente fue aislado con dique de hule y se realizaron 

un acceso coronal con fresas redondas esterilizadas (calibre según diente para trabajar). Se insertó 

una lima estéril Nº 20 en el conducto radicular a la longitud aparente. Se introdujeron 2 puntas de 

papel estériles calibre 20, las cuales fueron insertadas en el conducto radicular a 1 mm de la longitud 

real y permanecieron ahí durante 20 seg. Una sección de 2 cm del extremo apical la punta de papel 

fue utilizada para el análisis microbiológico. 

EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA 

Procesamiento de muestras 

Todas las muestras fueron colocadas en tubos individuales que contuvieron 150 µl de buffer 

TE (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.6 Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO). Las bacterias en las 

muestras fueron dispersadas con vórtex y se agregó 100 µl de 0.5 M NaOH (Sigma) a cada tubo. Los 

tubos fueron hervidos durante 10min. y el pH neutralizado con 800 l de acetato de amonio (5M, 

Sigma). El DNA de cada muestra fue colocado en uno de los canales abierto de un Minislot-30, 

concentrado en una membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm y fijado a la membrana 

mediante entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por incubación a 120°C durante 20min. Dos 

canales de estándares microbiológicos fueron colocados en cada membrana. Dichos estándares 

consistieron en mezclas ajustadas a 105 y 106 células de cultivos puros de todas las cepas bacterianas 

que fueron analizadas. Las evaluaciones microbiológicas fueron llevadas a cabo en cada muestra 

individualmente. Todas las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento. 
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Especies bacterianas y condiciones de cultivo  

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el presente estudio 

para la preparación de sondas de DNA se encuentra en la Tabla 3. Todas las cepas fueron adquiridas 

como cultivos liofilizados del American Type Culture Collection (ATCC). Las cepas fueron 

rehidratadas en caldo para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido (17g- Mycoplasma agar 

base, 5ml- solución stock de Hemina, 500ml- agua destilada UV/UF, 5ml- vitamina K, 25ml- sangre 

de carnero desfibrinada) a 35°C de 3 a 7 días dentro de una cámara de anaerobiosis con ambiente 

de 80% N2, 10% CO2 y 10% H2 (exceptuando Neisseria mucosa, cultivada aeróbicamente en agar 

base sin suplementos). Las cepas que se mencionan a continuación fueron sembradas en medios 

suplementados: Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con 0.5ml de 

formato (60mg/ml)- fumarato (60mg/ml); T. denticola: caldo para Mycoplasma suplementado con 

glucosa (1mg/ml), niacinamida (400µg/ml), tetrahidrocloruro de esparmina (150µg/ml), isobutirato 

de sodio (20µg/ml), L-cisteina (1mg/ml), pirofosfato de tiamina (5µg/ml) y suero bovino (0.5%). 

Purificación de DNA y preparación de sondas 

El crecimiento después de 3 a 7 días de cultivo fue recolectado y colocado en tubos para 

microcentrifugación de 1.5ml que contuvieron 1ml de buffer TE pH 7.6. Las células fueron lavadas 

dos veces mediante centrifugación a 3,500rpm en buffer TE durante 10min. Posteriormente, fueron 

resuspendidas mediante sonicación durante 15seg. y lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10% 

SDS y proteinasa K (20mg/ml, Sigma) para las especies Gram negativas, o con una mezcla enzimática 

con 15mg/ml de lisozima (Sigma) y 5mg/ml de achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE (pH 8.0) para 

las especies Gram positivas. El DNA fue aislado y purificado utilizando una técnica estándar 

previamente descrita [89]. La concentración de DNA fue determinada mediante mediciones 

espectrofotométricas de la absorbancia a 260 nm. La pureza de las preparaciones fue valorada 
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mediante el cálculo de la relación entre las mediciones de las absorbancias a 260nm y 280nm. Las 

sondas de DNA genómicas fueron preparadas para las 40 especies bacterianas de prueba (Tabla 3) 

mediante el marcaje con digoxigenina (Roche) de 1µg de DNA purificado utilizando la técnica de 

primers aleatorios (random primer technique) previamente descrita [90]. 

Hibridaciones DNA-DNA 

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solución de prehibridación 

que contuvo 50% de formamida, 5x citrato salino estándar (SSC) (1xSSC = 150mM NaCl, 15mM 

citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseína, 5x solución Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 

0.5mg/ml de RNA de levadura (Roche). La membrana con DNA fijado de las cepas aisladas fue 

colocada en un Miniblotter-45 (Immunetics) con los canales de las muestras rotados 90° en relación 

a los canales de hibridación. Esto produjo un patrón de tablero de ajedrez (checkerboard) de 30 x 

45. Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentración de aproximadamente 20ng/ml en 

solución de hibridación (45% formamida, 5xSSC, 1x solución Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 

6.5), 0.2mg/ml de RNA de levadura, 10% sulfato de dextrano y 1% caseína), colocadas en canales de 

hibridación individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas durante 8 horas e a 42°C con el aparato 

sellado dentro de una bolsa de plástico para evitar evaporación de las sondas de DNA. La 

concentración de cada sonda fue ajustada mediante pruebas preliminares de ensayo y error para 

que todas las sondas detecten un rango de células entre 104 y 107. Las membranas fueron lavadas 

dos veces a alta astringencia durante 20min, cada vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1xSSC y 0.1% 

SDS) utilizando un baño con circulación. 

Detección y cuantificación de microorganismos  

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubación durante 1 hora en buffer 

bloqueador con 1% de caseína en buffer de maleato (100mM ácido maléico, 150mM NaCl, pH 7.5). 
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Los híbridos fueron detectados incubando las membranas en una dilución de 1:50,000 de anticuerpo 

contra digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificación previamente 

descrita [91]. Después de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en un agente 

quimioluminiscente de detección (CDP-Star, Roche) a 37°C durante 1 hora y las señales fueron 

detectadas mediante la exposición de las membranas a películas autoradiográficas dentro de 

cassettes a temperatura ambiente durante 35min. Las películas fueron reveladas siguiendo el 

procedimiento estándar y posteriormente fueron fotografiadas con cámara Digital (Kodak Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA.). Con ayuda de un sistema digital de fotodocumentación (DigiDoc. 

BioRad) se enviaron a un programa (Quantity One. BioRad), en el cual se detectaron y analizaron las 

señales obtenidas en los checkerboards. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE DATOS 

El empleo de la técnica de “Checkerboard” permitió la identificación de 40 especies 

bacterianas (Tabla 3) en cada una de las muestras de placa dentobacteriana de cada sujeto de 

estudio en un mismo experimento. Así mismo, fue posible cuantificar los niveles, prevalencia y 

proporción de cada una de las 40 especies. De esta forma, los datos microbiológicos que se 

obtuvieron de cada sujeto de estudio incluyeron 3 matrices de datos (niveles, prevalencia y 

proporción).  

La composición microbiológica de las muestras de pulpas necróticas de cada sujeto de estudio 

(Tabla 5) fue determinada calculando las cuentas absolutas de cada una de las 40 especies 

bacterianas evaluadas en cada muestra de manera individual. Los datos microbiológicos fueron 

expresados como la media ± error estándar de la media (EEM) de los niveles (cuentas bacterianas x 

105), proporción (porcentaje del total de las cuentas de las sondas DNA) y prevalencia (porcentaje 
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de sitios colonizados), cada uno calculado para cada especie bacteriana en cada muestra y 

promediado entre los sujetos de población de estudio. 

Para la comparación de los datos microbiológicos obtenidos, se tomó una base de datos de 

21 dientes con Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y 17 dientes con Periodontitis Apical 

Sintomática (PAS), para así poder realizar la comparación de los resultados con dos grupos control: 

N (n=11), PAA (n=21) y PAS (n=17)[92] por medio de pruebas no paramétricas Kruskal Wallis y U de 

Mann Whitney con el software SPSS. 
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RESULTADOS 

EVALUACIÓN CLÍNICA 

Características de la población de estudio  

Las características generales y endodóncicas de las muestras evaluadas se incluyen en la Tabla 

4. Cada uno de los datos en las distintas poblaciones se expresaron como la media ± el EEM. Las 

diferencias entre grupos no fueron estadísticamente significativas para ninguno de los parámetros 

evaluados (Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney). 

Características generales 

La población completa constó de 11 muestras microbiológicas de Necrosis (N, n=11). Para la 

comparación de los datos microbiológicos obtenidos, adicionalmente, se tomó una base de datos 

del Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Odontología de la UNAM, la cual constó de 

21 muestras microbiológicas con Periodontitis Apical Asintomática (PAA, n=21) y 17 muestras 

microbiológicas con Periodontitis Apical Sintomática (PAS, n=17), para así poder realizar la 

comparación de los resultados entre grupos (Tabla 5). 

Cada uno de los datos en las distintas poblaciones, se expresaron como media ± EEM. Se 

describe el número de muestras de estudio, la edad (años), el género (% mujeres) y número de 

dientes muestreados (%posteriores). Se pudo observar que las diferencias entre las poblaciones de 

N vs. PAA y PAS no fueron significativas para las pruebas de Kruskal-Wallis y en las pruebas pareadas 

de U de Mann Whitney. 

Características endodóncicas 

Las características endodóncicas de las muestras evaluadas fueron 11 muestras de tejido 

pulpar tomadas de dientes sin comunicación entre la cavidad oral y el tejido periapical, las cuales 
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no presentaron lesiones periodontales y tampoco mostraron engrosamiento del ligamento 

periodontal o zonas radiolúcidas en la evaluación radiográfica (Tabla 4). 

EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA  

Comparaciones microbiológicas entre grupos con 

Necrosis, Periodontitis Apical Asintomática y 

Periodontitis Apical Sintomática.  

Niveles promedio 

Las diferencias estadísticamente significativas de los niveles totales promedio se muestran en 

la Tabla 10. Cuando se compararon las cuentas bacterianas totales entre muestras con N vs. PAA y 

PAS con la prueba de Kruskal Wallis, las diferencias entre los tres grupos reportan significancia con 

mayores cuentas en N (p<0.01). En las comparaciones entre grupos con la prueba U de Mann-

Whitney (Figura 1), al comparar N vs. PAA se encontraron mayores cuentas en N (p<0.05) y al 

comparar N vs. PAS se encontraron mayores cuentas en N (p<0.001). 

Las diferencias estadísticamente significativas de los niveles individuales promedio se 

muestran en la Tabla 6. Cuando se compararon las cuentas bacterianas de especies individuales 

entre muestras con N vs. PAA y PAS con la prueba de Kruskal Wallis, las diferencias entre los tres 

grupos reportan significancia en A. naeslundii, C. gingivalis y S. sanguinis con mayores cuentas 

promedio en muestras de PAA (p<0.05) y P. gingivalis con mayores cuentas en PAS (p<0.05), para E. 

sulci, L. buccalis y S. constellatus con mayores cuentas en PAA (p<0.01); S. intermedius con mayores 

cuentas en N (p<0.01); para A. odontolyticus, C. showae, C. ochracea y P. nigrescens con mayores 

cuentas en N (p<0.001) y F. periodonticum con mayores cuentas en PAA (p<0.001). 
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Particularmente, en las comparaciones entre grupos con la prueba U de Mann-Whitney 

(Tabla 6 y Figura 2), al comparar N vs PAA se encontró diferencias significativas en E. corrodens, L. 

buccalis, S. gordonii y S. sanguinis con mayores cuentas en PAA (p<0.05), en A. odontolyticus y C. 

ochracea con mayores cuentas en N (p<0.01) y en A. naeslundii, C. gingivalis y F. periodonticum con 

mayores cuentas en PAA (p<0.01) y en C. showae y P. nigrescens con mayores cuentas en N 

(p<0.001). Cuando se compararon N vs PAS, se observaron diferencias significativas en S. 

intermedius y C. ochracea (p<0.05) con mayores cuentas en muestras de N y en P. gingivalis y C. 

rectus con mayores cuentas en PAS (p<0.05), y en A. odontolyticus, C. showae y P. nigrescens con 

mayores cuentas en N (p<0.001). A diferencia de las comparaciones contra necrosis, al analizar las 

diferencias entre PAA vs PAS, se observó que únicamente 3 especies bacterianas presentaron 

significancias, siendo estas en F. periodonticum, L. buccalis (p<0.05) y en E. sulci (p<0.01), todas con 

mayores cuentas en muestras de PAA. 

Prevalencia promedio 

En prevalencia promedio de especies individuales, los tres grupos evaluados mostraron 

diferencias en la prevalencia de distintas especies (Tabla 7 y Figura 3). 

En necrosis la especie patógena putativa P. nigrescens y colonizadores tempranos como C. 

showae y A. odontolyticus mostraron el 100 % de prevalencia en necrosis en comparación con PAA 

y PAS. Por el contrario, se observó la ausencia (prevalencia 0 %) de las especies A. naeslundii, S. 

gordonii, S. mitis, S. sanguinis, E. corrodens, C. gingivalis, P. micra, C. rectus, F. nucleatum, F. 

periodonticum, C. gracilis, S. constellatus, P. gingivalis, T. forsythia, S. noxia, F. alocis, P. acnés, P. 

melaninogenica y L. buccalis en Necrosis pulpar en comparación con el resto de los grupos evaluados 

(Tabla 7 y Figura 3). 
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En el caso de PAA la mayor prevalencia (78.6%) la representaron las especies C. matruchotii 

(agrupada en “Otros”) y C. gingivalis (del complejo verde). La especie que representó la menor 

prevalencia en PAA (0%) fue C. gracilis especie del complejo naranja. En las muestras de PAS, la 

especie P. gingivalis, del complejo rojo, presentó la mayor prevalencia del resto de las especies 

(69.6%) y S. constellatus, del complejo naranja, representó la menor prevalencia 4.9%. 

Las diferencias estadísticamente significativas de las prevalencias promedio mostradas en la 

Tabla 7, presentan la prevalencia de especies individuales entre muestras con N vs. PAA y PAS con 

la prueba de Kruskal Wallis, las diferencias entre los tres grupos reportan significancia en A. 

naeslundii, C. matruchotii y S. sanguinis (p<0.05), las cuales mostraron mayor prevalencia en 

muestras de PAA, y P. gingivalis (p<0.05) cuya prevalencia fue mayor en muestras de PAS. Se 

encontró significancia en A. odontolyticus y C. ochracea (p<0.01), cuya prevalencia fue mayor en 

muestras de N mientras que las especies patógenas putativas C. gingivalis, S. constellatus y L. 

buccalis (p<0.01), mostraron mayor prevalencia en PAA. Asimismo, se presentaron las especies C. 

showae (p<0.001) y la especie patógena putativa P. nigrescens (p<0.001) con mayor prevalencia en 

sujetos N, y la especie patógena putativa F. periodonticum (p<0.001), con mayor prevalencia para 

las muestras de PAA. 

Para las comparaciones entre grupos con la prueba U de Mann-Whitney (Tabla 7), al 

comparar N vs. PAA se encontró significancia en S. sanguinis, S. constellatus, E. corrodens y S. 

gordonii (p<0.05) con mayor prevalencia en PAA, en C. showae y C. ochracea con mayor prevalencia 

en N (p<0.01) y en A. naeslundii, C. gingivalis, L. buccalis y F. periodonticum (p<0.01) con mayor 

prevalencia en PAA. La especie patógena putativa P. nigrescens (p<0.001), mostró mayor 

prevalencia en N vs. PAA y PAS. Cuando se compararon N vs. PAS, se encontró significancia para P. 

nigrescens y S. intermedius (p<0.05) con mayores cuentas en muestras de N y C. rectus (p<0.05) con 

mayor prevalencia en PAS, en A. odontolyticus (p<0.01) con mayor prevalencia en N y para la especie 
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patógena reconocida P. gingivalis (p<0.01) con mayor prevalencia en PAS. Así mismo se encontró 

significancia en C. showae (p<0.001) con mayor prevalencia en N. A diferencia de las comparaciones 

entre los grupos de N vs. PAA y PAS, al analizar las diferencias entre PAA vs. PAS se observó que 

únicamente 4 especies bacterianas tenían significancia, siendo estas F. periodonticum, L. buccalis, S. 

constellatus y C. matruchotii (p<0.05) todas con mayor prevalencia en muestras de PAA. 

Proporciones promedio 

Las diferencias estadísticamente significativas de las proporciones promedio, se observan en 

la Tabla 7 y Figura 4. La especie S. oralis, del complejo amarillo, representó mayores proporciones 

promedio en todos los sujetos con necrosis (30%), a diferencia de C. sputigena, P. asaccharolytica, 

F. alocis, P. melaninogenica, A. naeslundii, L. buccalis, P. micra, S. constellatus, S. sanguinis, 

Streptococcus mitis, F. periodonticum, C. gingivalis, C. rectus, E. corrodens, F. nucleatum, S. gordonii, 

P. acnes, P. gingivalis, T. forsythia, S. noxia y C. gracilis que presentan proporción promedio de 0 % 

en el grupo de Necrosis. 

En el caso de PAA, la especie que mostró mayor proporción promedio (14.4%) en la población 

fue A. naeslundii. Por otra parte, las especies que representaron menor proporción fueron N. 

mucosa, C. gracilis, S. oralis y S. constellatus (0.1%). En las muestras de PAS, la especie que 

representó mayor proporción (13.2%) fue S. intermedius, del complejo amarillo y las especies C. 

sputigena, N. mucosa, S. noxia y C. gracilis mostraron las menores proporciones promedio (0%) 

(Figura 4). 

Las proporciones promedio de especies individuales entre sujetos N, PAA y PAS, mostraron 

diferencias estadísticamente significativas con mayores proporciones en Necrosis para A. 

odontolyticus (p<0.05), P. nigrescens, C. showae y C. ochracea (p<0.001), en PAA para A. naeslundii, 
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C. rectus (p<0.05) y P. gingivalis (p<0.01), y en PAS para S. sanguinis, C. gingivalis, C. matruchotii 

(p<0.05), L. buccalis, S. constellatus, E. sulci (p<0.01) y F. periodonticum (p<0.001) (Tabla 8). 

Las proporciones promedio de complejos bacterianos son mostradas en la Figura 5. En las 

muestras con necrosis encontramos mayor proporción en el complejo amarillo (40.5%) y menor en 

las especies no agrupadas (0.2%). En PAS y PAA, las especies agrupadas en otras muestran una 

mayor proporción (26% y 29.2% respectivamente) y las especies no agrupadas representan la menor 

proporción (2.6% y 0.1%). 

Las comparaciones entre grupos con prueba de Kruskal Wallis entre N, PAA y PAS mostraron 

proporciones significativamente mayores en los complejos amarillo (p<0.05), verde (p<0.05), rojo 

(p<0.001) y otros (p<0.001). Las comparaciones entre sujetos N vs. PAA fueron estadísticamente 

significativas en el complejo verde (p<0.05) presentando mayor proporción en Necrosis y en Otros 

(p<0.001) con mayor proporción en PAA. Al comparar N vs. PAS, se encontraron diferencias 

significativas en el complejo amarillo(p<0.05) con mayor proporción en Necrosis y con mayor 

proporción en PAA en el complejo rojo y otros (p<0.001). Cuando se compararon PAA vs. PAS, se 

encontró significancia en el complejo amarillo (p<0.05) con mayor proporción en PAA y en el 

complejo rojo (p<0.001) con mayor proporción en PAS (Tabla 9). 
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DISCUSIÓN 

El principal propósito del presente estudio fue el de describir el perfil microbiológico 

asociados a muestras de tejido pulpar necrótico proveniente de dientes sin hallazgos radiográficos 

de lesión periapical, además de describir las diferencias microbiológicas encontradas al compararlas 

con muestras de PAA y PAS provenientes de una base de datos del Laboratorio de Genética 

Molecular de la Facultad de Odontología de la UNAM. 

En las evaluaciones realizadas para las características generales y clínicas endodóncicas de las 

muestras de estudio, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros 

clínicos establecidos, lo cual habla de una alta homogeneidad entre las muestras de los grupos a 

comparar. En cuanto a las características de los dientes evaluados, era importante determinar que 

ninguno de ellos presentara restauraciones, caries ni fracturas ya que estudios de Cayo-Rojas y cols., 

Baume y cols., y Fouad y cols. confirman que estas son vías de infección pulpar [93-95]. 

En las evaluaciones y comparaciones microbiológicas realizadas en el presente estudio, se 

observaron diversas diferencias significativas. Al analizar los niveles promedio de las muestras de N, 

PAA y PAS se encontró un mayor número cuentas bacterianas en las muestras de N. Esto pudiera 

ser debido a la mayor facilidad en el acceso para la toma de muestras con puntas de papel, ya que 

para las muestras de PAA y PAS el acceso fue quirúrgico. Autores como Hartroth y cols y Nickles y 

cols. aseguran que la toma de muestras con puntas de papel es más eficiente y permite obtener 

mejores muestras que con otros métodos[96, 97]. Por otro lado, a pesar de la alta carga bacteriana 

detectada en los dientes con necrosis, la microbiota identificada fue mayormente de especies 

colonizadoras tempranas, en menor proporción colonizadoras puente o patógenas putativas y 

diversas especies colonizadoras tardías presentaron prevalencia de cero en comparación con las 

muestras de los grupos de PAA y PAS. Hallazgos similares han sido reportados por Wittgow y cols., 
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Lanay cols., Moller y cols., Sundqvist y cols., Siqueira y cols., y Baumgartner y cols.[5, 9, 18, 34, 36, 

54, 55, 61, 62, 66] 

Al analizar las comparaciones microbiológicas de niveles, prevalencia y proporción de 

nuestras muestras individuales en el grupo de necrosis, pudimos observar que el perfil 

microbiológico corresponde a especies colonizadoras tempranas en las que predominan 

Streptococcus sp., especies del complejo verde y A. odontolyticus del complejo morado, así como 

patógenas putativas muy selectivas del complejo naranja, representadas en mayor proporción por 

C. showae, P. nigrescens y E. nodatum. Por otro lado, la baja prevalencia de F. nucleatum podría ser 

una de las razones por las cuales en estas muestras no hay presencia de colonizadores tardíos como 

lo sugieren Ali y Socransky y cols., ya que esta especie actúa como un puente microbiano entre los 

colonizadores tempranos y los colonizadores tardíos[98-101]. Por otra parte, podemos observar la 

presencia de especies colonizadoras tempranas y asociadas a caries. Esto pudiera deberse a la 

presencia de microfracturas en el esmalte como lo han reportado estudios de Dumbryte, Hiatt, 

Ritchey y cols., y Chai y cols.[102-105]. De acuerdo con Berutti y Grossman y cols. otra razón podría 

ser la exposición de dentina en la unión amelo cementaria [106, 107]. Ricucci y cols. observaron que 

lesiones de caries incipientes, imperceptibles a la vista clínica y radiográfica, podrían ser otra de las 

causas de la presencia de estas especies bacterianas[108]. 

Asimismo, se pudo observar que las muestras microbiológicas de dientes con necrosis 

posiblemente correspondan a una biopelícula en fases intermedias de maduración ya que no existe 

presencia de colonizadores tardíos. A su vez, esto podría ser sustentado con la ausencia de 

sintomatología y lesiones periapicales radiográficas en los dientes de los que se tomaron las 

muestras de necrosis, ya que estudios de Buonavoglia y cols., Singh y cols., Sanghavi y cols., y Tiwari 

y cols. han relacionado la presencia de dolor y lesiones periapicales radiográficas en infecciones 
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endodóncicas y periodontales con la presencia de especies del complejo rojo[109-112], mismas que 

se vieron ausentes en la prevalencia de las muestras con necrosis del presente estudio. 

Por último, como lo referencian autores como Socransky y cols. y Siqueira y cols., la relevancia 

de evaluar las muestras con la técnica de “Checkerboard” radica en que esta técnica nos muestra 

datos semi cuantitativos sobre la cantidad de bacterias presentes[88, 113], ya que uno de los 

factores que determina  el desarrollo de una lesión endodóncica aguda o crónica es la cantidad de 

bacterias presentes, además de los factores de patogenicidad de cada especie identificada[36]. Con 

los resultados del presente estudio se propone la realización de futuros estudios utilizando pruebas 

con mayor sensibilidad como PCR o secuenciación, ya que con estos se podrían identificar patógenos 

del complejo rojo en los sitios de necrosis, que mientras que se pudieran encontrar presentes en la 

microbiota con necrosis pulpar junto con una mayor gama de bacterias no cultivables intra conducto 

como lo han publicado Sanghavi y cols., Tiwari y cols. y Rôças y cols., posiblemente no están jugando 

un papel de patogenicidad aguda de la microbiota de dientes con necrosis sin sintomatología y 

lesiones periapicales, por la carga bacteriana predominante de especies colonizadoras 

tempranas[111, 112, 114]. 

CONCLUSIONES 

Se obtuvieron 11 muestras de tejido pulpar y dado que se cumplieron todos los criterios de 

inclusión y se concluye que la microbiota corresponde con necrosis pulpar sin lesión periapical, 

dónde se describió un perfil microbiológico asociado a necrosis pulpar sin lesión periapical con 

predominio de especies colonizadoras primarias como son los Streptococcus, del complejo verde, 

del complejo morado como es A. odontolyticus y algunas especies patógenas putativas del complejo 

naranja, a diferencia de periodontitis apical asintomática y sintomática en la que predominan 
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especies de Actinomyces del complejo naranja, especies patógenas del complejo rojo y especies 

agrupadas en “otros”. 

Se pudo identificar que el perfil microbiológico de las muestras de necrosis mostró 

características de una biopelícula medianamente madura, ya que presenta una predominancia de 

colonizadores tempranos y putativos y no se encontraron presentes patógenos reconocidos. Esto 

se puede deber a que los dientes de los que se tomaron las muestras no presentaron lesión 

periapical, caries, restauraciones ni fracturas, por lo que el hallazgo de las especies mencionadas 

anteriormente sugiere el inicio de la colonización de las bacterias de la placa subgingival hacia el 

conducto radicular. Por otro lado, no queda esclarecido cuándo se produce el rompimiento de las 

barreras físicas que permite la migración de las bacterias a la dentina. Lo que se puede sugerir, es 

que la microbiota predominante en muestras con necrosis, son similares a los primeros 

colonizadores de las mucosas y dientes desde la infancia. 

Todas las muestras pudieron ser evaluadas por medio de la técnica de “Checkerboard” para 

hibridaciones DNA-DNA, concluyendo que la carga total bacteriana es mayor en las muestras de 

necrosis en comparación de los grupos de periodontitis apical asintomática y sintomática, 

posiblemente derivado del tipo de lesión y la forma en que se tomaron las muestras. Sin embargo, 

podrían utilizarse otras técnicas con mayor sensibilidad para detectar especies patógenas 

reconocidas y especies no cultivables del microbioma oral humano, que puedan estar presentes en 

menor cantidad. 
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TABLAS 

Tabla 1. Especies bacterianas representativos en infecciones endodóncicas .

Género  Especie 

Actinomyces A. israelii[115-118]  
A. odontolyticus[72, 116-118] 
A. meyeri [116, 118] 
A. gerencseriae[116, 117] 
A. naeslundii[72, 116, 118] 
A. pyogenes [118]  A. viscosus[84, 115] 

Aggregatibacter A. segnis [119] 

Anaerococcus A. prevotii[72] 

Atopobium A. parvulum[62], A. rimae[52] 

Bifidobacterium B. dentium[80, 118] 

Capnocytophaga C. ochracea[118, 120, 121], C. gingivalis [80, 113, 
118] 

Catonella C. morbi [122] 

Centipeda C. periodontii [118] 

Corynebacterium C. haemolyticum[72, 118] 
C. striatum[72, 118], C. xerosis[72, 118] 
C. matruchotti[79, 80, 118] 

Dialister D. invisus [52, 62, 74, 82, 123] 
D. pneumosintes[52, 62, 74, 76, 82, 124] 

Eggerthella E. lenta [72, 118] 

Eikenella E. corrodens [72, 79, 80, 118, 125] 

Enterococcus E. faecalis [117, 118, 126, 127] 

Eubacterium E. infirmum [52, 123] E. minutum[128] 
E. nodatum[128], E. saphenum[129] 

Filifactor F. alocis[52, 55] [123] 

Fusobacterium F. nucleatum[18, 52, 55, 70, 72, 118, 123] 

F. periodonticum[80], F. necrophorum[72, 118] 

F. varium [118] 

Gemella G. haemolysans [118] 
G. morbillorum[52, 72, 80, 118] 

Granulicatella G. adiacens[122] 

Lactobacillus 
L. acidophilus [118], L. casei [72] 
L. fermentum[72], L. rhamnosus[72] 

Megasphaera Megasphaera sp. oral clone CS025/BS073[52] 

Mogibacterium M. timidum[52, 128, 129] 
M. neglectum[52] 

Neisseria N. mucosa[79, 80, 118] 

N. lactamica [118] 
N. sicca/subflava [118] 

Olsenella O. uli[62], O.profusa[62] 

Parvimonas P. micra[52, 55] 

Peptoniphilus P. asaccharolyticus[72] 

Peptostreptococcus P. anaerobius[155] 

Porphyromonas P. endodontalis[52, 118] 
P. gingivalis[118, 123] 
P. asaccharolytica[72] 

Prevotella P. intermedia[52, 55, 118, 130] 
P. nigrescens[67, 70, 72, 130] 
P. tannerae[131] 

P. oralis[52, 72] [118], P. oris[118] 

P. buccae[72, 118] 
P. melaninogenica[72, 118] 
P. denticola[52, 118, 130] 
P. loescheii[17, 72, 118] 
P. multissacharivorax[52] 
P. baroniae[123] 
P. pallens[62], P. corporis [118] 

Propionibacterium P. granulosum [118], P. propionicum[55, 118] 
P. acnes[72, 84, 118] 

Pseudoramibacter P. alactolyticus[52, 55, 123] 

Selenomonas S. sputigena[52, 55] 

Slackia S. exigua[129] 

Solobacterium S. moorei[132] 

Streptococcus  S. intermedius[52] [72, 84, 128] 
S. constellatus[52] [117, 118] 
S. anginosus[52],[117, 128], S. crista[72] 
S. oralis[72] [120], S. sanguis[72, 84, 117, 128] 
S. gordonii[117, 120], S. mitis[72, 117, 118, 120] 
S. mutans[72, 128], S. salivarius[128] 
S. sobrinus[72] 

Synergistes Synergistes oral clone BA121[62, 123] 
Synergistes oral clones BH017/D084[62] 
Synergistes oral clone W090[62] 
Synergistes oral clone E3_33[62] 

Tannerella T. forsythia[70, 79, 80] 

Treponema 

T. denticola[120, 132] 
T. socranskii[133-135] 
T. parvum[134-137] 
T. maltophilum[135] [134, 136, 137] 
T. lecithinolyticum[134-136] [137] 
T. pectinovorum[138]T. vincentii [138] 

Veillonella 
V. párvula[52, 72, 139] 
V. dispar[118] 
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Tabla 2. Clasificación clínica de patologías pulpares y periapicales  basada en la  

propuesta de la AAE de diciembre de 2009.  

 

 

Pulpa normal
Categoría de diagnóstico clínico, donde el tejido pulpar se encuentra libre de síntomas y responde 

normalmente a las pruebas de sensibilidad pulpar.

Pulpitis reversible
Diagnóstico clínico basado en hallazgos objetivos y subjetivos, indicando que la inflamación 

puede resolverse y la pulpa podría regresar a la normalidad.

Pulpitis irreversible sintomática

Diagnóstico clínico basado en hallazgos subjetivos y objetivos, que indican que el tejido pulpar en 

proceso inflamatorio es incapaz de cicatrizar, con características adicionales como dolor 

persistente a los cambios de temperatura, dolor espontáneo y referido.

Pulpitis irreversible 

asintomática

Diagnóstico clínico basado en hallazgos subjetivos y objetivos, que indican que la pulpa vital 

inflamada es incapaz de cicatrizar, con características adicionales como la carencia de 

sintomatología clínica. 

Necrosis pulpar
Categoría de diagnóstico clínico que indica la muerte del tejido pulpar, usualmente presenta 

respuesta negativa ante los test de sensibilidad.

Previamente tratado
Categoría de diagnóstico clínico que indica que el diente ha sido endodónticamente tratado y los 

conductos radiculares obturados con diferentes materiales

Tratamiento previamente 

iniciado

Hallazgo clínico que indica que el diente ha recibido un tratamiento endodóntico parcial, 

pulpotomía o pulpectomía.

Tejidos apicales sanos
Diente con tejido perirradicular normal, sin sensibilidad a los test de palpación o percusión. La lámina dura 

que rodea la raíz está intacta y el espacio del ligamento periodontal es uniforme.

Periodontitis apical sintomática

Inflamación del periodonto apical, relacionada a sintomatología clínica, que incluye respuesta dolorosa a la 

masticación, percusión o a la palpación, puede o no estar relacionada a patologías de origen pulpar o a 

necrosis, con o sin asociación de radiolucidez apical.

Periodontitis apical asintomática
Inflamación y destrucción del tejido periapical ocasionada por la evolución de patologías pulpares previas, 

sin resolución. Se presenta como un área radiolúcida apical, en ausencia de sintomatología clínica.

Absceso apical agudo
Reacción inflamatoria al proceso infeccioso y necrosis del tejido pulpar, caracterizada por su rápido inicio, 

dolor espontáneo, sensibilidad a la presión dental, formación de pus e inflamación de los tejidos asociados.

Absceso apical crónico
Reacción inflamatoria a la infección y necrosis pulpar, caracterizada por su inicio gradual y la descarga 

intermitente de pus a través de un tracto sinuoso asociado.

Osteitis condensante
Lesión radiopaca difusa en relación con el ápice radicular, que representa una reacción ósea localizada, 

como respuesta a un estímulo inflamatorio de baja intensidad y larga evolución

Patologías pulpares

Patologías periapicales
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Tabla 3.  Cepas de referencia que se uti lizarán para la elaboración de sondas de 

DNA.  

Las especies se presentan en orden alfabético. *El DNA de los serotipos a (43717) y b (43718) fue combinado para 
generar una sola sonda de DNA. **El DNA de las subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincentii 
(49256) fue combinado para generar una sola sonda de DNA. ATCC: Número de referencia del American Type 
Culture Collection (Rockville, MD, EU). Complejo: Las especies fueron agrupadas lo más similarmente posible a la 
descripción de complejos microbianos en la placa dentobacteriana subgingival (Socransky et al., 1998, Socransky & 
Haffajee, 2005) con la siguiente excepción: C. matruchotii, D. pneumosintes, E. saburreum, E. sulci, F. alocis, L. buccalis, 
N. mucosa, P. asaccharolytica, P. endodontalis, P. loescheii, P. melaninogenica, P. acnes y S. artemidis se encuentran 
agrupados como "Otros". 
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Tabla 4. Criterios de selección.  

 

Tabla 5.Descripción de la  población de estudio.  

 

Las diferencias entre grupos no fueron estadísticamente significativas para 
ninguno de los parámetros evaluados (Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney). EEM: 
Error estándar de la Media. 

 

Población completa

Media 49 37.1 59.2 38.8

EEM 15.3

Rango 13-71

Necrosis

Media 11 38.5 54.5 45.5

EEM 19.6

Rango 13-71

Periodontitis Apical Aguda

Media 17 34.1 58.8 29.4

EEM 15.6

Rango 15-60

Periodontitis Apical Crónica 

Media 21 38.9 61.9 42.9

EEM 12.2

Rango 22-62

Sujetos de

estudio (n=)

Género

(% mujeres)

Dientes muestreados

(% posteriores)

Edad

(años)

Patología pulpar N° dientes Edad Otros criterios

 -    Sin comunicación directa entre cavidad oral 

y región periapical.

 -   Sin lesión periapical radiográficamente 

visible.

 -     Sin pérdida de inserción mayor a 3mm.

 -     Sin lesiones periodontales.

 -     Sin fístulas.

 -     Sin enfermedades sistémicas.

 -     Sin toma de antibióticos (3 meses previos).

 -     Sin embarazo o en lactancia.

Necrosis pulpar ≤ 15 ≤ 25
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Tabla 6.  Niveles promedio (cuentas bacterianas x 10 5  ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas en  muestras 

de necrosis (N),  periodontitis  apical  asintomática  (PAA) y periodontitis  apical  sintomática (PAS).  

 

EEM: Error Estándar de la Media, KW: Kruskal Wallis, MW: Prueba U de Mann-Whitney, N: Necrosis, PAA: Periodontitis Apical 
Asintomática, PAS: Periodontitis Apical sintomática, NA: No Aplica, ns: No Significativo, *p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001.    

  

Media EEM Media EEM Media EEM KW
MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)

A. georgiae 31.6 31.6 0.7 0.5 0.3 0.1 ns ns ns ns

A. israelii 1.6 0.7 16.3 7.2 0.3 0.2 ns ns ns ns

A. naeslundii 0.0 0.0 16.5 6.9 3.1 1.2 * ** ns ns

A. viscosus 5.2 2.2 1.6 0.7 0.6 0.3 ns ns ns ns

S. anginosus 3.6 1.6 1.0 0.6 0.3 0.1 ns ns ns ns

S. gordonii 0.0 0.0 0.9 0.6 1.1 0.7 ns * ns ns

S. intermedius 24.3 6.1 2.4 0.8 0.5 0.4 ** ns * ns

S. mitis 0.0 0.0 6.8 4.2 0.2 0.1 ns ns ns ns

S. oralis 91.4 22.1 1.2 0.5 0.1 0.1 ns ns ns ns

S. sanguinis 0.0 0.0 9.4 5.2 0.3 0.2 * * ns ns

A. odontolyticus 10.5 0.5 4.4 3.2 0.2 0.1 *** ** *** ns

V. parvula 0.9 0.6 1.4 0.6 0.2 0.1 ns ns ns ns

C. gingivalis 0.0 0.0 10.3 7.6 0.6 0.3 * ** ns ns

C. ochracea 38.1 7.6 0.2 0.2 0.2 0.2 *** ** * ns

C. sputigena 0.1 0.1 0.1 0.0 0.2 0.1 ns ns ns ns

E. corrodens 0.0 0.0 0.4 0.2 0.7 0.3 ns * ns ns

C. gracilis 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 ns ns ns ns

C. rectus 0.0 0.0 0.5 0.3 0.8 0.3 ns ns * ns

C. showae 13.5 0.3 0.4 0.2 0.1 0.0 *** *** *** ns

E. nodatum 3.0 3.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

F. nucleatum 0.0 0.0 3.2 2.4 1.5 0.9 ns ns ns ns

F. periodonticum 0.0 0.0 1.6 1.0 0.1 0.0 *** ** ns *

P. intermedia 0.7 0.7 3.1 2.4 1.6 0.7 ns ns ns ns

P. micra 0.0 0.0 10.0 5.5 0.6 0.4 ns ns ns ns

P. nigrescens 6.4 0.3 0.2 0.1 0.2 0.1 *** *** *** ns

S. constellatus 0.0 0.0 0.9 0.3 0.1 0.1 ** ns ns ns

P. gingivalis 0.0 0.0 0.4 0.3 2.0 0.9 * ns * ns

T. denticola 1.2 0.5 0.3 0.1 0.3 0.1 ns ns ns ns

T. forsythia 0.0 0.0 0.3 0.2 0.6 0.5 ns ns ns ns

A. a. 0.3 0.3 0.1 0.1 0.5 0.3 ns ns ns ns

S. noxia 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 ns ns ns ns

C. matruchotii NA NA 16.7 7.6 1.1 0.5 ns NA NA ns

D. pneumosintes 1.7 1.7 NA NA NA NA NA NA NA NA

E. saburreum 1.8 1.3 1.5 1.0 0.4 0.2 ns ns ns ns

E. sulci NA NA 16.8 7.1 0.2 0.1 ** NA NA **

F. alocis 0.0 0.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

L. buccalis 0.0 0.0 3.2 1.2 0.2 0.1 ** * ns *

N. mucosa 3.0 2.0 0.1 0.1 0.1 0.1 ns ns ns ns

P. acnes 0.0 0.0 0.8 0.5 0.5 0.2 ns ns ns ns

P. asaccharolytica 0.1 0.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. endodontalis NA NA 0.3 0.2 0.3 0.2 ns NA NA ns

P. loescheii 0.6 0.6 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. melaninog. 0.0 0.0 NA NA 0.2 0.1 ns NA ns NA

S. artemidis NA NA 0.6 0.5 6.1 3.8 ns NA NA ns

PAS (n=17) Estadísticas

Cuentas totales x10^5

N (n=11) PAA (n=21)
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Tabla 7. Prevalencia promedio (% sitios colonizados ± EEM) de las 44 especies bacteriana  evaluadas en  muestras de 

necrosis (N),  periodontitis  apical  asintomática (PAA)  y periodontitis  apical  sintomática (PAS).  

 

EEM: Error Estándar de la Media, KW: Kruskal Wallis, MW: Prueba U de Mann-Whitney, N: Necrosis, PAA: Periodontitis Apical 
Asintomática, PAS: Periodontitis Apical sintomática, NA: No Aplica, ns: No Significativo, *p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001.

Media EEM Media EEM Media EEM KW
MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)

A. georgiae 9.1 9.1 21.4 7.4 28.9 10.3 ns ns ns ns

A. israelii 54.5 15.7 55.9 10.4 14.7 8.3 ns ns ns ns

A. naeslundii 0.0 0.0 66.7 8.7 47.1 12.5 * ** ns ns

A. viscosus 36.4 15.2 45.2 9.7 41.7 10.5 ns ns ns ns

S. anginosus 36.4 15.2 33.3 10.0 44.6 11.8 ns ns ns ns

S. gordonii 0.0 0.0 45.0 11.7 35.3 11.9 ns * ns ns

S. intermedius 81.8 12.2 64.3 10.4 18.6 8.3 ns ns * ns

S. mitis 0.0 0.0 32.4 10.5 30.4 10.5 ns ns ns ns

S. oralis 63.6 15.2 52.4 10.0 8.8 5.0 ns ns ns ns

S. sanguinis 0.0 0.0 59.5 9.5 29.4 10.6 * * ns ns

A. odontolyticus 100.0 0.0 61.8 10.1 26.5 9.7 ** ns ** ns

V. parvula 18.2 12.2 47.6 11.2 33.8 10.7 ns ns ns ns

C. gingivalis 0.0 0.0 78.6 10.1 25.5 8.7 ** ** ns ns

C. ochracea 72.7 14.1 2.4 2.4 13.7 8.1 ** ** ns ns

C. sputigena 27.3 14.1 15.0 7.6 33.3 10.2 ns ns ns ns

E. corrodens 0.0 0.0 45.0 11.7 38.7 11.5 ns * ns ns

C. gracilis 0.0 0.0 0.0 0.0 10.8 6.5 ns ns ns ns

C. rectus 0.0 0.0 38.1 9.1 46.1 9.9 ns ns * ns

C. showae 100.0 0.0 29.4 9.6 14.7 6.7 *** ** *** ns

E. nodatum 9.1 9.1 NA NA NA NA NA NA NA NA

F. nucleatum 0.0 0.0 33.3 9.3 41.2 12.3 ns ns ns ns

F. periodonticum 0.0 0.0 65.0 10.7 11.8 6.8 *** ** ns *

P. intermedia 9.1 9.1 26.2 8.2 28.4 10.5 ns ns ns ns

P. micra 0.0 0.0 52.5 10.6 52.0 11.8 ns ns ns ns

P. nigrescens 100.0 0.0 11.8 6.8 34.3 10.9 *** *** * ns

S. constellatus 0.0 0.0 59.5 10.7 4.9 3.4 ** * ns *

P. gingivalis 0.0 0.0 40.0 14.5 69.6 10.7 * ns ** ns

T. denticola 36.4 15.2 17.6 7.4 51.0 11.4 ns ns ns ns

T. forsythia 0.0 0.0 20.6 7.5 13.7 8.1 ns ns ns ns

A. a. 9.1 9.1 14.3 7.0 34.3 11.1 ns ns ns ns

S. noxia 0.0 0.0 2.9 2.9 10.8 6.5 ns ns ns ns

C. matruchotii NA NA 78.6 8.1 27.5 10.8 * NA NA *

D. pneumosintes 9.1 9.1 NA NA NA NA NA NA NA NA

E. saburreum 18.2 12.2 45.0 13.8 60.8 11.1 ns ns ns ns

E. sulci NA NA 70.6 8.6 23.5 10.6 ns NA NA ns

F. alocis 0.0 0.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

L. buccalis 0.0 0.0 72.7 12.4 14.7 7.3 ** ** ns *

N. mucosa 18.2 12.2 8.8 4.8 13.7 6.9 ns ns ns ns

P. acnes 0.0 0.0 14.7 7.1 44.6 11.4 ns ns ns ns

P. asaccharolytica 18.2 12.2 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. endodontalis NA NA 45.0 13.8 15.7 6.9 ns NA NA ns

P. loescheii 9.1 9.1 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. melaninog. 0.0 0.0 NA NA 18.6 8.3 ns NA ns NA

S. artemidis NA NA 19.0 7.3 30.4 9.9 ns NA NA ns

N (n=11) PAA (n=21) PAS (n=17) Estadísticas

% de sitios colonizados
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Tabla 8. Proporción promedio (% de cuentas bacterianas totales ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas 

en muestras de necrosis (N),  periodontitis  apical  asintomática (PAA)  y periodontitis  apical  sintomática (PAS).  

 

EEM: Error Estándar de la Media, KW: Kruskal Wallis, MW: Prueba U de Mann-Whitney, N: Necrosis, PAA: Periodontitis Apical 
Asintomática, PAS: Periodontitis Apical sintomática, NA: No Aplica, ns: No Significativo, *p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001.

Media EEM Media EEM Media EEM KW
MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)

A. georgiae 4.4 4.4 0.8 0.4 2.1 1.4 ns ns ns ns

A. israelii 1.1 0.5 4.8 1.8 0.4 0.3 ns ns ns ns

A. naeslundii 0.0 0.0 12.5 3.7 14.4 6.3 * ** ns ns

A. viscosus 1.5 0.7 0.9 0.3 3.8 1.6 ns ns ns ns

S. anginosus 1.0 0.5 0.9 0.6 0.8 0.3 ns ns ns ns

S. gordonii 0.0 0.0 0.8 0.3 4.3 2.7 ns * ns ns

S. intermedius 9.5 2.5 13.2 5.7 1.4 1.2 ns ns ns ns

S. mitis 0.0 0.0 3.9 2.2 1.9 1.4 ns ns ns ns

S. oralis 30.0 7.6 1.7 0.6 0.1 0.1 ns ns ns ns

S. sanguinis 0.0 0.0 4.9 1.3 0.8 0.4 * * ns ns

A. odontolyticus 9.9 3.4 3.3 2.0 2.1 1.2 * ns * ns

V. parvula 0.2 0.1 2.9 1.5 6.8 4.2 ns ns ns ns

C. gingivalis 0.0 0.0 2.8 1.8 1.3 0.6 * ** ns ns

C. ochracea 14.8 3.8 0.1 0.1 0.2 0.1 *** ** * ns

C. sputigena 0.0 0.0 0.0 0.0 1.4 0.8 ns ns ns ns

E. corrodens 0.0 0.0 1.5 0.7 1.3 0.4 ns * ns ns

C. gracilis 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 ns ns ns ns

C. rectus 0.0 0.0 1.9 1.6 5.5 1.6 * ns * ns

C. showae 12.2 3.9 0.6 0.4 0.3 0.2 *** ** *** ns

E. nodatum 4.7 4.7 NA NA NA NA NA NA NA NA

F. nucleatum 0.0 0.0 1.1 0.6 3.8 1.7 ns ns ns ns

F. periodonticum 0.0 0.0 3.6 0.9 0.3 0.2 *** ** ns **

P. intermedia 1.4 1.4 3.0 1.5 2.9 1.1 ns ns ns ns

P. micra 0.0 0.0 7.1 2.6 5.2 2.0 ns ns ns ns

P. nigrescens 5.9 2.0 0.1 0.0 0.8 0.3 *** *** ** ns

S. constellatus 0.0 0.0 5.5 2.0 0.1 0.1 ** ns ns ns

P. gingivalis 0.0 0.0 0.5 0.3 8.6 2.0 ** ns * ns

T. denticola 0.6 0.3 0.1 0.1 1.6 0.5 ns ns ns ns

T. forsythia 0.0 0.0 0.3 0.2 2.0 1.5 ns ns ns ns

A. a. 0.2 0.2 0.1 0.0 2.3 1.2 ns ns ns ns

S. noxia 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.1 ns ns ns ns

C. matruchotii NA NA 11.3 2.9 1.6 0.7 * NA NA *

D. pneumosintes 0.2 0.2 NA NA NA NA NA NA NA NA

E. saburreum 0.3 0.2 6.8 5.0 7.6 2.6 ns ns ns ns

E. sulci NA NA 11.3 3.5 0.4 0.2 ** NA NA **

F. alocis 0.0 0.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

L. buccalis 0.0 0.0 8.2 3.9 0.4 0.3 ** * ns *

N. mucosa 0.7 0.5 0.0 0.0 0.1 0.1 ns ns ns ns

P. acnes 0.0 0.0 0.6 0.4 4.1 3.0 ns ns ns ns

P. asaccharolytica 0.0 0.0 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. endodontalis NA NA 0.7 0.5 0.3 0.1 ns NA NA ns

P. loescheii 1.3 1.3 NA NA NA NA NA NA NA NA

P. melaninog. 0.0 0.0 NA NA 0.3 0.1 ns NA ns NA

S. artemidis NA NA 0.5 0.2 5.4 2.6 ns NA NA ns

PAA (n=21) PAS (n=17) Estadísticas 

Proporción %

N (n=11)
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Tabla 9.  Proporción promedio (% de cuentas bacterianas  totales  ± EEM) de complejos bacterianos  en muestras 

de necrosis (N),  periodontitis  apical  asintomática (PAA)  y periodontitis  apical  sintomática (PAS).  

EEM: Error Estándar de la Media, KW: Kruskal Wallis, MW: Prueba U de Mann-Whitney, N: Necrosis, PAA: Periodontitis Apical Asintomática, 
PAS: Periodontitis Apical Sintomática, NA: No Aplica, ns: No Significativo, *p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001. 

 

Tabla 10. Niveles totales promedio y prevalencia total  promedio (cuentas bacterianas totales x10 5  ±  EEM) de 

las 44 especies bacterianas evaluadas en muestras de  necrosis (N),  periodontitis  apical  asintomática (PAA) y 

periodontitis  apical  s intomática (PAS).  

EEM: Error Estándar de la Media, KW: Kruskal Wallis, MW: Prueba U de Mann-Whitney, N: Necrosis, PAA: Periodontitis Apical Asintomática, PAS: 
Periodontitis Apical Sintomática, NA: No Aplica, ns: No Significativo, *p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 

Clave 

complejo
Complejo Media EEM Media EEM Media EEM KW

MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)

1 Actinomyces  sp. 7.0 4.4 18.1 4.7 19.8 6.1 ns ns ns ns

2 Amarillo 40.5 9.2 24.2 5.6 7.5 2.7 * ns * *

3 Morado 10.1 3.4 5.6 2.0 8.3 3.4 ns ns ns ns

4 Verde 14.8 3.8 1.7 0.7 4.8 1.5 * * ns ns

5 Naranja 24.2 8.7 20.5 2.8 20.6 4.0 ns ns ns ns

6 Rojo 0.6 0.3 0.5 0.2 10.4 2.0 *** ns *** ***

7 No-agrupado 0.2 0.2 0.1 0.0 2.6 1.2 ns ns ns ns

8 Otros 2.5 1.4 29.2 4.3 26.0 4.8 *** *** *** ns

Estadísticas N (n=11) PAA (n=21) PAS (n=17)COMPLEJOS

Media EEM KW
MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)
Media EEM KW

MW

(N vs PAA)

MW

(N vs PAS)

MW

(PAA vs PAS)

Necrosis 239.7 58.0 ** * *** ns 20.9 2.5 ns ns ns ns

PAA 113.8 36.6 ns ns ns ns 36.4 4.9 ns ns ns ns

PAS 27.5 11.1 ns ns ns ns 29.7 5.9 ns ns ns ns

PREVALENCIA TOTAL PROMEDIOCUENTAS TOTALES PROMEDIO
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FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Niveles totales promedio (cuentas bacterianas totales x105 ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas en muestras 

de Necrosis (N), Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS). Los niveles totales fueron 

calculados determinando los niveles para cada especie en la muestra de cada diente, promediados entre las muestras de cada 

lesión, obteniendo posteriormente la sumatoria del promedio de cuentas de todas las especies evaluadas y finalmente el promedio 

de las sumatorias entre los dientes de cada grupo de estudio. Las diferencias entre los tres grupos fueron estadísticamente 

significativas después de ajustar para comparaciones entre grupos N vs PAA * p<0.05, N vs PAS *** p<0.01 y PAA vs PAS ns. (prueba 

U de Mann-Whitney). 
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Figura 2. Niveles promedio (cuentas bacterianas x 105 ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas en muestras de Necrosis (N), 

Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS). Los niveles totales fueron calculados determinando los 

niveles para cada especie en la muestra de cada diente, promediados entre las muestras de cada lesión y posteriormente entre los grupos 

de estudio. Las diferencias entre los tres grupos fueron estadísticamente significativas después de ajustar para comparaciones múltiples * 

p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 (Kruskal Wallis). Las significancias de las comparaciones entre grupos se muestran en la Tabla 6. 

 

 

0

20

40

60

80

100

A
. g

eo
rg

ia
e

A
. i

sr
a

el
ii

*
 A

. n
a

es
lu

n
d

ii

A
. v

is
co

su
s

S.
 a

n
g

in
o

su
s

S.
 g

o
rd

o
n

ii

*
* 

S.
 in

te
rm

ed
iu

s

S.
 m

it
is

S.
 o

ra
lis

*
 S

. s
a

n
g

u
in

is

*
**

 A
. o

d
o

n
to

ly
ti

cu
s

V
. p

a
rv

u
la

*
 C

. g
in

g
iv

a
lis

*
**

 C
. o

ch
ra

ce
a

C
. s

p
u

ti
g

en
a

E.
 c

o
rr

o
d

en
s

C
. g

ra
ci

lis

C
. r

ec
tu

s

*
**

 C
. s

h
o

w
a

e

E.
 n

o
d

a
tu

m

F.
 n

u
cl

ea
tu

m

*
**

 F
. p

er
io

d
o

n
ti

cu
m

P
. i

n
te

rm
ed

ia

P
. m

ic
ra

*
**

 P
. n

ig
re

sc
en

s

*
* 

S.
 c

o
n

st
el

la
tu

s

*
 P

. g
in

g
iv

a
lis

T.
 d

en
ti

co
la

T.
 f

o
rs

yt
h

ia

A
. a

.

S.
 n

o
xi

a

C
. m

a
tr

u
ch

o
ti

i

D
. p

n
eu

m
o

si
n

te
s

E.
 s

a
b

u
rr

eu
m

*
* 

E.
 s

u
lc

i

F.
 a

lo
ci

s

*
* 

L.
 b

u
cc

a
lis

N
. m

u
co

sa

P
. a

cn
es

P
. a

sa
cc

h
a

ro
ly

ti
ca

P
. e

n
d

o
d

o
n

ta
lis

P
. l

o
es

ch
ei

i

P
. m

el
a

n
in

o
g

.

S.
 a

rt
em

id
is

C
u

e
n

ta
s 

x1
0

5

N (n=11) PAA (n=21) PAS (n=17)



 

 54 

 

 

Figura 3. Prevalencia promedio (% sitios colonizados ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas en muestras de Necrosis (N), 

Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS). La prevalencia fue calculada determinada para cada 

especie en la muestra de cada diente, promediada entre las muestras de cada lesión y posteriormente entre los grupos de estudio. 

Las diferencias entre los tres grupos fueron estadísticamente significativas después de ajustar para comparaciones múltiples * p<0.05, 

** p<0.01 y *** p<0.001 (Kruskal Wallis). Las significancias de las comparaciones entre grupos se muestran en la Tabla 7. 
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Figura 4. Proporción promedio (% de cuentas bacterianas totales ± EEM) de las 44 especies bacterianas evaluadas en muestras de 

Necrosis (N), Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS). La proporción fue calculada 

determinada para cada especie en la muestra de cada diente, promediada entre las muestras de cada lesión y posteriormente entre 

los grupos de estudio. Las diferencias entre los tres grupos fueron estadísticamente significativas después de ajustar para 

comparaciones múltiples * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 (Kruskal Wallis). Las significancias de las comparaciones entre grupos se 

muestran en la Tabla 8.
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Figura 5. Proporciones promedio (% de cuentas bacterianas totales ± EEM) de complejos bacterianos en 

muestras de Necrosis (N), Periodontitis Apical Asintomática (PAA) y Periodontitis Apical Sintomática (PAS). 

Las 44 especies bacterianas evaluadas fueron agrupadas en 8 complejos de acuerdo con la descripción de 

complejos bacterianos en la placa subgingival[140] (las excepciones se describen en la Tabla 3). Las 

diferencias entre los tres grupos fueron estadísticamente significativas después de ajustar para 

comparaciones múltiples * p<0.05 y *** p<0.001 (Kruskal Wallis). La significancia de las diferencias entre 

los grupos se presenta en la Tabla 9. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Formato de consentimiento informado. 
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