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RESUMEN

INTRODUCCION: EI biofilm intraconducto es el causante de la infeccion endoddntica,
con el uso de la espectrometria de masas se busca, obtener un resultado de los
microorganismos que forman este biofilm, e intentar descifrar el mecanismo de accion de
estas bacterias sobre la pulpa dental. OBJETIVO: El objetivo de este estudio es realizar el
aislamiento, identificacion y caracterizacion de los microorganismos que forman el biofilm
intraconducto mediante espectrometria de masas. METODOLOGIA: Se obtuvieron 50
muestras de pacientes, con puntas de papel estéril de piezas dentales con infeccion
endodontica y fueron incubadas en medio BHI, el aislamiento se realiz6 en placas de agar
sangre, la identificacion por espectrometria de masas se llevo a cabo por medio de MALDI-
TOF, el perfil de susceptibilidad se realiz6 mediante dilucién seriada de la concentracién de
antibidtico y se determind mediante los valores del CLSI, y la capacidad de formacién de
biopelicula se midi6 mediante densidad dptica. RESULTADOS: Dentro de los resultados
obtenidos fue se identificé a E. faecalis con un total de 13 muestras (26%), seguido de S.
mitis oralis con un total de 5 muestras (10%), también se lograron identificar bacterias como
E. faecium (3), P. mirabilis (4), C. albicans (2) K. pneumoniae (2), entre otras. No se observo
resistencia por parte de las cepas frente a ninguno de los dos antibi6ticos probados, con MIC
menores a 2 en el caso de la amoxicilina y menores a .5 en el caso de vancomicina, por lo
que todas las cepas fueron susceptibles a ambos antibiéticos de manera plancténica.
CONCLUSIONES: Se aislaron, identificaron y caracterizaron los microorganismos
presentes en pacientes mexicanos con infeccion endodontica. E.faecalis y S. mitis constituyen
las bacterias mas prevalentes y no presentaron resistencia a antibioticos como amoxicilina ni
vancomicina.
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ABSTRACT

INTRODUCCION: An intracanal root biofilm is the leading cause of endodontic infection
and may using MALDI BioTyper System is possible to identify with high quality the
different strains of microorganisms present in the root canal biofilm and let their study.
OBJETIVO: The objective of this work was to isolate, identify and characterize the
microorganisms contained into the intracanal biofilm of patients with endodontic infection
by mass spectrometry. METODOLOGIA: 50 samples of patients were obtained employing
sterile paper from tooth pieces with endodontic infection and were incubated in BHI culture
media and the isolation was made in blood agar plates and the identification was made by
using MALDI TOF. Also, antibiotic susceptibility was evaluated taken into account the CLSI
values. RESULTADOS: Among the results obtained was identified to E. faecalis with a
total of 13 samples (26%), follow of S. mitis oralis with 5 samples (10%), also were detected
bacteria like E. faecium (3), P. mirabilis (4), C. albicans (2) K. pneumoniae (2), and others.
No antimicrobial resistance was diagnosed among the clinical isolates again anyone of the
antibiotics tested (amoxicillin and vancomycin) due to all samples being sensible and their
planktonic growth was inhibited. CONCLUSIONS: Were isolated, detected and
characterize microorganisms present into the root canal biofilm of Mexican endodontic
patient being E.faecalis and S. mitis the bacteria most prevalent and no antimicrobial
resistance to amoxicillin and vancomycin was detected.
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1.- INTRODUCCION

El biofilm intraconducto es el causante de la infeccion endodontica, y existen multiples
descripciones de este, sin embargo todas estas descripciones han sido realizadas por medio
de pruebas moleculares como PCR, por lo que con el uso de la espectrometria de masas se
busca, obtener un resultado mas confiable, en cuanto a los microorganismos que forman este
biofilm, ademas de que se obtienen aislados de este para, poder estudiar e intentar descifrar
el mecanismo de accion de estas bacterias sobre la pulpa dental.

El biofilm bacteriano intraconducto es un tema que se ha investigado por mucho tiempo,
actualmente existen diferentes metodologias para identificar microorganismos, por ejemplo,
PCR en tiempo real es una de las metodologias més utilizadas por autores como Siquiera
Ricucci y Chavez de Paz. Pero debido a que las muestras son amplificadas y no son aislados
este tipo de metodologias puede dar como resultado falsos-positivos, ademas de que no
brindan la posibilidad de realizar a aislados especificos de los microorganismos encontrados
por lo que limita la capacidad de realizar estudios posteriores.

Es de vital importancia identificar cuales especies bacterianas estan presentes en el biofilm
intraconducto para poder comprender la etiologia de la infeccion endoddntica, esto es poder
explicar u ofrecer una hipotesis de como este biofilm intraconducto puede conducir a la
muerte de las celulas pulpares.

Utilizando un método nuevo de identificacion bacteriana MALDI Biotyper ¢podremos
obtener una descripcion mas completa de las bacterias que forman el biofilm bacteriano
intraconducto?

A pesar de los diferentes intentos por identificar los microorganismos presentes en el biofilm
bacteriano intraconducto que causa la infeccion endodontica, no existe una descripcion de
los microorganismos que forman este biofilm intraconducto en México. Con la ayuda de
MALDI BioTyper que realiza una identificacion rapida, de alta confianza, y una clasificacion
taxondmica de bacterias, levaduras y hongos, ademas de que es posible obtener un aislado
especifico de los microorganismos identificados. Por lo que en este estudio se busca obtener
un panorama de los microorganismos que forman el biofilm intraconducto en México y
conseguir los aislados de estos microorganismos para realizar una caracterizacion de estos.
Y que esta caracterizacion pueda contribuir a ofrecer una hipotesis de como estos

microorganismos pueden llevar a la muerte de las células pulpares debido a que, hasta ahora,
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la conclusion a la que se ha llegado es que la presencia bacteriana depende o varia entre cada
individuo, sin embargo, la respuesta de como se conduce a la muerte de las celulas pulpares
continua sin resolver. Por eso vale la pena realizar estudios con nuevas metodologias como
MALDI BioTyper que utiliza espectrometria de masas, la cual ayuda a aislar las cepas
bacterianas por lo tanto se pueden estudiar a diferencia de una prueba PCR en donde solo se
realiza una amplificacion y no un aislamiento.

El objetivo de este estudio es obtener el aislamiento, identificacion y caracterizacion de los
microorganismos que forman el biofilm intraconducto mediante espectrometria de masas.
Las muestras de pacientes fueron obtenidas con puntas de papel estéril, e incubadas en
medio BHI, el aislamiento se realizé en placas de agar sangre, y la identificacion por

espectrometria de masas se llevo a cabo por medio de MALDI-TOF
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2.- HIPOTESIS

Con la ayuda de MALDI BioTyper System se pueden conseguir aislados exitosos de
microorganismos que forman el Biofilm intraconducto en pacientes con infecciones
endododnticas primarias y secundarias/persistentes, en pacientes mexicanos, y al tener a los

microorganismos aislado, poder realizar pruebas de resistencia a sustancias antimicrobianas.
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3.- OBJETIVOS

Objetivo General
Realizar el aislamiento, identificacion y caracterizacion de los microorganismos que forman

el biofilm intraconducto mediante espectrometria de masas (MALDI biotyper sistem).

Objetivos especificos
e Obtener aislados de Biofilm intraconducto de pacientes con pulpa necrética.
e Identificar los microorganismos presentes en el biofilm intraconducto a partir de
aislados de pacientes utilizando espectrometria de masas.
e Evaluar la susceptibilidad a antibidticos los microorganismos previamente aislados e

identificados.
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4. ANTECEDENTES

4.1  Endodoncia

El objetivo de una endodoncia es realizar una correcta preparacion del conducto radicular,
buena irrigacion y conseguir un sellado confiable. Si el tratamiento se realiza de manera
correcta y se coloca una restauracion de calidad, la funcidén dental a largo plazo esta
garantizada. (Vadachkoria, et al.,2019), con estos procesos se busca, eliminar bacterias,
biopeliculas microbianas y subproductos del sistema de conductos radiculares y prevenir una
contaminacion posterior. (Tonini, et al., 2022) El éxito del tratamiento endoddntico depende
de la erradicacion de los microbios del sistema de conductos radiculares y de la prevencién

de la reinfeccidn. (Haapasalo M et al., 2010).

4.1.2 Infeccion endodontica

Las infecciones endodonticas ocurren cuando las bacterias invaden la pulpa y se propagan a
los tejidos circundantes; esto debido a caries dentales, traumatismos o procedimientos
dentales. (Erazo y Whetstone, 2023)

4.1.2.1 Infeccion endoddntica primaria

La infeccion primaria implica una inflamacion de la pulpa y la infeccion del conducto
radicular después de la invasion de microbios o subproductos microbianos, lo que
eventualmente resulta en inflamacion de los tejidos de soporte, es decir, una periodontitis
apical. Este tipo de infecciones se dice que son polimicrobianas. Y las especies que mas
predominan son: las especies Bacteroides, Prophyromonas, Prevotella, Fusobacterium,
Treponema, Peptostreptococcos, Eubacterium y Camphylobacter. (Neelakantan, et al., 2017)

4.1.2.2. Infeccion endoddntica secundaria

La infeccion secundaria (o infeccidn post tratamiento) ocurre como reinfeccion que puede
ser adquirida o emergente, esto debido a persistencia de bacterias o una infeccion recurrente
en dientes que han sido previamente tratados de conducto, pero sin un sellado correcto (apical
o coronal). (Neelakantan, et al., 2017)

La flora microbiana que se encuentra en las infecciones secundarias, por lo general, son

microorganismos con mayor resistencia y pueden sobrevivir en condiciones adversas, como
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un amplio rango de pH y condiciones nutrimentales limitadas. Los estudios han demostrado
la prevalencia de ciertas especies en dientes con infeccion posterior al tratamiento, como
Enterococos, Estreptococos, Lactobacilos, Actinomyces y hongos (como Candida). En
particular, se observé una alta proporcion de Enterococcus fecalis en casos con periodontitis

apical persistente. (Neelakantan, et al., 2017)

4.1.2 Periodontitis apical

La periodontitis apical es una lesién inflamatoria de los tejidos perirradiculares que aparece
debido a la salida de irritantes, como bacterias y toxinas, de una pulpa necrética. (Cope, et
al., 2018)

Una vez que se establece la necrosis pulpar, las toxinas de las bacterias, sus agentes
inmunoldgicos y los productos de la degeneracion pulpar y la necrosis tisular, llegan los
tejidos perirradiculares a través de varias vias, principalmente el foramen apical, lo que
provoca reacciones inflamatorias e inmunolégicas lo cual dara resultado a una periodontitis

apical. (Segura-Egea, et al., 2019)

4.2 Tratamiento endoddntico

Las tres fases mas importantes del tratamiento de conductos son la instrumentacién, la
desinfeccion quimio-mecanica y la obturacion. (Ali, et al., 2022)

Los objetivos principales al realizar un tratamiento de endodoncia son el poder brindar
comodidad, funcidn, estética y prevenir reinfecciones a largo plazo. Todos estos objetivos se
logran mediante la limpieza (tratamiento quimico), conformacién completa (mecanica), la
obturacién de los conductos y la restauracion de los dientes afectados. (Torabinejad y White,
2016)

4.2.1 Preparacion mecanica

La preparacion mecanica consta a grandes rasgos de 4 pasos: 1) acceso, 2) desbridamiento,
3) modelado y 4) preparacion apical. Estos procedimientos pueden ser complicados, debido
a que los sistemas de conductos tienen irregularidades morfoldgicas y son complejos. Al

realizar estos 4 pasos de manera eficiente esto ayudara a eliminar la mayoria de los
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contaminantes bacterianos del conducto, asi como los restos necréticos y la dentina
contaminada. (Anthony, 2001)

La instrumentacion es considerada en gran medida un medio para dar acceso al paso de los
irrigantes hacia el conducto radicular, para que estos posterior a la instrumentacion realicen

la mayor parte de la limpieza y desinfeccion (Boutsioukis y Arias-Moliz, 2022)

4.2.2 Tratamiento quimico

La limpieza quimica (irrigacion) es una parte esencial del desbridamiento del conducto
radicular. Ya que brinda una desinfeccion méas alla de lo que podria lograrse solo con la
instrumentacion. Esta fase ayuda eliminando microorganismos, desechos barrillo dentinario
del sistema de conductos radiculares. (Saber y Hashem, 2011) Esta también se encarga de
humectar los conductos para que los instrumentos trabajen de manera adecuada, funcionan
como un solvente de tejido necrético, de desechos, tejido pulpar y gérmenes de las paredes
dentinarias irregulares cuando entran en contacto con la sustancia y ayuda en la limpieza de
restos de tejido de los conductos auxiliares y laterales donde los instrumentos no pueden
llegar. (Ali, et al., 2022)

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es actualmente el irrigante de eleccion, debido a que es un
compuesto altamente oxidante, tiene propiedades para disolver restos de pulpa dental,
ademas de actuar como agente antimicrobiano. Estas caracteristicas impulsaron el uso de
NaOCI en endodoncia. Normalmente se utiliza en concentraciones de 0,5% 5,25%. (Virdee,
et al., 2022), (Golabek, et al., 2019)

4.3 Etiologia de la infeccién endododntica

La infeccién endodontica tiene una etiologia microbiana y es una de las enfermedades mas
comunes que afectan a los humanos. Se han encontrado hongos, arqueas y virus asociados,
pero las bacterias son, con mucho, los microorganismos mas prevalentes y dominantes en la
infeccion endodontica. (Siquiera 'y Régas, 2022)

Los diferentes tipos de infecciones endoddnticas estan compuestos por comunidades
bacterianas  multiespecies. Esto también es cierto para las infecciones

persistentes/secundarias asociadas con los dientes tratados. (Chavez de Paz, et al., 2015).
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La infeccion bacteriana del sistema de conductos radiculares solo ocurre cuando la pulpa esta
necrética o una vez que la pulpa se haya extraido por un tratamiento previo. En casos
especificos, como los abscesos agudos y crénicos, la infeccion bacteriana logra afectar los
tejidos perirradiculares. (Siquiera y Rocas, 2022)

Las bacterias intraconducto se observan generalmente en forma de biopelicula que se
encuentran adheridas a las paredes del conducto radicular. La infeccion en el conducto
radicular principal puede extenderse a otras areas como lo son conductos secundarios,
accesorios 0 incluso a los tdbulos dentinarios. Se han detectado mas de 500 especies
bacterianas en infecciones endodonticas, pero solo un grupo seleccionado de 20 a 30 especies
se detecta con mayor frecuencia al cual se le denomina microbioma central. Las especies
anaerobias obligadas son las mas cominmente encontradas intraconducto de los dientes con
infeccion endodontica primaria, mientras que tanto las anaerobias como las facultativas
dominan las comunidades en la infeccion endodontica secundaria/persistente. (Siquiera y
Rocas, 2022)

Existe una gran variabilidad interindividual en la composicion de las comunidades
bacterianas endodonticas en dientes con la misma enfermedad clinica. Esto quiere decir que
cada individuo tiene su microbiota endodontica Unica en términos de diversidad de especies.
Este hallazgo indica que la periodontitis apical tiene una etiologia heterogénea. (Chéavez de
Paz, et al., 2015).

4.4 Fracaso endodontico

El éxito o fracaso de una endodoncia se evalta por los signos y sintomas clinicos, asi como
por los hallazgos radioldgicos post tratamiento de los dientes tratados. Los sintomas y signos
clinicos que pueden definir el éxito son: Ausencia de dolor, ausencia de inflamacién y
fistulas, si estas estaban presentes antes del tratamiento, asi como el mantenimiento del diente
funcional y firme en su alvéolo. (Prada, et al., 2010)

Segun reportes mencionan que la persistencia de microorganismos dentro del sistema de
conductos radiculares después del tratamiento es la causa principal del fracaso del
tratamiento. (Neelakantan, et al.,2017). Esta persistencia puede ser debido a una preparacion
quimicomecanica deficiente y/o un relleno inadecuado del sistema de conductos. (Prada, et
al., 2010).
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Las bacterias que logran sobrevivir después de un tratamiento de endodoncia suelen tener
caracteristicas especificas que les permiten evitar la instrumentacion mecénicay quimica que
se lleva a cabo durante el tratamiento endoddntico. Dentro de las caracteristicas se
encuentran: la capacidad de crear biopeliculas fuertemente adheridas colonizar areas
distantes de los conductos principales (deltas apicales, istmos, conductos laterales) que son
casi imposibles de alcanzar con la instrumentacion, quedando protegidas por restos de tejido,
dentina, suero y restos de tejido muerto. Capacidad de inactivar o disminuir la eficacia de los

agentes antimicrobianos. (Prada, et al., 2010).

4.4.1 biofilm

Los microorganismos pueden vivir en forma libre o0 en un grupo de especies diferentes o
iguales, llamado biopelicula. (Rather, et al., 2021)

Las biopeliculas han sido descritas de muchas maneras, pero la primera vez que se describid
fue en el siglo XVII por Van Leeuwenhoek quien examiné los “animélculos” en la placa de
sus propios dientes, pero la teoria general del predominio de biopeliculas no se promulg6
hasta 1978. (Donlan y Costerton, 2002)

Las biopeliculas se definen como "agregados de microorganismos en los que las células se
pegan con frecuencia en una matriz de produccion propia de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) que se adhieren entre si y/o a una superficie". (Flemming, et al., 2016)
vivas 0 no vivas y muestran variaciones en términos de tasa de crecimiento y expresion
génica cuando se comparan con su forma plancténica. (Rather, et al., 2021)

Las células bacterianas dentro de las biopeliculas son mas resistentes a la presencia de
cualquier condicion de estrés o al sistema inmunitario del huésped. (Ruhal y Kataria, 2021)
La biopelicula se desarrolla preferentemente en superficies inertes o en tejido muerto, y
pueden ocurrir en dispositivos médicos, fragmentos de tejido muerto sobre tejidos vivos, por
ejemplo, en los casos de endocarditis. La biopelicula crece lentamente, en uno o mas lugares,
y las infecciones por biopeliculas a menudo tardan en producir sintomas evidentes. Las
células bacterianas sésiles liberan antigenos y estimulan la produccién de anticuerpos, pero
los anticuerpos no son efectivos para matar las bacterias dentro de las biopeliculas.
(Costerton, et al., 1999).
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Los antibidticos pueden revertir los sintomas que causan las células plancténicas que son
liberadas de la biopelicula, pero no son capaces de eliminar la biopelicula. Es por esto que,
las infecciones por biopeliculas suelen mostrar sintomas recurrentes, después de ciclos de
terapia con antibioticos, por lo que hasta que la biopelicula es eliminada de forma mecanica
del cuerpo esta infeccion seguira persistiendo. (Costerton, et al., 1999).

Un mecanismo de resistencia de la biopelicula a los agentes antimicrobianos es la
incapacidad de un agente para penetrar en toda la profundidad de la biopelicula. (Costerton,
etal., 1999).

4.4.1.1 Formas de evaluar el biofilm

En la actualidad, los biofilms se estudian de dos formas: la primera es evaluando a los
microorganismos de forma individual, mientras que la segunda forma es, estudiando los
efectos y relaciones entre una especie y otra. Gracias a los avances en tecnologia y biologia
computacional, es posible estudiar la expresion de genes y proteinas en dichas comunidades,
revelando asi el papel que cada especie tiene en esa comunidad especifica. (Neelakantan, et
al.,2017)

Los mas recientes estudios se han centrado en las biopeliculas bacterianas de mdltiples
especies para dar un enfoque mas realista de lo que sucede en la situacién real in vivo en el
sistema de conductos radiculares. En las infecciones endoddnticas se puede observar una
gran diversidad microbiana, y las propiedades complejas de estas biopeliculas no se pueden
observar en estudios donde se analice una sola especie. (Neelakantan, et al.,2017)

La apreciacion de las bacterias que viven en biopeliculas de multiples especies en lugar de
comunidades de una sola especie, o0 en un estado plancténico, ha hecho que las metodologias

para estudiar bacterias en laboratorio cambien. (Neelakantan, et al.,2017)

4.4.1.1.1 Espectrometria de masas MALDI-TOF

En la actualidad las tecnologias de espectrometria de masas (MALDI-TOF) son mas rapidas,
mas asequibles y, a menudo, con mayor precision de lo que era factible en la antigliedad. De
acuerdo con la secuencia de proteinas revelada por cada especie microbiana, se utiliza un
laser UV para la desorcion y ionizacion la biomasa bacteriana y fungica encerrada en la
matriz, frecuentemente acido a-ciano-4-hidroxicinamico (C10H7NO3). Con MALDI-TOF
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MS, las particulas se ionizan, se separan segun su relacion masa-carga (m/z) y se miden por
su tiempo de llegada a los detectores. Con base en los valores de masa a carga a lo largo del
eje x y la intensidad a lo largo del eje y, los espectros generados se comparan con los
espectros de microorganismos conocidos. En comparacion con enfogues mas antiguos, esta
tecnologia puede identificar de manera confiable micobacterias, levaduras y mohos, junto
con varios tipos de bacterias, generalmente por género y especie. (Elbehiry, et al., 2022)

4.5.1. MALDI biotyper

Los sistemas MALDI Biotyper proporcionan identificacion de alta velocidad, alta confianza
y clasificacion taxonémica de bacterias, levaduras y hongos. La clasificacion y la
identificacion se basan en huellas digitales proteémicas utilizando espectrometria de masas
MALDI-TOF de alto rendimiento (agsanalitica.com).

La introduccion de MALDI-TOF ha revolucionado la microbiologia clinica. Esto se afirmo
en 2009 cuando se realizé primer informe sobre la introduccion del MALDI Biotyper en
laboratorios de microbiologia clinica. (Kostrzewa, et al., 2018)

La identificacion por espectrometria de masas MALDI-TOF demuestra ser un método eficaz
y rentable para una identificacion rapida y rutinaria de aislados bacterianos en laboratorios
de microbiologia clinica. (Seng, et al., 2009)

La medicion en un espectrémetro de masas MALDI-TOF moderno se realiza en unos pocos
segundos cuando se trata de una sola muestra y en menos de media hora para un aproximado
de 96 muestras. Los costos para una medicion MALDI-TOF son muy bajos a comparacion
de pruebas bioguimicas o incluso moleculares. (Kostrzewa, et al., 2018)

4.4.1.1.2 Sistemas basados en placas de microtitulaciéon

El sistema basado en placas de microtitulacién es utilizado para realizar varias pruebas al
mismo tiempo, lo que puede ser ideal para la deteccion rapida de métodos para la
desinfeccion y eliminacion de biofilm. La cuantificacion de biopeliculas con placas de
microtitulacion se puede clasificar en ensayos de biomasa, ensayos de viabilidad y ensayos
de cuantificacion de matriz. (Neelakantan, et al.,2017)

El cultivo de biopeliculas en placas de microtitulacion (MTP) es un sistema ampliamente

utilizado este tiene ventajas importantes como el hecho de que es un método facil de usar, y
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puede ser utilizado en la mayoria de los laboratorios de microbiologia. Es un método
econdmico debido a que solo se requieren pequefios volimenes de medios de crecimiento
y/o sustancias de prueba. También es bueno para medir el efecto de diferentes sustancias y
determinar la eficacia de estos en el biofilm y por Gltimo este método es muy flexible, ya que
se pueden modificar facilmente los parametros como el medio de cultivo y la temperatura de
crecimiento. (Vandecandelaere, et al., 2016)

4.4.1.1.3 Desplazamiento de flujo en modelo de biofilm

En este sistema, el medio contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento y ademas se
van agregando mas nutrientes de manera constante, al mismo tiempo los productos de
desecho y las toxinas del biofilm se eliminan van eliminando. El concepto de desplazamiento
de flujo se basa en la premisa de que se debe formar una pelicula inicial de componentes
macromoleculares sobre una superficie para permitir la adhesion microbiana. El flujo de
fluido asegura de manera Optima la adhesion de las células microbianas a un sustrato, lo cual

es una propiedad caracteristica de cualquier biofilm. (Neelakantan, et al.,2017)

4.4.1.1.4 Dispositivo de Robbins modificado

El dispositivo de Robbins modificado (MRD) es un sistema modelo de biofilm in vitro que
permite la formacidn de varios biofilms microbianos en diversos sustratos en condiciones de
flujo controlado. (Coenye, et al., 2008)

Este dispositivo puede utilizar discos de silicona o hidroxiapatita como sustrato para el
crecimiento del biofilm, y puede o no agregarse agentes que modifiquen el crecimiento
microbiano (favorezcan o inhiban). La mayor ventaja es que se pueden evaluar uno 0 mas
agentes en cuanto a su capacidad antibiofilm en el mismo experimento. (Neelakantan, et
al.,2017)

4.4.1.1.5 Microscopia confocal laser
La microscopia confocal laser es una herramienta valiosa para el estudio de biopeliculas y,
en particular, de la matriz de biopeliculas, ya que permite la visualizacion en tiempo real de

especimenes vivos completamente hidratados. (Schlafer y Meyer, 2017)
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Este es un muy buen método para estudiar la estructura del biofilm, ya que no es necesaria la
destruccidn de estos ecosistemas para su estudio. El uso de marcadores fluorescentes permite
apuntar a células particulares o incluso a ciertos componentes de la matriz extracelular.
(Neelakantan, et al.,2017)

El uso de tinciones especificas (Live and dead) nos permiten diferenciar bacterias vivas de
bacterias muertas dependiendo el tipo de sefial que emitan (verde o roja) Esta técnica nos
permite tener una idea mas clara sobre la efectividad de las soluciones y técnicas de irrigacion
contra el biofilm al realizar una reconstruccion tridimensional de la biomasa para estudiar la
arquitectura del biofilm. (Neelakantan, et al.,2017)

Este tipo de microscopios se encuentran en muchos laboratorios de investigacion por lo que,
los métodos basados en este han evolucionado considerablemente en la Ultima década para
recuperar informacién sobre la composicion y las propiedades de la matriz del biofilm.
(Schlafer y Meyer, 2017).

4.4.1.1.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una técnica que
ayuda a investigar la colonizacion bacteriana de superficies que sean bidticas o abioticas
ademas es util para revelar detalles ultraestructurales en las relaciones bacteria-bacteria y
bacteria-superficie. Las imagenes por SEM brindan una resolucion mas alta que un
microscopio 6ptico vy si se utiliza el aumento necesario nos brinda una vision mas detallada
de la muestra microbiana. (Vuotto y Donelli, 2014)

El SEM nos proporciona imagenes de gran aumento de las bacterias individuales y de células
de levadura, asi como su ubicacion e interaccion dentro de la matriz extracelular amorfa del
biofilm, lo cual es importante para comprender la morfologia y la fisiologia de este.
(Hrubanova, et al., 2018).

4.4.2 Biofilm endoddntico

Las biopeliculas microbianas de los conductos radiculares son altamente resistentes a los
agentes desinfectantes utilizados en el tratamiento de endodoncia. La compleja e
impredecible anatomia de estos y las biopeliculas formadas por multiples especies aumentan

la dificultad para erradicar las biomasas microbianas. (Neelakantan, et al.,2017)
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Segun un estudio del Dr. Ricucci y el Dr. Siquiera encontraron que morfolégicamente, los
biofilms bacterianos intrarradiculares son gruesos y estdn compuestos por varias capas de
células bacterianas. También observaron que cominmente habia diferentes morfotipos por
biofilm y las proporciones relativas entre las células/poblaciones bacterianas y la matriz
extracelular fueron muy variables. Por lo tanto, la morfologia del biofilm endoddntico difirio
consistentemente de un individuo a otro (variabilidad interindividual) e incluso cuando se
examinaron diferentes areas del mismo conducto (variabilidad intraindividual). (Chavez de
Paz, et al., 2015).

A pesar del gran nimero de taxones bacterianos identificados hasta el momento en muestras
de conductos radiculares infectados, existen de 20 a 30 especies bacterianas las cuales se
encuentran invariablemente entre las mas prevalentes en diferentes estudios y a estas
bacterias se les consideran los principales patégenos causantes de las infecciones
endoddnticas. (Chavez de Paz, et al., 2015).

4.4.3 Bacterias intraconducto

La terapia endodontica se realiza mas cominmente por un problema de infeccion. Esto
significa que el enfoque principal del tratamiento es eliminar la infeccion del conducto
radicular para mantener la pieza afectada a largo plazo y que esta no provoque enfermedades
inflamatorias o algun efecto adverso en la salud sistémica. (Bergenholtz, 2016).

La microflora bacteriana del conducto radicular inicialmente se encuentran bacterias del tipo
aerobias y anaerobias facultativas. A medida que la enfermedad progresa, la ecologia dentro
del sistema de conductos radiculares comienza a cambiar. (Neelakantan, et al.,2017)

Las bacterias son, los microorganismos mas comunes que se encuentran en las infecciones
endodénticas y luego estan implicadas en la etiologia de la periodontitis apical. las bacterias
endoddnticas se pueden dividir en 18 diferentes especies, las mas comunes pertenecen a los
tipos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes y
Synergistetes. (Chavez de Paz, et al., 2015).

4.4.4 Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis (E. faecalis) es un coco anaerobio grampositivo que se encuentra en

la cavidad oral el cual demuestra una buena adaptacion a entornos con niveles ricos en
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nutrientes, bajos de oxigeno y con ecologia compleja. (Alghamdi, et al., 2020). Es
considerado un importante patdgeno bacteriano implicado en infecciones endodonticas y
contribuye considerablemente a la periodontitis periapical. (Wang, et al., 2015).

E. faecalis es uno de los microorganismos mas resistentes a los irrigantes antimicrobianos y
a los medicamentos intraconducto, también puede soportar situaciones de privacion
nutricional, este microorganismo se ha asociado con mayor frecuencia a pulpas necroticas e
infecciones periapicales persistentes en dientes tratados con endodoncia. (Bolhari, et al.,
2018)

Se piensa que la resistencia de este microorganismo se relaciona con algunos de sus factores
de virulencia. Los factores de virulencia méas importantes de E. faecalis estan regulados por
el quorum-sensing y representan una amenaza médica y ambiental significativa. Las
proteinas reguladoras de deteccién de quorum-sensing como gelatinasa, serina proteasa,
enterocina O16 y citolisina son contribuyentes clave en la patogenia de E. faecalis en varios
modelos de infeccion. (Ali, et al., 2017), (Bolhari, et al., 2018)

Dentro de los factores de virulencia de E. faecalis de mayor relevancia se encuentra el factor
de proteina de superficie enterococica (esp) el cual desempefia un papel importante en la
adherencia de E. faecalis a los tejidos del huésped, ya que contribuye a la colonizacion y
persistencia de la infeccion. Se sugiere que esp promueve la formacion de biopeliculas; sin
embargo, es posible que existan algunos factores adicionales que contribuyan a la formacién
de biopeliculas en E. faecalis. (Bolhari, et al., 2018).

La citolisina que es una exotoxina bacteriana expresada y secretada por E. faecalis representa
otro factor de virulencia importante de esta bacteria, (Lang, et al., 2020). La citolisina es una
toxina litica de dos péptidos, es Unica entre las toxinas hemoliticas bacterianas y las
bacteriocinas por haber incorporado ambas actividades en un solo sistema. No se conoce
ningun otro sistema peptidico bacteriano que incorpore tanta actividad litica contra una
multitud de tipos de células de una amplia gama de organismos, es letal tanto para células
procariotas como para eucariotas debido a su capacidad de sefialar y activar su propia
expresion. (Coburn y Gilmore, 2003)
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencion de microorganismos aislados de paciente

A todos los pacientes que participaron en este estudio se les entregd un consentimiento
informado y se les notifico acerca de la toma de muestra antes de realizar todo el protocolo.
Se tomaron muestras de pacientes adultos que presentaron infeccion endoddntica primaria o
secundaria/persistente. Se realizd la recoleccion de 50 muestras de dientes humanos que
cumplieron con los siguientes requisitos: piezas unirradiculares o multirradiculares, integras,
con diagndstico de necrosis pulpar o pieza previamente tratada y apice cerrado. Todas las
muestras fueron analizadas radiograficamente, y se excluyeron aquellas que presentaron
conductos calcificados, fracturas, apices abiertos, diagndstico pulpar diferente a necrosis
pulpar o pieza previamente tratada, pacientes bajo tratamiento meédico sistémico, o piezas
con poste.

5.1.1 Toma de muestras de pacientes con infeccién primaria

Los dientes fueron aislados con diques de hule, y se desinfectd la zona de trabajo con
perdxido de hidrogeno al 30% y, posteriormente, se colocd Isodine al 5%. Se elimind el tejido
carioso o restauracion defectuosa con una fresa de carburo de bola #2, de tallo largo. Una vez
que se expuso la cavidad pulpar, el diente y el dique de hule se desinfectaron nuevamente
con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5.25%. Luego, se inactivo el NaOCI frotando la cavidad
con una solucion de tiosulfato de sodio al 5%. A continuacion, se colocé solucion salina en
el conducto y se realiz6 un limado con una lima #15 tipo K para desprender tejido dentinario,
realizando movimientos de cepillado en todo el conducto. Posteriormente, se introdujeron 2
puntas de papel estériles para recolectar el tejido desprendido con el limado. Una vez que se
tomo la muestra, las puntas de papel estériles se colocaron en un tubo Eppendorf con 1 ml de
infusion cerebro-corazén (BHI) y se incubaron durante 24 a 72 horas a 37°C.

5.1.2 Toma de muestra de pacientes con infeccion secundaria/persistente

Los dientes fueron aislados con diques de hule, y se desinfecto la zona de trabajo con
perdxido de hidrogeno al 30% y, posteriormente, se colocd Isodine al 5%. Se elimind el tejido
carioso o restauracion defectuosa con una fresa de carburo de bola #2, de tallo largo. Se
utilizaron limas manuales tipo Headstrom, sin solventes, para retirar la gutapercha

contaminada. (Cuando fue posible, se coloco la gutapercha contaminada en el tubo
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Eppendorf junto con las puntas de papel). Una vez que se removid la gutapercha, el diente y
el dique de hule se desinfectaron nuevamente con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5.25%.
Luego, se inactivo el NaOCI frotando la cavidad con una solucién de tiosulfato de sodio al
5%. A continuacion, se coloco solucion salina en el conducto y se realizé un limado con una
lima #15 tipo K para desprender tejido dentinario, realizando movimientos de cepillado en
todo el conducto. Posteriormente, se introdujeron 2 puntas de papel estériles para recolectar
el tejido desprendido con el limado. Una vez que se tomd la muestra, las puntas de papel
estériles se colocaron en un tubo Eppendorf con 1 ml de infusion cerebro-corazén (BHI) y se
incubaron durante 24 a 72 horas a 37°C.

5.2 Aislamiento de muestras de paciente

Pasadas las 24 a 72 horas de la toma de muestra, se debid confirmar el crecimiento bacteriano
mediante la presencia de turbidez en el medio. Si en el medio no se observd turbidez, la
muestra fue desechada. En caso de presentar crecimiento, se procedi6 a realizar el aislado de
la muestra, tomando una asada con un asa bacterioldgica de la parte mas profunda del tubo
Eppendorf y fue sembrada en una placa de Agar sangre. Esta siembra se mantuvo en
incubacion por 24 horas a 37°C en una incubadora de dioxido de carbono.

5.3 Aislamiento de Microorganismos por MALDI BioTyper system

Los sistemas MALDI Biotyper proporcionaron identificacion de alta velocidad, alta
confianza y clasificacidn taxondmica de bacterias, levaduras y hongos. La clasificacion y la
identificacion se basaron en huellas digitales protedmicas utilizando espectrometria de masas
MALDI-TOF de alto rendimiento.

Los aislados fueron identificados por desorcion/ionizacion de laser asistida por una matriz
con deteccion de masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF) espectrometria de masas
(Sistema Microflex LT, Bruker Daltonics, Bremer, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Se deposito una colonia de cultivos cultivados en placas de agar
sangre e incubados a 37°C durante 24 horas en pocillos de una placa de destino de acero
inoxidable de 86 puntos (Bruker Daltonics, Bremer, Alemania). Posteriormente, se adiciond
1 uL de acido férmico al 70% vy, después del secado, se agregd 1 pL de solucidn de matriz
de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A

continuacion, la placa se introdujo en el equipo, donde se analiz6 con el software MALDI
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Biotyper 3.0 para comparar la base de datos de perfiles de espectros. Finalmente, los
aislamientos se clasificaron de acuerdo con los criterios de identificacion de puntuacion
recomendados por el fabricante, en los que una puntuacion entre 2.000 y 2.299 permitié una
identificacion a nivel de género aceptable y una puntuacion de 2.300 a 3.000 permitié la
identificacion a nivel de especie aceptable.

5.4 Perfil de susceptibilidad a los antibidticos

5.5.1 Preparacion de antibioticos

Se incluyeron dos antibidticos de uso comun en infecciones endoddnticas con relevancia
clinica: vancomicina (VAN) y amoxicilina (AMX), adquiridos de Sigma-Aldrich, BA,
Estados Unidos. Se prepararon soluciones stock de cada antibidtico a concentraciones de 128
pg/mL y 512 pg/mL, respectivamente, a partir del antibiotico en forma de polvo. Se
considerd la potencia especificada por el fabricante para cada antibiotico y se utilizd el
disolvente recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en el
documento M100 para su preparacion (CLSI, 2022). Las soluciones stock fueron
esterilizadas mediante filtros desechables estériles de 0.22 um (Corning Inc, NY, Estados
Unidos) y se almacenaron a -80 °C en ultracongelacion.

Se emplearon las cepas control de E. coli ATCC 25922 y E. faecalis ATCC 29212 para
verificar la calidad de las soluciones stock preparadas.

5.5.2 Susceptibilidad en células plancténicas

Se utilizé el método de microdilucion descrito por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) en los documentos M07-A10 y M100 para evaluar los antibidticos en
estudio (CLSI, 2022). A partir de cultivos puros de E. faecalis incubados por 24 horas en
agar sangre (Becton Dickinson Diagnostic, NJ, Estados Unidos), se prepararon indculos de
cada aislamiento suspendiendo 3-5 colonias en tubos con solucion salina estéril al 0.85%,
ajustando la turbidez a 0.5 en la escala de McFarland. Este indculo se diluy6 1:150 en caldo
Muiller-Hinton para los antibioticos vancomicina (VAN) y amoxicilina (AMX).

Luego, se transfirieron 100 pL de esta dilucion a cada pocillo de un panel de antibioticos
que contenia 100 pL de diluciones seriadas de los antibidticos a probar. Cada placa incluy6
un pocillo sin inocular como control negativo y un pocillo para cada aislamiento con la

bacteria sin antibiotico como control positivo. Las placas se incubaron a 35 °C durante 20
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horas para AMX y 24 horas para VAN, aseguradndose de no apilar més de 4 cajas para
evitar diferencias en la temperatura durante la incubacion.
Después de la incubacion, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) como la

concentracion de antibidtico en la cual no se observo crecimiento bacteriano a simple vista.
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento y caracterizacion de Microorganismos por MALDI BioTyper system

Dentro de los resultados obtenidos en este estudio, se analizaron 50 muestras de pacientes
con infeccion endoddntica siendo 32 (64%) muestras de infeccion endodontica primariay 18
(36%) muestras de infecciones secundaria/persistente (Grafico 1), también se tomo en cuenta
los diferentes diagnosticos periapicales siendo 18 (36%) pacientes con diagnostico
periodontal de periodontitis apical asintomatica, 19 (38%) pacientes con periodontitis apical
sintomaética, 2 (4%) pacientes con absceso apical cronico, 1 (2%) paciente con absceso apical

agudo y 10 (20%) pacientes con periodonto sano.

Graéfico 1. Tipo de infeccion endoddntica
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Se tomo en cuenta también la presencia radiogréfica de lesion periapical de los cuales 34
(68%) pacientes presentaban lesion periapical y 16 (32%) no presentaban presencia de lesion

periapical radiograficamente (Grafico 2).

Gréfico 2. Diagndsticos periapicales
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La bacteria que mayormente se identificd fue E. faecalis con un total de 13 muestras (26%;
Grafico 3), sequido de S. mitis oralis con un total de 5 muestras (10%), también se lograron
identificar bacterias como E. faecium (3), P. mirabilis (4), C. albicans (2) K. pneumoniae (2),

entre otras (Figura 1).

Gréfico 3. Prevalencia radiogréfica de lesion periapical
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Nro.de Diagnostico | Lesion/Sin Resultado Resultado
muestra lesion

1 NP-PAA Lesion Enterococcus faecalis
periapical

2 NP-PAS Lesion Enterococcus faecalis
periapical

3 PIS-PS Sin lesion Enterococcus faecalis

4 NP-PAA Sin lesion No desarrollo bacteriano

5 NP-PAS Lesion Streptococcus oralis
periapical

6 TXPT Lesion Enterococcus faecalis Proteus mirabilis
periapical

7 NP-PAS Lesion Streptococcus oralis Proteus mirabilis
periapical

8 NP-PAA Lesion Staphylococcus epidermidis
periapical

9 NP-PS Sin lesion Levilactobacillus hammesii

10 NP-PAA Lesion Candida albicans
periapical

11 NP-PAS Sin Lesion Sin desarrollo bacteriano

12 TXPT Lesion Proteus mirabilis
periapical

13 NP-AAC Lesion Proteus mirabilis Streptococcus
periapical mitis

14 NP-PAA Lesion Enterococcus faecalis Staphylocococcus
periapical epidermidis

15 NP-PAA Sin lesion Enterococcus faecalis

16 PI-PASS Sin lesion Neisseria sicca

17 NP-PAA Lesion Staphylococcus epidermidis
periapical

18 NP-PAA Lesion Staphylococcus epidermidis

periapical
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19 NP-PAA Sin lesion Streptococcus gordoni Ralstonia picketti

20 NP-PAS Lesion Lacticaseibacillus
periapical rhamnosus

21 NP-PAA Sin lesion Streptococcus mitis oralis

22 PAT-PS Sin lesion Enterococus faecium

23 NP-PAA Lesion Streptococcus mitis oralis
periapical

24 NP-AAA Lesion Klebseilla pneumoniae
periapical

25 NP-PAA Lesion Enterococcus faecalis
periapical

26 NP-PAA Lesion Corynebacterium simultans
periapical

27 TXPT Sin lesion Enterococcus faecalis

28 NP-PAA Lesion Sin identificacion
periapical

29 TXPT Sin lesion Sin identificacion

30 NP-PAA Sin lesion Candida albicans

31 NP-PAS Lesion Enterococcus faecalis
periapical

32 NP-PAS Lesion Streptococus sanguins Staphyloccus
periapical epidermidis

33 TX-PPS Lesion Enterococcus faecalis
periapical

34 PTX-PAS Lesion Enterococcus faecalis
periapical

35 TX-PPA Lesion Streptococcus salivarius
periapical

36 TX- Lesion Staphylococcus epidermidis
periapical

37 TX- PSANO Sin lesion Escherichia coli

38 TX-PSANO Sin lesion Sin Identificacion
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39 NP-AAC Lesion Streptococcus gordoni
periapical
40 N-PAS Sin lesion Sin identificacion
41 PX-PAS Lesion Enterococcus faecalis Staphylococcus
periapical epidermidis
42 PX-PAA Sin lesion Sin Crecimiento
43 PX-PAA Lesion Lacticaseibacillus
periapical rhamnosus
44 NP-PAS Lesion Bacillus altitudinis
periapical
45 NP-PAS Lesion Enterococcus faecium
periapical
46 PX-PAA Lesion Enterococcus faecium
periapical
47 NP-PAS Lesion Staphylococcus epidermidis
periapical
48 NP-PAS Lesion Neisseria flavescens
periapical
49 NP-PAS Lesion Sin identificacion
periapical
50 NP-PAA Lesion Enterococcus faecalis Klebsiella
periapical pneumoniae

Figura 1. Microorganismo aislado de cada identificacion de las muestras de paciente.

6.2 Susceptibilidad a los antibidticos en células plancténicas

Se realizo el ensayo de susceptibilidad a las 13 muestras identificadas de E. faecalis donde

no se observo resistencia por parte de las mismas frente a ninguno de los dos antibioticos

probados (Figura 2), con MIC menores a 2 en el caso de la amoxicilina y menores a .5 en el

caso de vancomicina, a excepcion del aislamiento No. 3 el cual la MIC fue de 1, sin embargo
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sigue teniendo un resultado susceptible a vancomicina, por lo que todas las cepas fueron

susceptibles a ambos antibidticos de manera planctonica.

Namero de Aislamiento MIC de Amoxicilina MIC de Vancomicina
1 <2 <5
2 <2 <5
3 <2 1
6 <2 <5
14 <2 <5
15 <2 <5
25 <2 <5
27 <2 <5
31 <2 <5
33 <2 <5
34 <2 <5
41 <2 <5
50 <2 <5

Figura 2. Susceptibilidad y/o resistencia a antibidticos de los aislamientos de E. faecalis.
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7. DISCUSION

Identificar cuales microorganismos son los agentes causales de la infeccién endoddntica ha
sido un reto que aun esta por superar a nivel mundial. Existen muy pocos reportes acerca de
cudles bacterias estan colonizando cdmara pulpar o canal intraconducto y mas ain en que
proporciones se encuentran cada uno de ellos y cuél fue su rol en el establecimiento de la
infeccion. Sabemos que se forma un biofilm heterogéneo y que algunos microorganismos
presentes como E. faecalis tiene la capacidad para formar individualmente biofilm
intraconducto, sin embargo, el mecanismo patogénico que conlleva a la muerte de las células
de la pulpa aun es un misterio. Previamente se ha reportado que cepas de E. faecalis tienen
la capacidad de producir y excretar una exoenzima llamada citolisina, sin embargo, hasta el
momento no se ha demostrado que aislados de canal intraconducto expresen y secreten dicha
exoenzima, solo han confirmado la presencia del gen mediante técnicas de biologia molecular
como PCR en tiempo real. Actualmente existen otras metodologias que pueden contribuir al
aislamiento y caracterizacion de cepas con mayor grado de confiabilidad y que nos permitiran

estudiar tanto la etiologia como el proceso patogénico de la infeccion endodéntica.

La espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) se ha vuelto un método estandar en
microbiologia clinica hace casi una década y es un método de eleccidn para la identificacion
de microorganismos en laboratorios clinicos. Debido a que MALDI-TOF MS es una
tecnologia precisa, rapida y rentable se ha vuelto un método para realizar diagndsticos
clinicos de rutina (Al-Manei K. et al., 2022).

En este estudio se realiz6 la toma de muestras de paciente con limas #10 tipo K, y puntas de
papel estériles como en los articulos de Tzanetaki, et al., 2022 y Pervine H. Sharaf, et al.,
2022. Donde se introduce la lima #10 hasta la longitud de trabajo se corto la parte metalica
de la limay se colocd en medio BHI, a continuacion, se colocd solucion salina dentro de los

conductos y se introdujeron puntas de estéril para tomar lo desprendido de barrillo dentinario.

A diferencia del estudio de Bober, et al., 2023, en donde las muestras no fueron cultivadas

en placas de agar, sino que se realizo la extraccion de material genético mediante un metodo
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de decantacion, en nuestro estudio todas las muestras fueron sembradas en placas de agar

sangre para su cultivo, identificacion y aislamiento.

Dentro de los resultados obtenidos en este estudio, se analizaron 50 muestras de pacientes
con infeccion endoddntica siendo 32 (64%) muestras de infeccion endodontica primariay 18
(36%) muestras de infecciones secundaria/persistente, también se tomo6 en cuenta los
diferentes diagnosticos periapicales siendo 18 (36%) pacientes con diagnostico periodontal
de periodontitis apical asintomatica, 19 ((38%) pacientes con periodontitis apical
asintomatica, 2 (4%) pacientes con absceso apical crénico, 1 (2%) paciente con absceso
apical agudo y 10 (20%) pacientes con periodonto sano. La bacteria que mayormente se
identificé fue E. faecalis con un total de 13 muestras (26%), seguido de S. mitis oralis con
un total de 5 muestras (10%), también se lograron identificar bacterias como E. faecium (3),
P. mirabilis (4), C. albicans (2) K. pneumoniae (2), entre otras. Siquiera y colaboradores
reportaron la identificacion de 26 tipos diferentes de microrganismos presentes en el biofilm
intraconducto (Siquiera 2004). Entre los microorganismos identificados coincide con nuestro
estudio en; E. faecalis y Streptotococus mitis, los mas prevalentes en las muestras analizadas
en nuestro estudio. Sin embargo, es relevante resaltar que el estudio de Siquiera no detecto a
Candida albicans que si se identifico en nuestro estudio y la respuesta esta en la metrologia
diferente entre cada tipo de estudio. En el caso del Dr. Siquiera al realizar ensayos de PCR
de tiempo real se emplean sonda y primers especificos para cada tipo de microrganismo que
se busca y si no se incluyeron pues simplemente no se detectara, aunque estén presentes en
la muestra de estudio. Previamente Chavez de Paz también realizo un estudio similar al del
Dr. Siquiera reportando la presencia de S. mutans bacteria ausente en los reportes de Siquiera.
Estos datos nos muestran la gran variabilidad que puede existir entre cada paciente y la

coleccidn especifica de microorganismos que integran su biofilm endodontico.

En nuestro estudio no se observo resistencia por parte de las cepas frente a ninguno de los
dos antibidticos probados, con MIC menores a 2 en el caso de la amoxicilina y menores a .5
en el caso de vancomicina, por lo que todas las cepas fueron susceptibles a ambos antibidticos
de manera planctonica. Estos datos coinciden en que hasta el momento no se ha asilado

ninguna cepa de E. faecalis que sea resistente a vancomicina. Este dato es muy relevante
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porque resalta la utilidad del uso de antibidticos como parte del tratamiento para erradicar las
bacterias presentes en el biofilm endoddntico y no depender solo de la instrumentacion y/o
irrigacion con hipoclorito de sodio. Es interesante mencionar que aislados médicos a partir
de infecciones urinarias de pacientes, E. faecalis si ha mostrado resistencia a diferentes
antibioticos incluyendo vancomicina. También se identificd la presencia de plasmidos con

genes codificantes a factores de virulencia y resistencia antimicrobiana.

Como perspectiva de este estudio queda pendiente la caracterizacion microbiologica de los
aislados obtenidos, sobre todo de E. faecalis. Se debe buscar la presencia de plasmido que
contiene el gen codificante a citolisina, corroborar la sintesis de dicha exoenzima por
electroforesis y evaluar su potencial efecto patogénico sobre células de la pulpa dental. Datos
que podrian contribuir a explicar los mecanismos moleculares de la etapa temprana de la

etiologia de la infeccion endodontica.
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8. CONCLUSIONES

Se aislaron, identificaron y caracterizaron los microorganismos presentes en pacientes
mexicanos con infeccion endoddntica. E.faecalis y S. mitis constituyen las bacterias mas
prevalentes y coinciden con reportes previos de Squeira en un estudio realizado empleando
una metodologia distinta a la nuestra. Los datos obtenidos también refuerzan la hipdtesis de
una gran variabilidad de los microorganismos presentes entre cada paciente con infeccién
endododntica y se confirm¢ la ausencia de resistencia antimicrobiana entre los aislados

clinicos obtenidos.
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