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RESUMEN

Las bacterias y sus productos del metabolismo provocan la desmineralizacion progresiva de los
tejidos dentales hasta provocar la contaminacién de la pulpa, resultando en necrosis pulpar,
fenébmeno denominado infeccidn pulpar primaria, para detener este procesos es necesario el
tratamiento de conductos que consiste en eliminar el contenido de los conductos radiculares para
ser obturados, en caso de una reinfeccion del conducto se denomina infeccion pulpar secundaria.
Se obtuvieron raices dentales que fueron cortadas por tercios y colocadas en medio de cultivo
liquido, cultivaron y resembraron en medio de cultivo sélido, se observaron macroscépicamente y
microscépicamente para conseguir colonias puras y poder identificarlas con pruebas fenotipicas
metabdlicas. Los tercios radiculares fueron preparados para ser observados al microscopio
electrénico de barrido. Se identificaron 9 bacterias distribuidas dentro de los conductos radiculares
siendo el mas predominante el enterococcus faecalis. El sistema de conductos provee condiciones
para que cualquier microorganismo se pueda adherir y sobrevivir, este conocimiento es importante
para comprender el proceso de la enfermedad y establecer estrategias terapéuticas
antimicrobianas eficaces.

INTRODUCCION

Los biofilms son comunidades polimicrobianas sésiles compuestas en un 10-15% de bacterias
firmemente unidas a una superficie y enredadas en una matriz de polimeros extracelulares
oscilando entre un 85-90%.! La secrecién de los polimeros extracelulares (PSE) varia en cantidad,
forma, grosor aumentando con el tiempo, cambiando espacial y temporalmente con la edad,
ademas puede diferir entre pacientes.! 2 Se han encontrado mas de 700 especies en cavidad oral y
de estas solo 150 dentro de los conductos radiculares, en promedio se han aislado en medios de
cultivo de 3 a 5 bacterias por conducto. La proliferaciébn bacteriana y sus productos metabdlicos
producen la desmineralizacion progresiva de los tejidos dentales denominada caries, principal
enfermedad que provoca la contaminacién de la pulpa dental, esta primera exposicién conocida
como infeccion endodédntica primaria.3

La microbiota dentro del conducto radicular es tan diversa en el tercio apical como en el coronalt y
por medio de un aparente equilibrio entre la infeccién y defensa del huésped no migran al
periodonto, pero al romperse, la infeccion se propaga al tejido periapical.l 2 Para evitar que la
infeccion del periodonto continle es necesario realizar el tratamiento de conductos, que tiene como
objetivos la eliminacién completa del contenido del sistema de conductos por medio de
instrumentos e irrigantes para ser sellados tridimensionalmente con un material inerte y prevenir la
reinfeccion, en caso de no cumplirse con estos principios el tratamiento puede fracasar llevando a
un infeccion endoddntica secundaria.2 3
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2. OBJETIVO

Identificar las bacterias presentes dentro del conducto radicular en su tercio apical, medio y cervical
en infecciones endodénticas primarias y secundarias para su observadas con el Microscopio
Electrénico de Barrido

3. MATERIAL Y METODOS

EQUIPO. Camara de anaerobiosis, campana de flujo laminar, vortex, microscopio Optico,
microscopio estereoscépico, secador a punto critico, Microscopio Electrénico de Barrido (MEB).
MATERIAL. Placas de agar CDC anaerdbico 5% infusion de sangre de carnero, portaobjetos, asa
de platino, pipetas, tubos, vasos de precipitado, mechero.

REACTIVOS. Tioglicolato, agua destilada, alcohol, safranina, violeta de genciana, yodo lugol,
alcohol acetona, azul de alciano 1%, glutaraldehido 2%, PBS 1 molar, aceite mineral, acetona,
diéxido de carbono, oro.

MATERIAL BIOLOGICO. Raices dentales

Este proyecto dividio en dos fases: clinica y laboratorio.

Fase clinica

Las muestras se obtuvieron en el Departamento de Cirugia Oral y Maxilofacial de la Facultad de
Estomatologia de la U.A.S.L.P., fue facilitada la historia clinica del paciente previamente elaborada
con las radiografias pertinentes para la realizaciéon del diagndstico, posteriormente se ejecuté la
exodoncia, estos fueron descoronados y la raiz cortada en tercios con un disco de diamante de
baja velocidad (sunburst Micro-motor modelo SC-80 Chung Song IND Co.) 35,000 RPM, cada uno
introducido en un medio de cultivo liquido (tioglicolato enriquecido).

Fase de Laboratorio

Las muestras se trasladaron al Laboratorio de la Maestria de Endodoncia de la Facultad de
Estomatologia de la U.A.S.L.P., donde se colocaron en la camara de anaerobiosis (COY
LABORATORY PRODUCTS) y se incubaron por 48 horas, posteriormente se realiz6 descargas por
duplicado en placas de Agar CDC y se llevaron a la incubadora (Mini Incubator, Labnet) a una
temperatura de 35°C +/- 2° C en un periodo de incubacién de 48 horas, consecutivamente se
observo y describieron las caracteristicas macroscopicas, y se realizo tincibn de Gram para su
observacion microscopica, ya diferenciadas las colonias se procedié a ser un cultivo puro para
identificarlas por medio de pruebas fenotipicas metabdlicas APl 20A (Analitycal Profile Index;
Biomeriéux, France) y el APl 20 STREP (Analitycal profile index: Biomeriéux, France).

Para la observacion al MEB, las raices se fijaron azul de alciano, glutaraldehido y PBS
refrigerandose durante 24 horas, en forma creciente fueron deshidratadas las muestras en alcohol
etilico pasando por el 20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 95% y 99.9%, permaneciendo un lapso de 10
minutos en cada alcohol para después ser colocarlos en acetona, secando alun mas los tercios
radiculares, posteriormente las muestras fueron llevadas al secado a punto critico realizando una
serie de 7 lavados de diéxido de carbono para el intercambio con la acetona, el diéxido de carbono
al ser introducido dentro de las bacterias y pasar de liquido a gaseoso mantiene la estructura de
las bacterias intacta.

Posteriormente, los tercios radiculares preparados se trasladaron al Instituto de Metalurgia de la
U.A.S.L.P., donde se les colocé una cubierta de oro a las muestras, siendo una capa de 20 ym
aproximadamente para observar al Microscopio Electrénico de Barrido (MEB).
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4. RESULTADOS

Se identificaron 9 tipos de microorganismos distribuidos en los diferentes tercios radiculares en
ambas infecciones. Los cuales se presentan en las siguientes tablas, tabla 1 los de infeccién
primaria y en la tabla 2 las bacterias de infeccion secundaria.

A la vez se muestran los resultados obtenidos por microscopia electrénica de barrido donde se
observa el biofilm del tercio apical (figura 1) y cervical (figura 2-3) de la infeccidon secundaria,
ademaés el tercio cervical de la infeccion primaria (figura 6-7)

Infeccion primaria

Tercio apical

Enterococcus faecalis

Tercio medio
Enterococcus faecalis

Tercio cervical |

Enterococcus faecalis

Aerococcus viridans 1

Aerococcus viridans 1

Lactobacillus acidophilus

Gamella haemolysans

Streptococcus mitis

Streptococcus mitis

Tabla 1. Se presentan las bacterias identificadas en los tercios radiculares de la infeccion
primaria, encontrando el Enterococus faecalis con mas frecuencia en los tercios.

Infecciéon secundaria

Tercio apical Tercio medio Tercio cervical |

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Aerococcus viridans 1

Aerococcus viridans 1

Aerococcus viridans 1

Leuconostoc spp

Veillonella parvula

Lactococcus lactis spp

Clostridium botullinium

Tabla 2. Observamos las bacterias identificadas en los tercios radiculares de la infeccion
secundaria, con la mayor variedad presentada en el tercio apical.
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5. CONCLUSIONES

El sistema de conductos provee condiciones para que cualquier microorganismo se pueda adherir
y sobrevivir ya sea un microorganismo normal de la cavidad oral o un patégeno oportunista, para
esto es importante estudiar la microbiota como conjunto y no por separado, debido a que los
colonizadores primarios condicionan el medio para otras especies mas exigentes (colonizadores
secundarios) o que metabolizan los productos finales de los colonizadores primarios para
establecerse y multiplicarse. Se identificaron bacterias similares en ambas infecciones, sin
embargo, se encontraron otras bacterias que tuvieron el medio propicio para desarrollarse y que no
residen normalmente en boca, lo cual depende del sitio donde reside el hospedero, la vida que
este obtenga y su susceptibilidad.

Para obtener un tratamiento endodéntico exitoso es importante la identificacién de bacterias
especificas dentro del sistema de conductos, donde ciertos grupos bacterianos se han relacionado
a casos con sintomatologia aguda y desarrollada complicaciones.

Es importante comprender el proceso de la enfermedad, por eso al conocer la ubicacion y
organizacién microbiana dentro de los conductos radiculares se pueden establecer estrategias
terapéuticas antimicrobianas eficaces.
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