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Resumen

La periodontitis apical refractaria es una lesién periapical persistente en los tejidos perirradiculares de una pieza
dental tratada con endodoncia. El origen infeccioso de la persistencia de las lesiones periapicales es un tema
controversial y desafiante en odontologia. El punto de vista tradicional sobre este tema defiende la escasa
presencia o ausencia de microorganismos en los tejidos. Sin embargo, existe evidencia de la presencia de bacterias,
levaduras y virus en dichas lesiones. El objetivo de esta investigacion es realizar un estudio de casosy controles para
comprobar la presencia de microorganismos viables en las lesiones y asociar esta presencia a la causalidad de las
mismas. Utilizando microscopia y métodos moleculares se pudo comprobar la presencia de microorganismos en 16
(80%) de 20 muestras de casos de lesion persistente (0R: 136, IC 95%: 14-317) y en 1 (3%) de 35 muestras de tejido
sano (OR: 0,074, IC 95%: 0,0008-0,071), de esta manera asociando a los microorganismos identificados como un
factor causal de la fisiopatologia de la periodontitis apical refractaria.

Palabras clave: Reaccién en cadena de la polimerasa, tecnologia molecular, gen 16 S, periodontitis, microbiologia
endoddntica, periodontitis periapical refractaria, infeccion perirradicular.

Abstract

Refractory apical periodontitis is a periradicular infection which persists in periapical tissues even though root canal
treatment is performed. The infectious origin of persistent periradicular disease is controversial and an important
challenge in dentistry. The traditional point of view regarding this theme defends that diseased tissues should be
free from microorganisms or sparsely populated by them. However, there is evidence of presence of bacteria,
viruses and fungi in periapical tissues of refractory cases. The aim of this investigation is to perform a case and
control study to corroborate the presence of viable microorganisms and associate this presence as a causal factor.
Through microscopy and molecular methods, this investigation was able to evidence the presence of
microorganisms in 16 (80%) of 20 samples from refractory cases (OR: 136, IC 95%: 14-317) and in 1 (3%) of 35
samples corresponding to the control group (OR: 0,074, IC 95%: 0,0008-0.071). The results obtained in this study
can associate the identified microorganisms as a causal factor of persistent apical periodontitis.

Key words: Polymerase chain reaction (PCR), molecular technology, 16 S rRNA genes, endodontic microbiology,

periradicular infection, refractory apical periodontitis.
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Introduccion

La periodontitis periapical es una infeccién de
alta prevalencia en el ser humano, los estudios
indican que alrededor del 20% de casos con
lesion periapical previa al tratamiento son
persistentes o refractarios a la endodoncia. Esto
sefala que la presencia de periodontitis
periapical antes de realizar la endodoncia es un
factor de riesgo para el fracaso del tratamiento y
la persistencia de la lesién. El proceso periapical
empieza cuando la pulpa dental es invadida por
microorganismos y  consecuentemente  se
producen una serie de cambios fisioldgicos vy
respuestas adaptativas en el cuerpo humano.
Seguidamente a la respuesta inflamatoria
causada por la invasién de microbiota, se forma
tejido de granulacién a nivel apical de la raiz que
esta infiltrado por neutréfilos, linfocitos vy
macréfagos los cuales actGan para combatir las
bacterias causantes de la inflamacién vy
posteriormente de la infeccidon periapical. Cabe
recalcar que la meta de una terapia endoddncica
es eliminar todos los microorganismos que se
encuentran dentro de los conductos radiculares,
sin embargo, en ciertos casos las lesiones
refractarias se manifiestan y no ocurre la
regeneracion de los tejidos perirradiculares
después de un tiempo considerable de haber
tratado al diente. El fracaso de la terapia
endodéncica convencional se atribuye a varios
factores siendo uno de ellos la colonizacién de
microorganismos en los tejidos periapicales, en el
que estos microorganismos tienen la facultad de
adaptarse de tal manera que se vuelven
resistentes al tratamiento endoddncico, por lo
que la lesién se hace persistente y no cede 2. Sin
embargo, este es un tema de gran controversia
en endodoncia ya que muchas teorias afirman
que en la mayoria de casos los tejidos
perirradiculares con lesién estdn libres de
microorganismos y que por lo tanto la presencia
de microbiota no debe ser considerada como uno
de los principales factores causales de la
persistencia de la lesiéon 3. Es importante tomar
en cuenta que al no ceder la lesién periapical con

el tratamiento endodéncico conservador se
remite la pieza dental afectada a cirugia
periapical el cual es el tratamiento indicado para
eliminar el factor etiolégico causante de la de la
lesién refractaria #5. En el momento de realizar la
cirugia perirradicular se puede tomar una
muestra del tejido enfermo con el fin de realizar
un analisis molecular y poder verificar la
presencia y qué tipo de microorganismos son los
causantes de la persistencia de la enfermedad. A
pesar de que el punto de vista tradicional
establece que los tejidos perirradiculares no
deben estar invadidos por microorganismos, se
ha reportado en investigaciones previas la
presencia de virus, levaduras vy bacterias
principalmente anaerobias Gram positivas en este
tipo de lesiones S.

El objetivo de este estudio fue comprobar la
presencia e  identificar el tipo de
microorganismos en las lesiones periapicales
refractarias al tratamiento endoddncico que han
sido resecadas en cirugias perirradiculares
realizadas de marzo a octubre del 2014 en Quito-
Ecuador por medio de tincién Gram y analisis
molecular de ADN bacteriano extraido de las
muestras tomadas de tejido.

Método

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Universidad San Francisco de Quito.
Los participantes fueron explicados sobre los
procedimientos y aceptaron el consentimiento
informado para poder formar parte del estudio.

Participaron 55 pacientes, el grupo experimental
estuvo conformado por 20 pacientes que
presentaron periodontitis periapical refractaria al
tratamiento endoddéncico y el grupo control
estuvo conformado por 35 pacientes que fueron
sometidos a extracciéon de piezas saludables.

En el grupo experimental fueron incluidos
pacientes tanto sintomdaticos como asintomaticos
remitidos a cirugia perirradicular que presentaron
periodontitis periapical refractaria. Se excluyé del
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Imagen 1. Radiografia periodontitis periapical
refractaria en piezas dentales 21y 22 con
retratamiento endodéncico.

estudio las piezas dentales con lesién periapical
que presentaron: caries, fracturas, restauraciones
inadecuadas, bolsas periodontales, extrusiéon de
materiales en apical y tratamientos endoddncicos
mal realizados. El grupo control incluyd pacientes
remitidos a extraccion de piezas dentales
superiores que estén sin ninguna alteracién, es
decir completamente saludables. Se excluyé en el
grupo control las piezas dentales que presenten:
caries, fracturas, bolsas periodontales,
restauraciones defectuosas y tratamientos de
conducto. También se excluyé las piezas dentales
inferiores por la contaminacion de las mismas con
el medio oral como la saliva al momento de
tomar la muestra. En el grupo experimental y
control se incluyé a todos los pacientes que
tomaron antibiético previamente a la cirugia sin
embargo se excluyd a pacientes con alteraciones
inmunolégicas y diabetes.

Se tomé las muestras siguiendo los siguientes
protocolos:

Protocolo Pre-quirdrgico para grupo control y
experimental: Los pacientes realizaron un
enjuague oral antes del procedimiento quirdrgico
con gluconato de clorhexidina al 0,12% vy
posteriormente se realizd la limpieza de la zona
quirdrgica antes de la incision con una gaza estéril
con gluconato de clorhexidina 0,2%. Protocolo
quirGrgico para grupo experimental: Se
anestesid la zona involucrada de forma regional e
infiltrativa, se realizd las incisiones
correspondientes de acuerdo al diseno del
colgajo indicado. Posteriormente se levantd el
colgajo muco-periostico cuidadosamente para
que no se contamine el campo quirdrgico con
saliva y los microorganismos del medio oral. Al
exponerse la lesion periapical se tomé todas las
precauciones para evitar la contaminacion del
tejido, se utilizdé succion de alta potencia y se
evitd contacto de la lengua y labios del paciente
con el 4rea quirtrgica. Se tomé la muestra de la
lesion periapical con una cureta estéril y se colocd
la misma en un tubo (estéril) con solucién de
etanol al 70% (grado molecular). Se conservo las
muestras tomadas a -20 grados Celsius. Después
se procedié a la reseccién del dpice afectado y a
la remocién de la lesién periapical por medio de
curetaje. Simultdneamente a la remocién del
tejido infectado se realizé un hisopado de la
lesién, con el que se hizo un frotis en un porta-
objetos el cual fue fijado con calor para la
posterior tinciéon. Finalmente, se retrobturé el
apice resecado con MTA y se reposiciond el
colgajo por medio de puntos simples de sutura.
Protocolo quirdrgico para el grupo control: se
evité la contaminacién de la muestra de la misma
forma que se describié anteriormente, se realizé
el hisopado del alveolo para el frotis y se tomo la
muestra del tejido sano que rodea a la raiz del
diente que fue extraido, se colocd la muestra de
tejido en un tubo (estéril) con solucién de etanol
al 70% (grado molecular) y se conservaron las
muestras a la a -20 grados Celsius de la misma
forma.
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Protocolo postquirdrgico para grupo control y
experimental: Se realizd la tincion Gram del
frotis de cada muestra y se procedié a la
extracciéon de acidos nucleicos (ADN) contenidos
en la muestra de tejido por medio de la técnica
CTAB. Se realiz6 la cuantificacion de 4cidos
nucleicos y se realizé el PCR (Polymerase Chain
reaction) para la amplificacién de b-Actina, gen
16 S (ADN bacteriano) y genes especificos de
Candida albicans y Enterococcus faecalis. El
volumen para todas las reacciones de PCR fue
25pl las cuales se colocaron en el termociclador
Biorad 100 segln sus condiciones. La Tabla 1,2y
3 presenta los primers utilizados y las condiciones
de PCR aplicadas.

Seleccion de Microorganismos: la seleccion de
los microorganismos para ser identificados en
este estudio se basé en los siguientes criterios:
Factores de virulencia y patogenicidad que
presenta el microorganismo, nidmero de estudios
que asocian al microrganismo con la persistencia
de la periodontitis apical y el fracaso
endoddncico y el porcentaje del microorganismo
encontrado en los estudios realizados.

Electroforesis: Los productos de amplificacién
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
al 1,5% con buffer 1X TBE y 0,5mg/mL de
bromuro de etidio para ser fotografiados en un
fotodocumentador de luz UV y posteriormente

Primer Pair o Secuencia (5’ a 3’)

Microorganismo

Imagen 2. Remocién de lesién periapical durante
cirugia

visualizar las bandas.

Microscopia: Se observé con el microscopio la
tincién Gram de los porta-objetos pertenecientes
a cada muestra, se dividié cada muestra en 50
campos de observacién y se realizé un conteo de
la presencia de microorganismos en cada campo.
El conteo se realizé6 en base a los siguientes
pardmetros: Presencia de Microorganismos:
Cocos Gram +, Cocos Gram -, Bacilos Gram +,
Bacilos Gram —, Levaduras o en caso ausencia de
microorganismos en todos los campos.

Amplicon Temp.
(bp) Annealing

(°C)

Beta Actina F: CGGAACCGCTCATTG CC 297 45
R: ACC CAC ACT GTG CCCATCTA

16S Universal ® 27F: AGA GTTTGATCC TGG CTC AG 1,500 57

(Bacteriano) 1429R: GGT TACCTT GTT ACG ACTT

Candida F: GCC GGT GAC GAC GCT CCAAGAGCT G 158 59

albicans * R: CCG TGT TCA ATT GGG TAT CTC AAG GTC

Enterococcus F: GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG 310 59

faecalis ® R: CCG TCA GGG GAC GTT CAG

Tabla 1. Primers utilizados para identificar ADN de microorganismos seleccionados en el estudio.
3 Primers utilizados en el estudio de Siqueira y Rocas 7
b Primers utilizados en el estudio de Fouad y col. 8,9.
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Reactivos PCR beta actina Reactivos PCR 16s
Beta actina 16s

Concentracion Volumen 1 rxn (25 ul)  Concentracion Volumen 1 rxn (25 pl)
H20 6,7 ul 12,88 ul
Buffer Promega 1 X 4 pl Buffer Promega 1 X 2,5 ul
MgCI2 1,5 mM 1,2 ul MgCl2 2,5 mM 2,2 ul
dNTPs 0,2 mM 2 ul dNTPs 0,25 mM 1,5 ul
Primer F1 uM 2 ul Primer F 0,2 uM 0,4 ul
Primer R 1 uM 2 ul Primer R 0,2 uM 0,4 pl
GoTaq 0,50 U 0,1 ul Gotaq2,5U 0,12 ul
ADN 7,5 ul 7,5 ul

Tabla 2. Reactivos y condiciones PCR beta-Actinay 16 S.

Andlisis estadistico: Se analizaron los resultados periapical refractaria, 6 (30%) de ellos fueron
entre los diferentes pardmetros clinicos sintomaticos y 14 (70%) fueron asintomaticos.
involucrados vy la frecuencia de microorganismos Los 20 (100%) pacientes de este grupo recibieron
presentes en las muestras por medio de sultamicilina antes de la cirugia periapical, de los
asociaciones con el andlisis OR (odds ratio), cuales 6 (30%) la tomaron de forma profilactica y
Prueba Ty Prueba exacta de Fisher. P<0,05 fue 14 (70%) recibié una dosis por un tiempo igual o
considerado estadisticamente significativo. Los mayor a 24 horas previa a la cirugia.

programas de estadistica utilizados Ffueron

Epininfo y SPSS. De los 35 pacientes correspondientes al grupo

control, 18 (51,4%) fueron de género femeninoy
17 (48,6%) fueron de género masculino. En este

Resultados - : . :
grupo ningun paciente presento sintomas previos

De los 20 pacientes con enfermedad, 16 (80%) a la extraccién de la pieza dental ya que se
fueron de género femenino y 4 (20%) fueron de trataba de piezas totalmente sanas sin ninguna
género masculino. En cuanto a la presencia de alteracién. En cuanto a la suministracién de
sintomas como consecuencia de la periodontitis sultamicilina como antibidtico previo a la

Reactivos PCR C. albicans Reactivos PCR E. faecalis

C. albicans E. faecalis

Concentracion Volumen 1 rxn (25 ul)  Concentracion Volumen 1 rxn (25 pl)

H20 7,25 ul 9,3 ul

Buffer Promegal X 5ul Buffer Promega 1 X 5ul

MgCl2 2.5 mM 1,5 pl MgCI2 2,5 mM 1,5 pl

dNTPs 0.2 mM 2,5 ul dNTPs 0,2 mM 2,5 ul

Primer F 0.2 uM 0,5 ul Primer F 0,2 uM 0,8 ul

Primer R 0.2 uM 0,5 ul Primer R 0,2 uM 0,8 ul

Go Taq 1.25U 0,25 ul Gotag1,25U 0,125 pl

ADN 7,5 pl 5 pl

Tabla 3. Reactivos y condiciones PCR C. albicansy E. faecalis.
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extraccion, 6 (17,1%) no recibié ninguna dosis, 17
(48,5%) recibidé profilaxis antibidtica y 12 (34%)
recibié una dosis por un tiempo igual o mayor a
24 horas.

La observacién microscépica de la tincién Gram
de 50 campos por muestra, es decir 1000 campos
en el grupo experimental y 1750 campos en el
grupo control dio los siguientes resultados: En las
muestras de tejidos con periodontitis periapical
refractaria se observd presencia de
microorganismos en 539 campos de 1000 es
decir el 54%, de los cuales 104 campos (10%)
revelaron la presencia de cocos Gram -, 504
campos (50%) de cocos Gram +, 5 campos (1%)
de bacilos Gram -, 129 campos (13%) de bacilos
Gram +y un campo (0,1%) de levaduras. De las 20
muestras observadas pertenecientes a este
grupo (tabla 4), 16 (80%) revelé presencia de
microorganismos en la tincién, mientras que 4
(20%) no presentd evidencia de ningln
microorganismo. La presencia de cocos Gram +
fue observada en 16 muestras lo que equivale al
(80%), se encontraron cocos Gram —en 14 de las
muestras (70%), bacilos Gram — en 3 (15%) de las
muestras, bacilos Gram + en 13 (65%) de las
muestras y levaduras en 1 (5%) de las muestras.
Por otro lado, en las muestras de tejido sano
pertenecientes al grupo control, se observo la
presencia de microorganismos en 4 campos de
1750 es decir el 0,23%, de los cuales 3 campos
(0,3%) mostraron la presencia de coco Gram +vy 1
campo (0,1%) de cocos Gram -. De las 35
muestras observadas pertenecientes a este
grupo, solo la muestra SPE31 revelé presencia de
microorganismos, es decir 1 de 35 lo que equivale
al 3% (Las imdgenes 3, 4 y 5 revelan la
comparacién entre presencia y ausencia de
microorganismos del grupo experimental vy
control).

Analisis Molecular

En el anélisis molecular del ADN, en 55 muestras
recolectadas se realizé la amplificacién de beta-
Actina para corroborar la presencia de ADN en los
tejidos tanto sanos como enfermos, el 100% de

Imagen 3. G. Control, SPE#30, se observa ausencia de
microbiota en campo microscépico (1000X)

las muestras dieron como resultado beta-Actina
positivo en la electroforesis. Consiguientemente
se realizé el PCR para la amplificacién del gen 16s
el cual determina la presencia de ADN bacteriano
en los tejidos. En el grupo experimental 16 (80%)
de las muestras SPE1, SPE2, SPE3, SPE4, SPES5,
SPE6, SPES8, SPES, SPE10, SPE11, SPE12, SPE14,
SPE16, SPE18, SPE19 Y SPE20 dieron positivo
mientras que en el grupo control una muestra
SPE31 (3%) dio positivo para esta amplificacién.

Se realiz6 posteriormente el PCR para la
amplificacion del gen correspondiente a la
bacteria Enterococcos faecalis en todas las
muestras que dieron positivo en el 16s, de las
cuales SPE2, SPE 9 y SPE12 es decir 3 muestras o
el 15% correspondientes al grupo experimental
dieron positivo. La Gnica muestra que dio positivo
para el 16s del grupo control SPE31 dio resultado
negativo para la amplificacion del gen de esta
bacteria. Se procedié después a realizar el PCR
para la amplificacién del gen perteneciente a
Candida albicans en las 55 muestras de tejidos
sanos y enfermos. En el grupo experimental, las 4
muestras SPE5, SPE11, SPE12 Y SPE16 o 20%
dieron positivo para esta amplificacién mientras
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Imagen 4. Grupo Experimental SPE#19: G.
Experimental, se observa cocos Gram + y bacilos
Gram + (1000X)

que en el grupo control 0% de las muestras
presentaron resultados positivos para Candida
albicans.

En cuanto al nimero de tipo de microorganismos
identificados en cada muestra. En el grupo
experimental se establecié que 4 (20%)
correspondiente a las muestras SPE7, SPE13,
SPE15 y SPE17 no presenté microbiota, 4 0 20%
correspondientes a las muestras SPE2, SPE9,
SPE18 'y SPE20 presenté dos tipos de
microorganismos, 8 o 40% de las muestras SPE1,
SPE3, SPE4, SPE5, SPE6, SPE8, SPE10 y SPE19
presenté 3 tipos de microorganismos, 2 o 10%
correspondiente a las muestras SPE12 y SPE14
presenté 4 tipos de microorganismosy 2 o 10%
de las muestras SPE11 y SPE16 reveld 5 tipos de
microorganismos. Por otro lado, el grupo control
presentdé en una Unica muestra  (3%)
correspondiente  a  SPE31, 2 tipos de
microorganismos.

Los resultados obtenidos en base al andlisis OR
fueron los siguientes: se determind que la
presencia bacteriana en los tejidos
perirradiculares aumenta la probabilidad o riesgo
en 136 veces de desarrollar la persistencia de la

lesion perirradicular ~ (p<0,05) (OR=136)
(IC95%=14,6-317), siendo  estadisticamente
significativo. En cuanto  al  OR de
microorganismos especificos asociados a la
persistencia de la lesidén se establecid que la
presencia de C. albicans en los tejidos aumenta en
19,36 veces la probabilidad (p<0,05) (OR=19,36),
la presencia de E. faecalis aumenta en 14,22 veces
la probabilidad de desarrollar la misma
enfermedad (p=0,0.043) (OR=14,22),
consiguientemente la presencia de cocos Gram +
incrementa en 136 la probabilidad (p<0,05)
(OR=136), de cocos Gram - aumenta la
probabilidad en 79 veces (p<0,05) (OR=79), de
bacilos Gram + aumenta la probabilidad en 127,8
veces (p<0,05) (OR=1127,8) y de bacilos Gram —
incrementa en 14,22 veces la probabilidad
(P=0,043)(OR=14,22) de desarrollar la
periodontitis perirradicular refractaria. Siendo
P<0,05 en todos los casos mencionados, hace que
sean estadisticamente significativos. Se asocid
también que la probabilidad de que los tejidos
sanos presenten microorganismos es de 0,0074
veces (p<0,05) (OR=0,0074) (IC95%=0,0008-
0,0712) lo cual también es estadisticamente
significativo. Adicionalmente, se realizé el anélisis
OR para asociar la presencia bacteriana en
pacientes sintomaticos del grupo experimental.
Se determind que la presencia bacteriana
determinada por el 16 S positivo en los tejidos
perirradiculares aumenta la probabilidad en 2
veces para que los pacientes presenten sintomas
(p=0,51) (OR=2), lo cual no fue estadisticamente
significativo. Adicionalmente se realizé un anélisis
OR para la asociacién de los microorganismos
identificados con la manifestacién de sintomas en
los pacientes. La presencia de C. albicans
aumentd en 0,733 veces la probabilidad (p=0,65)
(OR=0,733) de presentar sintomas, de E. faecalis
aumentd en 6.5 veces la probabilidad (p=0,201)
(OR=6,5) para desarrollar sintomas, de cocos
Gram + aumenté en 1,36 veces la probabilidad
(p=0,657) (OR=1,36), de cocos Gram — aumentd
en 0,27 veces la probabilidad (p=0,225)
(OR=0,27), de bacilos Gram + aumenté en 1,11
veces la probabilidad (p=0,66) (OR=1,11) y de
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bacilos Gram - aumenté en 1,2 veces la
probabilidad (p=0,68) (OR=1,2). De los valores de
p mencionados todos fueron mayores a 0,05 por
lo que no fueron estadisticamente significativos.
Se asoci6 de la misma manera la presencia
bacteriana con la dosis antibidtica que recibieron
los pacientes previamente a la intervencién
quirtrgica. En este anélisis se determiné que los
pacientes con profilaxis antibidtica presentan
1,36 veces mas probabilidad de presentar
microorganismos en los tejidos perirradiculares
enfermos que los pacientes que recibieron una
dosis igual o mayor a 24 horas, sin embargo
(P=0,65) (OR=1,36) por lo que esta asociacién no
fue estadisticamente significativa.

Se calculé la media de tipo de microorganismos
identificados en entre las muestras de tejido
enfermo y sano. El promedio en tejidos sanos fue
2,5y en tejido sano fue 0,057 lo cual analizado
con la prueba T presenté (P=0,000001) siendo
estadisticamente significativo. Se calculé también
la media de tipo de microorganismos entres las
muestras de  pacientes  asintomdticos vy
sintomatico, la cual fue 2,53 y 247
respectivamente. P=0,7 por lo que no fue
estadisticamente significativo.

Ademads, se calculé la sensibilidad especificidad
de los métodos realizados en este estudio para
identificar la presencia de microbiota, en cuanto
a la presencia bacteriana reconocida en la tincién
Gram y en el andlisis molecular por medio de PCR,
se establecié una sensibilidad de 80% vy
especificidad del 97%. Por otro lado, al comparar
la identificacién de levaduras por medio de la
tincion Gram vy el analisis molecular de C. albicans
se establecié 5% de sensibilidad y 100% de
especificidad.

Discusién
En el presente estudio se tomaron 55 muestras
divididas en 20 de tejido con lesién periapical
persistente y 35 de tejidos sanos. Las muestras
fueron sometidas a analisis molecular y tincién
Gram para verificar presencia bacteriana y de

Imagen 5. Grupo Experimental SPE#11: se observa
bacilos Gram - (1000X)

levaduras. Cabe recalcar que a pesar de la
controversia existente sobre la presencia de
microbiota en los tejidos perirradiculares y su
asociacion causal a la persistencia de la
periodontitis apical, este estudio corrobora la
presencia positiva de microorganismos en 16 de
las 20 muestras es decir el (80%) de los tejidos
periapicales con lesion de pacientes tanto
sintomdticos como asintomadticos con dosis
antibidtica previa. De la misma manera presenta
en 4 muestras o (20%) la presencia de C. albicans
y en 3 muestras (15%) la presencia de E. faecalis.
La presencia de microorganismos en el 80% de
las muestras se apoya en varios estudios similares
que encontraron microorganismos, por ejemplo,
el estudio de Stewart y Corteson que 35 de 36
muestras o (97%) presentaron microorganismos
10 en el estudio de Subramanian y Mickel 27 de 33
muestras o (81%) 11, en el estudio de Sunde 34 de
las 34 muestras o (100%) de lesiones
asintomdticas 12y en el estudio de Saber 7 de las
15 muestras o (54%) de lesiones sintomaticas y
asintomdticas 4. Adicionalmente, la identificacion
de E. faecalis en las lesiones periapicales
refractarias es referida por otros estudios como
el de Subramanian y Mickel " que reportd que E.
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Estadisticamente
significativo P < 0.05

Microorganismo OR (Intervalo de Prueba exacta de
confianza 1C95%) Fisher

C. albicans 19,36 0,014 0,014 < 0.05 (+)

E. faecalis 14,22 0,043 0,043 < 0.05 (+)

Cocos Gram + 136 0,0000000025 0,0000000025 < 0.05 (+)
IC=14-317

Cocos Gram - 79 0,000000115 0,000000115 < 0.05 (+)
1C=8,7-720

Bacilos Gram +  127,8 0,000000053 0,000000053 < 0.05 (+)

Bacilos Gram - 14,22 0,043 0,0435 < 0.05 (+)

Tabla 5. Andlisis OR: asociacion de los microrganismos identificados como factor causal de la periodontitis periapical

refractaria. + estadisticamente significativo.

faecalis fue la especie de mayor incidencia en las
muestras con el 14,6%, también el estudio de
Siqueira y Rocas 7 sefalé a E. faecalis como el
mayor responsable de la persistencia de la lesién
periapical y fue identificado en 64% de las
muestras. Igualmente, otros estudios reportan la
presencia de esta bacteria como el de Socransky
en el 75%, el de Stewart en el 64% 10 en el de
Sunde en el 75% 2y en el de Sedgley en el 74%
de las muestras.

En cuanto a la presencia de C. albicans, esta
especie también estd identificada en varias
investigaciones de lesiones periapicales
refractarias. En el estudio de Zang y col. se
manifiesta en 80% de las muestras, en el estudio
de Sunde y col. ¥ en el 75%, en el estudio de
Socransky y col. en el 75% de las muestras, en el
estudio de Peciuliene y col. en el 50% y en el 9%
de las muestras en el estudio de Siquiera & Rocas
7. A pesar de los estudios mencionados, otros
como el de Baumgartner * y Waltimo y col. no
encontraron presencia de esta levadura en las
muestras de lesiones periapicales refractarias.
Esto se contradice con el presente estudio en el
que se identificé en el 20% de las muestras
presencia de C. albicans. Aparte de lo
mencionado, la presencia de C. albicans y E.
faecalis en este tipo de lesion es referida por el
estudio de Stewart y Corterton ' que manifiesta
que en 5 de 8 muestras de tejidos periapicales de

pacientes que recibieron antibiético previo a la
cirugia se identificaron C. albicans, E. faecalis,
especies de Pseudomonas y Estafilococcos. Esto
hace referencia a la investigacion presente ya que
todas las muestras positivas tanto para E. faecalis
como para C. albicans fueron tomadas de
pacientes que recibieron antibiético previo a la
intervencién  quirGrgica. Ademds de las
referencias que enfatizan y mencionan el rol de C.
albicansy E. faecalis en la persistencia de la lesion
periapical refractaria, es importante destacar que
su presencia y resistencia se debe a sus factores
de virulencia por lo que también fueron
seleccionados para ser identificados en este
estudio. También se presentd E. faecalis en 3
muestras de tejido con lesidn a pesar de que los
pacientes recibieron antibiético y también se
asocié esta especie con la presencia de bacilos
Gram + en todas las muestras lo cual verifica su
capacidad de coagregarse con otra microbiota 13,
Adicionalmente, una muestra del estudio
correspondiente a tejido con lesiéon (SPE12) dio
resultados positivos para C. albicans y E. faecalis
en el andlisis moleculary la tincién Gram reflejé la
asociacién de estos microorganismos con Cocos
Gram +, cocos Gram - y bacilos Gram +
demostrando nuevamente la capacidad de
coagregarse de las dos especies (tabla4).

Por otro lado, 4 o el 20% de muestras de tejido
enfermo no amplificaron para el 16 S ni para el
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gen de C. albicans, tampoco revelaron presencia
de microorganismos en la tincién Gram lo cual
puede deberse a que la persistencia de la lesién
se haya provocado por otros factores que no
involucren microorganismos en los tejidos
periapicales. Estos como se mencionan
anteriormente pueden ser por la presencia de
cristales de colesterol en los tejidos apicales, por
la presencia de un quiste verdadero o por la
presencia microbiana dentro de los conductos
obturados lo cual causa el fracaso del
tratamiento endodéncico 3. Siguiendo con el
anadlisis de los resultados, al comparar la
presencia de microorganismos entre las muestras
de tejido sano y tejido enfermo se pudo
establecer que la manifestacién de microbiota en
los tejidos perirradiculares lesionados es un
factor causal de la enfermedad. Esto se revela en
el andlisis OR que asocia la presencia bacterianay
de Candida albicans en los tejidos enfermos con
el incremento de riesgo para la persistencia de la
lesién. Se establecié consiguientemente que la
presencia bacteriana aumenta en 136 veces la
probabilidad de desarrollar la periodontitis
periapical refractaria. Ademds, la presencia
bacteriana especifica aumentd la probabilidad de
desarrollar la enfermedad de la siguiente
manera: E. faecalis en 14,22 veces, cocos Gram +
en 136 veces, cocos Gram — en 79 veces, bacilos
Gram + en 127,8 veces, bacilos Gram — en 14,22
veces y C. albicans que es una levadura en 19,36
veces. Como se detallé anteriormente en los
resultados todas estas asociaciones fueron

estadisticamente significativas ya que P<0,05.

Con lo mencionado anteriormente se puede
establecer que la presencia de microorganismos
en los tejidos perirradiculares es un factor de
riesgo para la persistencia de la periodontitis
periapical, esto involucra a los microorganismos
encontrados en la fisiopatologia de |la
enfermedad. En estudios similares no se compard
la presencia de microbiota entre tejidos sanos y
enfermos, es decir no se tomd en cuenta un
grupo control por lo que no se establecié la
relacion causal antes mencionada. En general los
otros estudios establecen la frecuencia de

microorganismos encontrados, pero en los
mismos se detalla que no se ha establecido el rol
de la microbiota encontrada con la etiopatogenia
de la enfermedad. Al ser uno de los objetivos de
este estudio identificar la presencia de bacteriasy
levaduras en los tejidos enfermos para asociarla
como un factor causal de la lesion, se optd por
agregar el grupo control de tejidos sanos el cual
da el pardmetro de comparacién para realizar el
anélisis OR y establecer el factor de riesgo de la
enfermedad.

Al comparar las muestras de tejido sano con las
de tejido enfermo también se consiguid verificar
que el protocolo seguido a fin de evitar la
contaminacién de la muestra con la microbiota
del medio oral fue correcto ya que 97% de las
muestras de tejido sano no presentaron
presencia de microorganismos tanto en la tincién
Gram como en la identificacion molecular con
PCR. El 3% o 1 muestra de las 35 del grupo
control revelé la presencia de microorganismos,
esto de acuerdo a los otros resultados de la
investigacion se puede deducir que fue por un
error en el momento de tomar la muestra en la
que pudo contaminarse al tener contacto con
saliva, dientes, lengua o mucosa del paciente.

Se hizo también un andlisis sobre la toma de
antibidtico previo a la cirugia, uno de los
objetivos del estudio fue determinar si la dosis de
antibidtico recibido ya sea profilaxis antibidtica o
una dosis igual o mayor a 24 horas podria afectar
la presencia e indice de microorganismos en las
muestras. En 20 0 100% de las muestras de tejido
enfermo los pacientes recibieron antibidtico
antes de la cirugia, de las cuales 16 presentaron
microorganismos. Se hizo un anélisis de la dosis
antibidtica frente a la presencia bacteriana y se
determind que la toma profildctica de antibiético
tiene una probabilidad 1,36 veces mayor de
presentar bacterias en las muestras de tejidos
enfermos que la toma de antibidtico por un
tiempo mayor o igual a 24 horas. Sin embargo,
esta probabilidad no fue estadisticamente
significativa. En varios estudios similares como el
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de Saber y col., Signoretti y col., Fouad, entre
otros %# el criterio de exclusién de la muestra
fueron pacientes que hayan recibido dosis
antibiética previa a la cirugia perirradicular), sin
embargo el presente estudio incluyé pacientes
con toma de antibiético y como los resultados lo
demuestran igual se pudo identificar presencia
bacteriana en los tejidos enfermos de todos los
pacientes que tomaron sultamicilina antes de la
intervencién. Estos resultados se ven apoyados
en otros estudios semejantes que también
incluyeron en las muestras pacientes con toma de
antibiético previa como el de Sunde 12 y el
mencionado por Fouad lo cuales presentaron
presencia de microbiota. Para determinar el
ndmero de microorganismos identificados en las
muestras, se calculé también la media de tipos de
microorganismos en los tejidos enfermos la cual
fue 2,57. Este valor fue estadisticamente
significativo con lo que se puede establecer que
en las lesiones periapicales refractarias se
presenté mas de un tipo microorganismo y se
observé de 2 a 5 tipos de microrganismos,
pertenecientes a la familia de cocos Gram +,
cocos Gram -, bacilos Gram +, bacilos Gram —y
levaduras. De estos predomind la presencia de
cocos Gram + en 80% de los casos, cocos Gram —
en el 70%, bacilos Gram + en el 65%, bacilos
Gram - en el 15% vy C. albicans en 15% de los
casos. De acuerdo a lo anterior, 40% de las
muestras asocié 3 tipos de microorganismos,
20% presentd 2 tipos, 10% presentd 4 tipos y
10% revelé 5 tipos de microorganismos. Lo
establecido  anteriormente  determina la
naturaleza poli-microbiana de la lesién periapical
refractaria lo cual tiene una gran relevancia
clinica tanto en el tratamiento intraconducto
como en el antibidtico. Se calculé también la
media de microorganismos en pacientes
asintomaticos y sintomaticos, las cuales fueron
2,53y 2,47 respectivamente. Sin embargo, estos
valores no fueron estadisticamente significativos
ya que p>0.05.

En cuanto a los pacientes sintomaticos, se realizé
un analisis OR para establecer la asociacion de los

microorganismos identificados con la presencia

de sintomas. Todos los microorganismos
aumentaron la probabilidad de presentar
sintomas, sin embargo, ninguna de estas

probabilidades fue estadisticamente significativa
con lo que no se pudo establecer que la presencia
de microbiota especifica es un factor causal de
sintomas.

Se analizd también la especificidad y sensibilidad
de las técnicas utilizadas en este estudio para
identificar los microorganismos, se relacioné la
tincién Gram con el analisis molecular por medio
de PCR vy se establecié que la tincién Gram en
cuanto a la presencia bacteriana presenté una
sensibilidad de 80% lo cual demuestra la
capacidad de la tincién Gram de identificar la
presencia de bacterias en tejidos enfermos es
decir los verdaderos positivos. La especificidad
del 97% demuestra la capacidad de la técnica de
identificar los tejidos sanos es decir los
verdaderos negativos. Al ser los dos valores altos
se puede decir que la validez de la tincién Gram
frente al PCR es aceptada como prueba de
identificacion de bacterias. Por otro lado, al
comparar la identificacion de levaduras por
medio de la tincién Gram con el analisis molecular
de C. albicans se establecié 5% de sensibilidad y
100% de especificidad. Esto demuestra que la
capacidad de la técnica de identificar levaduras
en los tejidos enfermos fue baja es decir no
identific6 adecuadamente los verdaderos
positivos. Sin embargo, la sensibilidad de la
técnica fue del 100% lo cual demuestra la alta
capacidad de identificar los tejidos sanos sin
presencia de levaduras es decir los verdaderos
negativos. La sensibilidad tan baja en cuanto al
reconocimiento de levaduras en los tejidos
enfermos puede deberse a que el observador no
identificd la presencia de este microorganismo en
las muestras, como se conoce C. albicans es
polimérfica lo cual hace que no sea tan facil
determinar una forma constante de la levadura.
Esto hace que se pueda presentar de diversas
maneras dificultando el reconocimiento de la
misma en el estudio.
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Con lo discutido anteriormente, a pesar de que
en el ano 1939 el investigador Kronfeld
menciond que “un granuloma no es un d&rea
donde las bacterias viven, sino un lugar en el que
son destruidas”, en la actualidad las avanzadas
técnicas moleculares han logrado identificar no
solo un tipo de microorganismo sino varios en las
lesiones refractarias con lo que se determina la
naturaleza polimicrobiana de la persistencia de la
lesién. Sin embargo, a pesar de los estudios que
corroboran la presencia bacteriana en los tejidos
enfermos y consecuentemente su capacidad de
adaptacién y de causar inflamacién en los tejidos,
varios autores se niegan a aceptar estos
resultados sosteniendo su posicion en que los
estudios que  muestran  presencia  de
microorganismos no seleccionaron los casos
adecuadamente, contaminaron las muestras con
el medio oral, no se diferenciaron
microorganismos viables con las técnicas
moleculares y que ciertas bacterias pudieron ser
trasladadas del interior de los conductos hacia los
tejidos durante la intervencién quirdrgica. Entre
estos autores se destacan Iwy, Wasfy, Vigil, Abou-
Rass, Bogen, Zuolo y Nair 316 Nair publica en
varios articulos su posiciéon e incluso es citado por
autores como Zuolo en su libro “Reintervencién
en Endodoncia” en el que destaca que Nair
“considera valido aun el concepto de que
generalmente las lesiones apicales no albergan
bacterias en su interior” 314, Se establece en esta
posicidon que solo en las siguientes situaciones se
puede encontrar presencia de microorganismos
en los tejidos periapicales: contaminacién de los
tejidos perirradiculares por fistulas o bolsas
periodontales, casos de exacerbaciones en las
que el proceso crénico se agudiza presentando
sintomas, por materiales extruidos en la regién
apical y por presencia de Actinomices vy

Propionibacterium por su habilidad de adaptarse y
colonizar los tejidos perirradiculares 7. Con lo
establecido segln la posicion de Nair 16 se
enmarca aln mas la controversia sobre este
tema, en el que diversos autores y estudios
tienen posiciones diferentes en cuanto a la

presencia de microorganismos en los tejidos
perirradiculares y su rol fisiopatolégico con la
enfermedad. Por lo tanto, el presente estudié se
realiz6 con los siguientes criterios para
comprobar la presencia de microbiota en los
tejidos periapicales y darle a esta una relacién
causal con la enfermedad:

« Se excluyé de las muestras piezas dentales
con caries, fracturas, restauraciones
inadecuadas, lesiones periodontales,
materiales extruidos en la regién apical y
fistulas lo cual puede contaminar la
muestra como lo establece Nair.

* Los pacientes realizaron enjuagues con
gluconato de clorhexidina al 0.12% vy
también se realiz6 limpieza de la zona
quirdrgica con la misma substancia al 0,2%
a fin de evitar la contaminacién de la
muestra con el medio oral como
establecen otros autores que fue la falla
en la toma de muestras.

« Seincluyé las muestras de pacientes tanto
asintomaticos como sintomaticos a fin de
comprobar que no hay presencia
bacteriana solo en exacerbaciones o
agudizaciones de la enfermedad.

« Se determiné la Vviabilidad de los
microorganismos identificados con el PCR
por medio de la tincién Gram la cual revela
MIiCcroorganismos Vivos ya que conservan
sus membranas celulares, esto se hizo a fin
de contrarrestar la posicibn que las
técnicas moleculares no pueden identificar
entre el ADN de microorganismos vivos y
muertos.

« Se identificé molecularmente
microorganismos especificos como C
albicans y E. faecalis para comprobar que
no solo especies como Actinomices y
Propionibacterium son lo suficientemente
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patégenas para adaptarse y establecerse
en un medio como los tejidos
perirradiculares.

« Se incluyé en el estudio un grupo control
de tejidos sanos con el objetivo de
compararlos con los tejidos enfermos vy
establecer asi que la presencia microbiana
en estos tejidos es un factor de riesgo para
el desarrollo y persistencia de la
enfermedad.

Conclusiones

En conclusién, con lo anteriormente expuesto se
demuestra que a pesar de que todos los
parametros de Nair 418 fueron respetados y que
se modificé el protocolo del estudio en base a las
criticas de varios autores en la toma de muestray
proceso de las mismas, se reconocié la presencia
de microorganismos en la mayoria de casos
periapicales refractarios tanto sintomaticos como
asintomaticos. Adicionalmente, se identificd la
naturaleza polimicrobiana de esta infecciéon y se
establecié que la presencia de microbiota es un

factor causal para la persistencia de la lesion.

Cabe recalcar que varias investigaciones de
autores como Saber, Signoretti, Siqueira, Wang
entre muchos otros apoyan los resultados vy
analisis de este estudio 247 La controversia
sobre este tema seguramente continuard, sin
embargo, mdas relevante que defender una
posicidon es seguir con la investigacién en este
campo por medio de las nuevas técnicas
moleculares las cuales nos presentaran un nuevo
panorama sobre la verdadera microbiologia
relacionada a las infecciones de origen
endoddncico.
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