Titulo en espariol:

Prevalencia de microorganismos identificados con técnicas moleculares en infeccién secundaria en el
tratamiento de endodoncia. Una revision de la literatura.

Titulo en inglés:

Prevalence of microorganisms identified with molecular techniques in secondary infection in endodontic
treatment. A review of the literature.

Autores:

e Veronica Daniela Hurtado Narvaez
o Odontologa, Universidad Catélica de Cuenca
o Residente segundo afio posgrado endodoncia, Pontificia Universidad Javeriana
o veronicahurtadon@javeriana.edu.co

e Adriana Rodriguez
o Bacteritloga, Magister en Microbiologia
o Profesora Asociada, Centro de Investigaciones Odontoldgicas, Facultad de Odontologia,
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia.
o aciodaro@gmail.com

e Catalina Méndez de la Espriella
o Odontologa Colegio Odontoldgico Colombiano.
o Especialista en Endodoncia, Pontificia Universidad Javeriana
o Coordinador Posgrado de Endodoncia, Pontificia Universidad Javeriana.
o catalina.mendez@javerina.edu.co
e Hugo Diez Ortega
o Bacteri6logo, Magister en Microbiologia, Doctorado en Ciencias Bioldgicas.
o Docente de la facultad de Ciencias Basicas
o hugo.diez@javeriana.edu.co

Resumen: Objetivo: Describir los microorganismos mas frecuentes identificados con técnicas
moleculares en muestras de lesiones secundarias en el tratamiento de endodoncia. Método: La busqueda
de articulos fue realizada por un investigador en bases de datos Pubmed, Scopus, Google Schoolar, Scielo
y Redalyc, incluyendo estudios desde el afio 2000 hasta el 2020. Precisando los términos que permite
determinar el objetivo de la revision ademas de las palabras claves: Microbiology, biofilm, microbiota,
endodontic treatment failure, secundary endodontic treatment, molecular techniques. Filtros como los
operadores boleanos AND y OR, limitando el campo de busqueda de estas palabras en el titulo y en el
resumen. Resultados: 30 articulos incluidos en la revision con el diagnéstico de periodontitis apical, con
diferentes técnicas moleculares, los tipos de microorganismos aislados con mayor frecuencia y su
cuantificacion. Conclusiones: La PCR convencional es la técnica de mayor uso para detectar
microorganismos en las infecciones endodonticas secundarias, por su alta sensibilidad y especificidad. E.
faecalis fue el microorganismo méas comunmente aislado en las infecciones endodonticas secundarias. Se
necesitan mas estudios debido a que los articulos se centran en caracterizar 1os microorganismos mas
comunes y no en los de prevalencias méas bajas. Ademés, se observa que la cuantificacion de los
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microorganismos varia por las diferentes técnicas moleculares que se emplean en cada estudio. Palabras
claves: Microbiologia, microbiota, lesion secundaria, técnicas moleculares.

ABSTRACT Obijective: To characterize the microorganisms with the highest pathogenicity from
samples, obtained through different molecular techniques, after failed endodontic procedures.
Methodology: The search for articles was done by a researcher using the Pubmed, Scopus, Google
Scholar, Scielo and Redalyc databases, including studies from the years 2000 to 2020. Specifying the
terms that enable determining the objective of the review in addition to the keywords: microbiology,
biofilm, microbiota, endodontic treatment failure, secondary endodontic treatment, molecular techniques.
Filters like the boolean operators AND and OR, limiting the search field to these words in the title and the
abstract. Results: 30 articles included in the review with the diagnosis of apical periodontitis, with
different molecular techniques, the isolated microorganisms with the highest frequency and their
quantification. Conclusions: Conventional PCR is is the most widely used technique to detect
microorganisms in secondary endodontic infections, because of their high sensitivity and specificity. The
E. faecalis was the most isolated microorganism in secondary endodontic infections. More studies are
needed since the articles focus on characterizing the most common microorganisms and not those that are
present with lower prevalence. Furthermore, it is observed that the quantification of the microorganisms
varies by the different molecular technigues that are used in each study. Keyword: Microbiology, biofilm,
microbiota, secundary lesion, molecular techniques.

INTRODUCCION

El tratamiento de endodoncia es un procedimiento con una tasa de éxito entre el 82,8% y el 97,3% en
dientes sin periodontitis apical, mientras que el diagndstico de periodontitis apical varia entre el 75,6% y
el 87,77%; es esencial que en el tratamiento elimine todo el tejido pulpar sea vital o necrético, los restos
de dentina infectada y microorganismos viables del sistema de conductos radiculares. La literatura reporta
que la razon principal del fracaso del tratamiento de endodoncia, es la persistencia de microorganismos
posterior a éste o la recontaminacion del sistema del conducto debido a un sellado inadecuado (1-3).

Estudios que investigan la microbiota intrarradicular asociada al fracaso endoddntico, reportan
microorganismos entre el 35% -100% de los casos(4). Otros estudios demuestran la persistencia bacteriana
entre un 40% a un 60% en el sistema del conducto radicular posterior al tratamiento primario.(5)

Problemas como el inadecuado selle apical, permiten que los fluidos tisulares ricos en glicoproteinas se
filtren hacia el conducto radicular, proporcionando un sustrato a los microorganismos restantes, que
pueden proliferar y alcanzar un namero suficiente para generar o perpetuar una lesion perirradicular.(1)

Por otra parte, situaciones como la falta de un sellado coronal, una inadecuada adaptacion de materiales
de restauracion (temporales o permanentes), la fractura o pérdida de la restauracion, la fractura de la
estructura dental y la presencia de caries secundarias, pueden exponer el material de obturacién radicular
permitiendo asi la contaminacion de este y la posible aparicion de una lesion periapical. (1)

Prada et al. en 2019 (1) en su articulo publica que mediante los diversos estudios de analisis de la
composicién de biopeliculas del conducto radicular de los dientes con lesiones periapicales secundarias,



han mostrado resultados heterogéneos; también se han implementado nuevas técnicas de biologia
molecular que constituyen una alternativa de mayor utilidad para la caracterizacion de ciertos
microorganismos, proporcionando un conocimiento adicional sobre la composicién de la microbiota de
origen endodontico, permitiendo la deteccion de especies bacterianas dificiles o incluso imposibles de
cultivar (6,7).

En 1983 el Dr. Kary Mullis concibid la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa ( polymerase chain
reaction- PCR) que se ha utilizado cada vez més en investigaciones, por ser capaz de detectar la presencia
de ADN genomico de bacterias presentes en el espacio del conducto radicular con un alto grado de
sensibilidad y especificidad (8,9).

En 1986 Pace et al., propusieron la técnica ARNr16S que permite establecer las relaciones
filogenéticas existentes entre los organismos procariotas, permitiendo la identificacion rapida y precisa
de las bacterias, incluyendo microorganismos no cultivables. Puede ser utilizada para determinar
relaciones taxonémicas entre especies que presentan poca interrelacion en su ADN y para bacterias
cuya identificacion mediante otro tipo de técnicas resulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo
(7,10).

La Hibridacién in situ, propuesta por Olsen pero introducida a la bacteriologia en el afio 1988 por
Giovannoni et al., es utilizada en casos donde los microorganismos por estudiar resultan dificiles o
imposibles de cultivar, como en el caso de las bacterias que requieren exigencias nutricionales y
ambientales que los medios de cultivo no les proporcionan y se utiliza cuando la muestra del material por
evaluar es insuficiente; también para la deteccion directa en tejidos, ya que se realiza en el contexto
morfolégico del tejido infectado confirmando en su caso, que el microorganismo esta implicado en el
proceso infeccioso (7,11).

En 1993 Fischer y Lerman, disefian la técnica de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE), la cual es un tipo de electroforesis que permite la separacion de fragmentos de ADN del
mismo tamafio pero con diferente secuencia de nucle6tidos, se utiliza como una estrategia basica para
la caracterizacion microbiana mediante el uso del ADN metagendmico, es altamente sensible y
confiable ya que es capaz de detectar por encima del 1% de la diversidad presente en una comunidad
microbiana, incluyendo microorganismos no cultivables (12,13).

En 1994 Socransky et al., disefi6 una técnica llamada de «checkerboard» (tablero de ajedrez) para
hibridaciones DNA-DNA, esta permite identificar un gran namero de bacterias a través de su genoma
utilizando sondas de DNA en un gran nimero de muestras, es rapida, sensible y relativamente econémica.
Consiste en el cruzamiento de las muestras recogidas con las sondas de los microorganismos a estudiar,
preparadas a partir de su ADN genomico. Las sondas de ADN genomico vienen siendo utilizadas
extensamente en estudios evaluando la composicion de placas subgingivales y la microbiota asociada con
lesiones endododnticas(14,15).

En 1996, Pal Nyrén y su alumno Mostafa Ronaghi, publicaron su método de pirosecuenciacion, siendo
éste una de las tecnologias de secuenciacion lider para los analisis de diversidad microbiana basados en
ARNr 16S. La tecnologia proporciona una gran cantidad de lecturas en una sola ejecucion, lo que resulta



en una mayor profundidad de muestreo sin precedentes y permite la deteccion no sélo de los miembros
dominantes de la comunidad, sino también de taxones de baja abundancia, la llamada biosfera rara.(16)

Diversos estudios con diferentes técnicas realizadas han revelado que los microorganismos en el fracaso
del tratamiento de endodoncia son predominantemente anaerobios facultativos y gram positivos, siendo E.
faecalis la especie que se aisla con mayor frecuencia.(17)

E. faecalis es un coco grampositivo anaerobio facultativo, patégeno oportunista, que normalmente se aisla
en la cavidad bucal, tracto gastrointestinal y tracto genitourinario, con una buena adaptacion a ambientes
con niveles ricos en nutrientes y bajos niveles de oxigeno y con ecologia compleja. Sobrevive en entornos
complejos como en temperaturas entre 10 ° - 60 °C, con un suministro deficiente de oxigeno y de
nutrientes. También es capaz de sobrevivir a las soluciones de Hidréxido de Calcio, a pH alcalino de hasta
11.5 y con capacidad de formar biopelicula. Por Gltimo, puede utilizar fluidos del ligamento periodontal
(LPO) como nutrientes y adherirse al colageno(1,2).

A estos mecanismos también se agrega la capacidad del E. faecalis de sobrevivir en presencia de farmacos
e irrigantes dentro de los conductos radiculares. Numerosos autores han demostrado que esta especie
bacteriana resiste la accion del hipoclorito de sodio en concentraciones superiores al 5%. Ademas, de
adquirir resistencia a los antibi6ticos, en particular a la eritromicina y azitromicina (1,18).

La capacidad de E. faecalis para crecer como una biopelicula en las paredes del conducto radicular y como
una monoinfeccién en los conductos tratados sin el apoyo sinérgico de otras bacterias favorece la alta
resistencia a los agentes antimicrobianos haciéndolo un patdgeno muy resistente al tratamiento del
conducto radicular.(2)

Stuart et al. en 2006, indico la capacidad de E. faecalis para alterar las respuestas del huésped, poseer
enzimas liticas, mantener la homeostasis del pH, competir con otras células y utilizar el suero como fuente
de nutrientes.(1)

Si bien algunos estudios moleculares han confirmado que E. faecalis es la especie mas prevalente en casos
fallidos, otros estudios han cuestionado su papel en los fracasos del tratamiento, ya sea por su ausencia 0
presencia en unos pocos casos Yy otras veces no como el taxén dominante, este microorganismo ha sido
tan prevalente en casos tratados con enfermedad como en casos sin enfermedad.(6)

Endo etal. y Schirrmeister et al., en 2013, encontraron que el microorganismo mas frecuentemente aislado
fue Parvimona micra.(1)

Pereira et al, en 2017, destacaron el Fusobacterium nucleatum, como la bacteria més prevalente (71,6%)
en dientes con periodontitis apical postratamiento. Esto coincide con estudios similares de Siqueira et
al., en dodne también sefiala a ésta bacteria como la mas prevalente (15%) y Régas et al., con una
prevalencia del 24%, como la segunda bacteria més frecuente.(1)

Henriques et al., en 2016 sefialaron a Corinebacterium diphtheria como la bacteria mas importante
relacionada con la falla endodontica.(1)

Récas et al., aislaron Propionibacterium acnes (52%), como el microorganismo mas frecuente presente
en los casos de periodontitis apical postratamiento. Los mismos autores, en otro estudio identificaron
a Propionibacterium propionicum como la segunda bacteria méas prevalente (52%) después de E. faecalis.



Schirrmeister et al., confirmaron la presencia de Propionibacterium acnes en dientes con fracaso
endodontico.(1)

Nobrega et al., en 2013, destaca la importancia de Treponema en los casos que requieren un retratamiento
endodontico.  Ademés, destacan otras dos  especies: Treponema  denticola 'y Treponema
maltophilum (30,8%) y Treponema vicentii.(17,9%).(1)

Siqueira et al., sefialan a Candida albicans como un microorganismo que siempre se ha asociado con el
fracaso en endodoncia. Este hongo estd presente en una mayor frecuencia, en dientes con lesiones
periapicales persistentes (36,7%).(1)

También se han identificado muchas otras bacterias con altas prevalencias del 48% -60%: Filiphactor
alocis 48%, Dialister pneumosintes 48% -58,3 %, Pseudoramibacter alactolyticus 52% y Tannarella
forsythia 48,3%.(1)

Por otra parte, existen otros microorganismos que pueden aislarse con menor frecuencia en los conductos
radiculares de dientes que presenten fracaso de origen endoddntico:Pseudoramibacter, Novosphingobium,
Ralstonia, Bacteroides, Firmicutes, Actinobacteria, Enterococcus avium, E. faecium, Staphylococcus
epidermis, Streptococcus anguinosus, Streptococcus intermedius, Streptococcus sanguinis, Vagococcus,
Enterobacterium granekis, Klembieli exigua, Actinomices georgiae, Dialister invisus, Megasphera spp,
Veillonella parvula, Tannarella forsythia, Synergistes spp, Propionibacterium acidifaciens, Streptococcus
spp, Rahnella spp, Providencia stuartii, Prevotella denticola, Peptolitoralina, Coryin. , Actinomicies
gerencseriae, Veillonella spp, Rothia dentocariosa, clon oral de Lachnospiraceae, Haemophilus
paraphrophilus,Chloroflexigenomo spp, Capnocytophaga spp, Capnocytophaga sputigena, Actinomicies
spp, TM7 phylum spp, Leptotrichia spp, Dialister spp, Porphyromonas gulae, Desulfobulbus spp,
Corynebacterium martuchotii, Biophila wadsworthia, Stofacterium spp, Euotbacterium spp. safenum,
Helicobacter pylori, Clostridium difficile, Enterobacter agglomerans, Salmonella entérica, Mobiluncus
mulieris, Klebsiella oxytoca, Bacteroides ureolyticus, Haemophilus influenzae, Agregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphiromonas endodonmetalis, Gebactobillium spp, Porphiromonas
endodonmetalis, Gebappillum. Actinomices israelii, Pseudomona aeruginosa, Bacilos entéricos,
Streptococcus gordoniiActinomicies spp, TM7 phylum spp, Leptotrichia spp, Dialister spp,
Porphyromonas gulae, Desulfobulbus spp, Corynebacterium martuchotii, Biophila wadsworthia,
Porphyromonas spp, Eubacterium spp, Prevotella oris, Streptococcus macrotiliainium p. agglomerans,
Salmonella entérica, Mobiluncus mulieris, Klebsiella oxytoca, Bacteroides ureolyticus, Haemophilus
influenzae, Agregatibacter actinomycetemcomitans, Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens,
Gemella spp, Gemella morbillorum, Rectinus spp, Campylocterium spp. Streptococcus
gordoniiActinomicies spp, TM7 phylum spp, Leptotrichia spp, Dialister spp, Porphyromonas gulae,
Desulfobulbus spp, Corynebacterium martuchotii, Biophila wadsworthia, Porphyromonas spp,
Eubacterium spp, Prevotella oris, Streptococcus macrotiliainium p. agglomerans, Salmonella entérica,
Mobiluncus mulieris, Klebsiella oxytoca, Bacteroides ureolyticus, Haemophilus influenzae,
Agregatibacter actinomycetemcomitans, Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens, Gemella
spp, Gemella morbillorum, Rectinus spp. Streptococcus gordoniiCorynebacterium martuchotii, Biophila
wadsworthia, Porphyromonas spp, Eubacterium spp, Prevotella oris, Streptococcus sobrinus,
Stenotrofomonas maltofilia, Eubacterium safenum, Helicobacter pylori, Clostridium difficile,
Enterobacterus aglomerante, Agripalidea, Agripalidea, Agripalidea, Agripalidea, Agripalidea. |,



Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens, Gemella spp, Gemella morbillorum, Campylobacter
rectus, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Actinomices israelii, Pseudomona aeruginosa, Bacilos
entéricos, Streptococcus gordoniiCorynebacterium martuchotii, Biophila wadsworthia, Porphyromonas
spp, Eubacterium spp, Prevotella oris, Streptococcus sobrinus, Stenotrofomonas maltofilia, Eubacterium
safenum, Helicobacter pylori, Clostridium difficile, Enterobacterus aglomerante, Agripalidea,
Agripalidea, Agripalidea, Agripalidea, Agripalidea. , Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens,
Gemella spp, Gemella morbillorum, Campylobacter rectus, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp,
Actinomices israelii, Pseudomona aeruginosa, Bacilos entéricos, Streptococcus gordoniiSalmonella
entérica, Mobiluncus mulieris, Klebsiella oxytoca, Bacteroides ureolyticus, Haemophilus influenzae,
Agregatibacter actinomycetemcomitans, Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens, Gemella
spp, Gemella morbillorum, Actylobacterium Bpp.Salmonella entérica, Mobiluncus mulieris, Klebsiella
oxytoca, Bacteroides ureolyticus, Haemophilus influenzae, Agregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphiromonas endodontalis, Prevotella nigescens, Gemella spp, Gemella morbillorum, Actylobacterium

Bpp.(1)

Recientemente Prada et al., en 2019 no destacan a E. faecalis como el principal responsable del fracaso
en endodoncia. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es describir los microorganismos mas
frecuentes identificados con técnicas moleculares en muestras de lesiones secundarias en el tratamiento
de endodoncia.

Materiales y Métodos

La busqueda de articulos fue realizada por un investigador en bases de datos Pubmed, Scopus, Google
Schoolar, Scielo y Redalyc, incluyendo estudios entre el periodo comprendido entre enero de 2000 hasta
diciembre de 2020. Precisando los términos que permite determinar el objetivo de la revision ademas de
las palabras claves: Microbiology, biofilm, microbiota, endodontic treatment failure, secundary
endodontic treatment, molecular techniques. Filtros como los operadores boleanos AND y OR, limitando
el campo de busqueda de estas palabras en el titulo y en el resumen. Para la seleccion de articulos como
criterios de inclusion se determiné: “texto completo”, en inglés y espafiol y articulos de investigacion.
Los criterios de exclusién fueron: articulos de “casos clinicos”, “serie de casos” “revisiones de literatura”
“revisiones bibliograficas” “metaanalisis” y los articulos con fecha de publicacion anterior a enero del afio
2000 y posterior a diciembre de 2020.

De 3.487 articulos encontrados y tomando en consideracion los objetivos del trabajo se eliminaron 3.259
publicaciones, para un total de 228 estudios, de estos se descartaron 182 por lectura de resimenes al no
ser considerados con los criterios de inclusidn para la revision. Posteriormente de las 46 publicaciones
restantes se tomaron en cuenta para lectura de texto completo, de los cuales se excluyeron 16 articulos por
analizar solo lesiones primarias, por mostrar resultados en graficos y no en nimeros, por no mostrar
prevalencia de cada microorganismo. Finalmente 30 articulos fueron considerados para esta
revision.(Figura 1.)
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Con respecto al diagndstico méas prevalente en los 30 articulos de esta revision, la periodontitis apical
asintomatica estuvo presente en 14 articulos, seguida de la periodontitis apical con 12 articulos y en tercer
lugar tenemos a la periodontitis apical sintomética presente en 3 articulos.

Figura 3. Tipo de muestra
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Dependiendo del tipo de muestra utilizada para la recoleccion de microorganismos, se observa a las puntas
de papel con el mayor porcentaje estando presente en 19 articulos, seguido de Limas con puntas de papel
y extremos radiculares con cirugia apical presentes en 5 articulos cada uno.

Figura 4. Técnicas Moleculares utilizadas para el analisis microbioldgico.
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La técnica de PCR convencional es el método mas utilizado para la identificacién de microorganismos en
la infeccidn endodontica secundaria esta fue utilizada (13 articulos) , sequida de gPCR y PCR ARNTr 16S
(5 articulos cada uno).

Figura 5. Prevalencia de microorganismos investigados mediante las técnicas moleculares
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Se muestra que el microorganismo mayormente investigado en muestras con falla endodéntica es

Enterococcus faecalis (22 articulos), seguido de Tannerela forsythia (13 articuos) y Porphyromonas
gingivalis y Treponema denticola (10 articulos).

Figura 6. Microorganimos mas investigados y sus prevalencias.
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Los microorganismos mas buscados como E. faecalis fue encontrado en 22 articulos y con una prevalencia
entre el 10 al 100%, tenemos Tannerela Forsithya presente en 13 articulos y con una prevalencia entre

4,4 'y 48,3%, Porphyromonas gingivalis con 10 articulos y una prevalencia entre el 10 y 35,6% y por
altimo al Treponema denticola igualmente en 10 articulos y con una prevalencia entre 10 y 40%.

Figura 7. Microorganismos buscados con prevalencia nula.
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Se muestra 8 microorganismos buscados en las lesiones endoddnticas secundarias, pero no fueron
encontrados presentando una prevalencia nula.

DISCUSION

Tradicionalmente, las bacterias de origen endoddntico se han estudiado mediante técnicas de cultivo,
basada en el aislamiento, crecimiento e identificacion en laboratorio de acuerdo con pruebas morfoldgicas
y bioquimicas. Sin embargo, se ha demostrado que el cultivo y otros métodos de identificacion
tradicionales tienen varias limitaciones con respecto a los diagnésticos microbioldgicos. La tltima década
ha traido muchos avances en el diagnéstico molecular microbiano, como la tecnologia de PCR y sus
derivados.(19)

Las técnicas de Biologia Molecular han revolucionado el campo del diagnéstico microbioldgico,
constituyen la alternativa de mayor utilidad para la caracterizacion de ciertos microrganismos que
presentan dificultad para su deteccién mediante los métodos convencionales. Esta revision destaca a la
PCR convencional como el método maés utilizado en los Gltimos 20 afios, para detectar microorganismos
involucrados en el fracaso de la endodoncia. La PCR se basa en la replicacion in vitro del ADN a través
de ciclos repetitivos de desnaturalizacion, hibridacion y extensién, con una mayor sensibilidad,
especificidad, seguridad y rapidez, lo que permite detectar microorganismos no cultivables(20,21).
Ademas, permiten una identificacion mas precisa de las cepas bacterianas cultivables con un
comportamiento fenotipicamente divergente o convergente, se pueden usar de manera confiable durante
la terapia antimicrobiana y no requiere de microorganismos viables para su deteccion, lo que es
especialmente ventajoso en procesos infecciosos causados por bacterias anaerobias que pueden no
sobrevivir al transporte y manipulacién en la toma de muestras.(22)

Los enfoques de PCR han contribuido significativamente al conocimiento de la microbiota del conducto
radicular ya que permiten el reconocimiento de nuevos patégenos endodénticos y fortalecen la asociacion
de algunas bacterias anaerobias cultivables pero exigentes con infecciones del conducto radicular.(22)
Siqueira et al., (2003) (22) destacé a la PCR como una técnica rapida, sensible y mas precisa en
comparacion con la técnica de cultivo e indicé su uso en endodoncia para investigar la microbiota asociada
a conductos radiculares infectados; esto ha ampliado el conocimiento sobre las bacterias involucradas en
la patogenia de las enfermedades perirradiculares. De igual manera Endo et al., en 2013 (23) indican que
el uso de la PCR en su estudio les permitié detectar algunas especies de bacterias Gram negativas de dificil
crecimiento, la prevalencia fue mucho mas pronunciada con el uso de PCR a diferencia de aquellos que
utilizan solo técnicas de cultivo, sin embargo, una desventaja de la PCR es que no puede determinar si el
ADN diana proviene de bacterias vivas 0 muertas. Gomes et al., en 2005(24) muestran también una mayor
sensibilidad de la técnica de PCR comparada con el cultivo para detectar anaerobios productores de
pigmento negro en infecciones endoddnticas primarias y en dientes con lesiones endododnticas secundarias.
Por otra parte, Fouad et al., en 2002 (8) demostraron que después de la inoculacion de tres bacterias
endodontopatogenas en exposiciones de pulpa de raton, la PCR fue mucho mas precisa que el cultivo para
detectar las bacterias anaerobias inoculadas.

Pereira et al., en 2017 (25) expresaron que la PCR se utiliza para la deteccion de ADN microbiano debido
a que es un método altamente sensible con la capacidad de detectar bacterias aun no cultivadas. Sin
embargo, debido a que el ADN bacteriano puede permanecer detectable por PCR durante un periodo
prolongado después de la muerte celular, este exadmen puede sobrestimar potencialmente la
verdadera carga bacteriana. Ademés, un simple examen microbioldgico no puede determinar si las
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bacterias especificas son los patdgenos primarios o0 las especies transitorias permanentes que no estan
directamente relacionadas con la enfermedad. Los ensayos de PCR convencionales son cualitativos o se
pueden ajustar para que sean semicuantitativos (19). Una de las posibles limitaciones del ensayo de PCR
utilizado es que no proporciona resultados cuantitativos, resultando dificil determinar si las especies
detectadas se producen en cantidades lo suficientemente grandes como para ser una carga importante y
participar en el proceso infeccioso(21).

Fouad et al., en 2002(8) indican que la amplificacion por PCR del gen de ARNr 16S es mas sensible y
mas eficiente que el cultivo y que la identificacion bioquimica de la flora endodontica. De manera
contraria Schirrmeister et al., en 2009(4), sefialan que la identificacion con un s6lo método, como la PCR
0 la secuenciacion del gen de rRNA 16S, podria dar lugar a falsos positivos para algunas bacterias, como
con los estreptococos orales, lo que lleva a la necesidad de una combinacién de métodos para confirmar
resultados en su identificacion. De igual manera Zarga et al., en 2019(26) concluyen que algunos
microorganismos pueden existir en una cantidad muy pequefia, por lo que su ADN no puede detectarse
mediante el método de secuenciacién del ADN 16S. Una combinacién del cultivo y de técnicas
independientes del cultivo permitiria un analisis microbiano completo de las infecciones endodonticas.

Siqueira et al. (27), en su estudio compararon la capacidad de un ensayo de PCR basado en rDNA 16S y
la hibridacion ADN-ADN en tablero de ajedrez para investigar las bacterias que se encuentran en las
infecciones de origen endodontico, indicando que la PCR detect bacterias con mayor frecuencia que el
método del tablero de ajedrez por su mayor sensibilidad y especificidad.(27)

Shahi et al., en 2018(28), indican que las técnicas basadas en PCR de ARNr de 16 S no discriminan entre
especies de microorganismos estrechamente relacionadas y altamente recombinantes; como también que
la g-PCR, la sefial fluorescente no puede distinguir productos de PCR inespecificos de los especificos,
indicando una vez mas, que la PCR convencional es la técnica mas precisa.(28)

Siqueiraetal., (2011) (16) indican una alta posibilidad que la diversidad bacteriana de origen endoddntico
permanezca subestimada debido a que se espera que la mayoria de los métodos moleculares utilizados
revelen unicamente a los miembros dominantes de la comunidad bacteriana.(16)

Cabe resaltar, que la causa principal del fracaso en el tratamiento de endodoncia, es la presencia de
microorganismos aislados como células planctdnicas o biopeliculas. Las biopeliculas proporcionan a los
patdgenos un habitat mas favorable para vivir y una diversidad metab6lica mucho mas eficiente (25). Si
estos microorganismos poseen patogenicidad y alcanzan un numero suficiente obteniendo acceso a los
tejidos perirradiculares, pueden inducir o mantienen la enfermedad perirradicular.(21)

Segun los resultados de nuestra revision, E. faecalis fue el microorganismo aislado con mayor frecuencia
en las infecciones endoddnticas secundarias, esto se debe a que numerosos estudios (4,26,29-32) han
denominado a E. faecalis como el microorganismo principal de la falla endoddntica; sin embargo, en otros
estudios E. facealis no se destaca como el principal responsable del fracaso endoddntico. Aun asi, casi
siempre esta presente pero en porcentajes menores como 13,33%, 11,6%, 0,52%, 12%, 30% y 1,9% en tre
otros.(1)

El Tannerella forsythia, es un bacilo anaerobio, Gram negativo que pertenece al grupo de
periodontopatdgenos conocido como complejo rojo y se identifica frecuentemente en la placa obtenida de
bolsas gingivales profundas. Los factores de virulencia incluyen gingivapaina, lipopolisacarido, fosfatasa
alcalina, fosfatasa acida, propionato, isovalerato, fenilacetato y butirato. Estudios recientes han
identificado este microorganismo en dientes con patologias endoddnticas(33). Este microorganismo es



subestimado debido a su escaso crecimiento en los medios de cultivo y por su aparicién inferior a los
niveles de deteccion por el método de cultivo. Su presencia en las infecciones del conducto radicular fue
descrita por primera vez por Conrads et al., mediante el uso de un método de PCR dirigido por ADNr
16S.(33) Numerosos estudios(6,21,26,34,35) han descrito a este microorganimos con altas prevalencias
en infecciones secundarias como también responsable del fracaso endodéntico.

Porphyromonas gingivalis presenta factores de virulencia que incluyen lipopolisacarido, fimbrias,
proteasas, fosfolipasa, fosfatasas alcalinas y acidas, DNasa y RNasa, hemolisinas y metabolitos
citotoxicos (sulfuro de hidrégeno, metilmercaptano, dimetil disulfuro, butirato, propionato, indol). Este
desempefia un papel como colonizador temprano en la formacion de biopeliculas, se ha observado en
estrecho contacto con la superficie de la raiz y participa en la adherencia inicial como colonizador
temprano en la zona extrarradicular, asi como en el fondo de las bolsas periodontales humanas. (36)
Tambien el analisis cuantitativo de las muestras a nivel del extremo de la raiz muestra una asociacion
significativa entre T. forsythiay P. gingivalis. Las asociaciones bacterianas, son de gran importancia
teniendo en cuenta las relaciones endoperiodontales donde se observan cominmente en una posible
relacion sinérgica, como informaron Siqueira y Rogas (25)

Por otro lado, el T. denticola es una bacteria anaerobia gramnegativa, enrollada de forma helicoidal y
muy movil. Asociada durante mucho tiempo con enfermedades periodontales graves, la cual también
podria participar en la patogenia de las lesiones perirradiculares (33). Diversos estudios coinciden con los
resultados obtenidos en nuestra revision (25,26,37,38) reportando una asociacion significativa de T.
denticola con lesiones perirradiculares de origen endodontico.(33)

Nuestros resultados coinciden con lo descrito por Blome et al., indicando que las especies del llamado
‘complejo rojo', como son T. forsythia , P. gingivalis y T. denticola , presentan una alta asociacion con
infecciones endoddnticas secuandarias.(6)

Rocas et al, (2001) (39) encontraron a los miembros del complejo rojo estuvieron estrechamente asociados
con la gravedad de las enfermedades periodontales y con los casos que utilizaron terapia periodontal.

Selcuk et al, (2010) (40) encontraron al “complejo rojo” en el 15,6% de las muestras tomadas de abscesos
perirradiculares agudos.

Kumar et al, (2020) (41) indico que el "complejo rojo" esta directamente asociado con la gravedad de la
enfermedad periodontal, pero se dispone de informacion limitada sobre el papel del complejo rojo en la lesidn
endoddntica.

Sin embargo, existen otros microorganismos como el Fusobacterium nucleatum y Propionibacterium con
altos porcentajes de prevalencia en ciertos estudios, pero no son aislados con frecuencia. Estudios también
destacan Fusobacterium nucleatum, como la bacteria mas prevalente en dientes con periodontitis
postratamiento. De igual manera numerosos autores identificaron a Propionibacterium como la segunda
bacteria mas prevalente después de E. faecalis, lo que indica que esta bacteria es resistente a las medidas
de desinfeccién y tiene una capacidad para buscar alternativas de fuentes de nutrientes, resistir a las
defensas del huésped, sobrevivir en el tejido de granulacion presente fuera de los canales ademas de su
capacidad de adhesion, coagularse y sobrevivir en areas extrarradiculares.(1)

Por ultimo, microorganismos con prevalencia nula en nuestros estudios, como son Espiroquetas (1),
Actinomyces israelii, Actinomyces nigrescens (30), Actinobacillus actinomycetemcomitans (6),
Leptotrichia sp., Lactobacillus sp., Tannerella sp., Pseudoramibacter alactolyticus, Parascordavia
denticolens, Sinergistetes, Atopobium sp., Prevotella sp., Oribacter sp.(42). Pero, al contrario de nuestro



estudio Figueiredo et al., (2018) (43) utilizando la tincion de Gram en lesiones periapicales encontraron
Prevotella, Tannerella. De igual menera Prada et al., (2019) (1) public en su revison los microorganismos
aislados con menor frecuencia en los conductos radiculares como la Tannarella, Prevotella, Actinomyces
israelii, Pseudoramibacter alactolyticus. Estos resultados pueden variar por la técnica utilizada o por los
porcentajes menores de prevalencia que presenta cada microorganismo.

Conclusion

Los estudios demuestran que las técnicas moleculares para el analisis microbiol6gico no estan adn
unificadas; por lo cual, no se puede determinar ain la prevalencia y frecuencia de microorganismos y su
relacion con la falla endoddntica. Los estudios se centran en buscar microorganismos méas prevalentes,
segun la técnica utilizada. Se debe tener en cuenta, que las especies presentes en pequefias cantidades y
gue no son objeto de estudio, pueden participar en el proceso infeccioso, siendo las especies de soporte 0
posiblemente tipos clonales virulentos, que incluso en cantidades reducidas pueden desempefiar un papel
patogénico importante en el desarrollo de la enfermedad perirradicular (21).
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