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RESUMEN

Introduccion: La pulpitis es la inflamacién de la pulpa dental. El tratamiento
endododntico es en la mayoria de los casos exitoso pero es comun ver una
persistencia de la infeccidn. El género bacteriano Enterococcus, es uno de los
mas frecuentemente aislados en canales radiculares, y actualmente llama la
atencion debido a la adquisicion exponencial de resistencia a antibidticos
comunmente usados. Por su parte, Candida Albicans, también se han reportado
presentes en la cavidad oral. Es por eso que el objetivo de esta investigacion es
encontrar la relacion entre la presencia de estos microorganismos y los fracasos
en los tratamientos de endodoncia. Materiales y Métodos: Se recolectaron
pulpas dentales trepanadas, previo a tratamientos endodédnticos para hacer
cultivos microbiolégicos, en busca de identificar los dos microorganismos
mencionados. Para ello se realizd tincion de Gram y otros test especificos de
identificacion, ademas de antibiograma con el fin de determinar las resistencias
antibidticas de Enterococcus. Finalmente se hizo un seguimiento a los
pacientes para establecer si hubo relacion con los hallazgos microbiolégicos y
los tratamientos endoddnticos fallidos. Resultados: Un 23% de las muestras
presentd Enterococcus spp. siendo predominante la especie E.faecalis por
sobre E.faecium. En el antibiograma presentaron alta resistencia a
Vancomicina. En un 10% de las muestras pulpares se encontrd presencia de
Candida Albicans. De un universo de 132 participantes, solo el 72% realizo el
tratamiento de endodoncia que requerian. De ellos 9 relataron tratamiento
fallido de los cuales un 44% obtuvo uno de los microorganismos estudiados
(Enterococcus). Conclusiones: Es posible encontrar Enterococcus y Candida
Albicans en pulpas dentales infectadas. Se puede establecer una relacion entre
el fracaso endodontico y la presencia de Enterococcus pero es aun mas
probable que sean cepas resistentes a Vancomicina las posibles causantes de
esta reinfeccion. No es posible establecer una relacion entre el fracaso
endodontico y la presencia de Candida Albicans. Palabras clave: Endodoncia,
microbiologia, Enterococcus, Candida Albicans, antibiograma.



1. INTRODUCCION

La pulpa dentaria o pulpa dental es el tejido conectivo laxo localizado en el

interior de un érgano dental rodeado por dentina.

La pulpitis es la inflamacién de la pulpa dental y es la principal complicacion
de la caries dental, y por lo tanto representa un cuadro muy frecuente y por lo
general, muy doloroso para el paciente que acude de urgencia a consulta. Para
revertir esta afeccion, se realiza la remocién de la pupa infectada vy,
posteriormente, la desinfeccidn de los canales radiculares para luego sellarlos

de forma definitiva.

Pese a que el tratamiento endoddntico es en la mayoria de los casos exitoso
y logra la mejoria del cuadro infeccioso de los pacientes, es muy comun ver la
recurrencia de ellos a la consulta dental por molestias o dolor persistente pese

al tratamiento.

La persistencia de la infeccion es la causa principal del fracaso del
tratamiento endododntico, pues los microorganismos pueden permanecer dentro
de los tubulos dentinarios, incluso a pesar de haber recibido medicacion

intraconducto.

Dentro del género bacteriano Enterococcus se distinguen 16 especies
aisladas, que corresponden a cocaceas Gram-positivos presentados en
parejas o0 en cadenas, que en afos recientes, han atraido la atencion de
diversos investigadores porque ha sido identificada como una causa frecuente
de infeccion del sistema de conductos radiculares en dientes con fracaso en el

tratamiento endodontico.

Por su parte, Candida Albicans es un hongo diploide asexual (forma

de levadura).saprofito de la familia de los Sacaromicetos. Normalmente se



encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Puede
asumir patogeneidad provocando la candidiasis; en ese caso se presenta como
una afeccion vaginal (vaginitis), de la cavidad oral (muguet), del intestino o de

la piel.

En este contexto, el objetivo de nuestro trabajo es “identificar la presencia de
Enterococcus spp. y Candida Albicans en pulpas dentales infectadas extraidas
previo al procedimiento endodontico y asociarlas a los fracasos en este
tratamiento” con el fin de corroborar nuestra hipoétesis que plantea que “existe
una correlacion entre la presencia de Enterococcus spp. y Candida Albicans

con cuadros clinicos de recurrencia post tratamiento endodontico”.

Este corresponde a un estudio descriptivo, observacional, de corte
transversal. Las muestras seran recolectadas de los pacientes con indicacion
de remocién pulpar con diagnéstico de “pulpitis irreversible” o “necrosis pulpar”
asociada a caries que acudan a Urgencias del Consultorio Cristo Vive el ano
2014 y al Cesfam Dr. Luis Ferrada el afno 2015. Las pulpas seran extraidas y
llevadas al laboratorio para su analisis. A los pacientes participantes se les hara
un seguimiento en un tiempo determinado que indicara si tuvieron o no la
necesidad de volver a consulta por permanencia de la afeccion, para luego
describir la correspondencia de este hecho con su muestra microbioldgica y

poder establecer alguna relacién.

Los datos se recogeran mediante una ficha clinica que registrara la
informacion necesaria para la investigacion, mas la firma del consentimiento
informado. Se utilizaran planillas y tablas para el andlisis estadistico de

resultados.



2. MARCO TEORICO

La pulpa dental es el tejido conectivo laxo que se encuentra en el interior de
los dientes; y esta compuesto por nervios, vasos sanguineos y células
especializadas, entre otros. Su funcién principal es formar el diente y percibir

estimulos externos.

Dado que la pulpa esta contenida en una cavidad bien delimitada dentro del
diente, en caso de presentar injuria o ante un estimulo nocivo, no tiene espacio
para expandirse cuando se inflama y por ello aumenta la presion interna del
diente dando lugar a un cuadro muy doloroso. Si una inflamacion leve se trata
adecuadamente, el diente no sufrira un dafo irreversible; sin embargo, una
inflamacién grave o mantenida en el tiempo podria dafiar la pulpa de forma
permanente. Se sabe que las infecciones endoddnticas son la principal causa
de dolor orofacial y pérdida de dientes en los paises occidentales, y pueden

conducir a graves infecciones que amenazan la vida."

La endodoncia es una parte de la odontologia que se ocupa de la etiologia,
diagnéstico, prevencion y tratamiento de las enfermedades de la pulpa y del
periapice. El diagndstico adecuado tiene una importancia fundamental y define
la terapia a ser instituida. Las infecciones endoddnticas son muy frecuentes, ya
que representan la mayoria de las complicaciones de la caries dental y su

tratamiento, asi como también de los dafos traumaticos dentales.

La pulpitis se define como un proceso inflamatorio que afecta a la pulpa del
diente, como consecuencia de infecciones, traumatismos, iatrogenias, entre
otros. Cuando este cuadro se presenta de intensidad leve a moderada y la
pulpa es capaz de regresar al estado no inflamatorio después de retirado el

estimulo se denomina pulpitis reversible.

Por su parte, la pulpitis irreversible es una enfermedad inflamatoria

persistente de la pulpa, la cual se encuentra vital, pero sin capacidad de
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recuperacién, aun cuando se hayan eliminado los estimulos externos que
provocan el estado inflamatorio. Generalmente son debidas a una pulpitis
reversible no tratada. Se caracteriza también por la aparicion de dolor de forma
espontanea, sin haber aplicado ningun estimulo sobre el diente. Este cuadro
debera ser tratado siempre, ya que no se puede recuperar, bien haciendo una

endodoncia o, si el diente es insalvable, una extraccion.

La pulpa ofrece buenas condiciones para el crecimiento microbiano por estar

protegida de la respuesta inmune y de fendmenos de arrastre.

Se describen distintas vias de acceso a la pulpa por parte de los
microorganismosz, como por ejemplo, a través de una comunicacién directa de
la pulpa dentaria con la cavidad oral, ya sea por lesiones cariosas, fracturas

dentales, grietas o fisuras del esmalte, maniobras operatorias, etc.

La causa mas prevalente de infeccion de la pulpa dental es la comunicacion
con la dentina cariada a través de los tubulos dentinarios. Puede producirse
infeccion directa por las bacterias, o dafios por sus toxinas o metabolitos, que
llegan a la pulpa. Ademas, las abrasiones, maniobras quirurgicas o erosiones,

ponen en contacto el medio oral con la pulpa, facilitando su infeccion.

Las enfermedades periodontales pueden destruir la insercidon de los dientes.
Si la pieza dentaria afectada tiene un conducto lateral, éste puede quedar en
contacto con la cavidad oral, determinando una via de acceso de

microorganismos.

Las filtraciones marginales de las restauraciones en la zona que hay entre el
material de restauracion y el diente también determinan una via de acceso. Este
espacio no deberia existir, y si aparece, se debe a una mala técnica quirurgica,
errores en la obturacion o desgaste del material restaurador, que también

favoreceran la invasion microbiana.



Mediante la “anacoresis”, definida como el mecanismo mediante el cual las
bacterias pueden colonizar e infectar la pulpa dental a través de la circulacion
sanguinea. Pero para que esto suceda, debe haber una inflamacion pulpar que

incapacite a los sistemas de inmunidad.?

Segun la via de acceso que utilice la microbiota para causar la pulpitis, se va
a determinar el tipo de microorganismos mas prevalentes.? La etiologia de las

infecciones endododnticas es heterogénea y es probable que sea polimicrobiana.

Dado que las Infecciones endodonticas tienen lugar en un sistema cerrado,
estable y con un ambiente relativamente controlado, es que se presta para un
adecuado muestreo y analisis. Sin embargo, investigaciones anteriores que han
buscado analizar los patdégenos microbianos mas prevalentes en infecciones
endoddnticas han sido incompletas y no concluyentes. Los posibles motivos de
esta falta de informacion sobre las asociaciones microbianas en infecciones
endodonticas son multiples y asociados a la gran cantidad de variables

involucradas.”

En los estudios y publicaciones mas concluyentes, dentro de las especies
bacterianas mas aisladas en los conductos radiculares se incluyen
principalmente:  Streptococcus, Veillonella, Granulicatella, Neisseria,
Haemophilus, = Corynebacterium, Rothia, Actinomyces, Prevotella,

Capnocytophaga, Porphyromonas y Fusobacterium.?

El Género Enterococcus engloba un conjunto de especies morfolégicamente
semejantes a los estreptococos. Los enterococos se asocian en parejas y
cadenas cortas, y poseen un gran numero de factores de virulencia tales como
polisacaridos capsulares, sitios de union de la fibronectina, la presencia de
hemolisinas o la agregacién de sustancias, que se sugiere también podrian
aumentar su patogenicidad. Esta familia bacteriana causa infecciones muy

diversas y poseen un creciente interés en el caso de los procesos oportunistas



y si bien, su habitat natural es el intestino, se han podido aislar a veces como
microbiota normal en la mucosa bucal y dorso de la lengua. También se han
descrito aislamientos de infecciones pulpares y periapicales. Son reconocidos
como potenciales patégenos humanos causando 12% de las infecciones

nosocomiales.

Enterococcus faecalis es el patbgeno humano mas frecuente representando
el 60% al 90% de los aislamientos clinicos de enterococos, mientras que E.
faecium es la segunda especie aislada en frecuencia, representando del 5% al

16% de los aislamientos clinicos “.

Por otro lado, Enterococos Faecalis se ha encontrado de forma ocasional en
los casos de infeccion primaria endodéntica. Sin embargo, en los casos de
tratamientos endododnticos fallidos, E. faecalis se ha aislado con gran

frecuencia®

Por su parte, Candida Albicans es un hongo diploide asexual (forma
de levadura).saprofito de la familia de los Sacaromicetos. Normalmente se
encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Puede
asumir patogeneidad provocando la candidiasis; en ese caso se presenta como
una afeccion vaginal (vaginitis), de la cavidad oral (muguet), del intestino o de

la pieI.5

Las levaduras son patdgenos oportunistas comunes en la cavidad
oral. Investigaciones microbioldégicas han mostrado que las levaduras pueden
ser aisladas de un 1 - 17% en infecciones persistentes de los conductos
radiculares, en cultivos puros o junto con otras bacterias. De éstas, Candida
albicans es la mas frecuentemente aislada en cavidad oral, principalmente en

placa dental, caries dental, flora subgingival y conductos radiculares.®

Se han llevado a cabo diversos estudios en donde se ha reportado la

prevalencia de C. albicans en pulpas necroticas, estudios realizados en Estados



Unidos reportan prevalencias que van del 18% al 40%. Un estudio realizado en
Colombia reporta una prevalencia del 5%, en tanto que en Brasil, Siqueira y
cols, en dos estudios, reportan prevalencias de C. albicans del 6% vy del 2% en
conductos con pulpa necrotica y estudios en mexico se obtuvieron 2.6% de

cepas Candida Albicans en conductos radiculares.’

C. albicans ha demostrado que posee atributos de virulencia que juegan un
papel importante en el proceso infeccioso. Los mecanismos involucrados en la
patogénesis son: 1) adaptabilidad a la variedad de condiciones ambientales, 2)
adhesion a las distintas superficies (tigmotropismo), 3) produccién de enzimas
hidroliticas, 4) transicidon morfoldgica, 5) formacion de biofilm y 6) evasién e

inmunomodulacién de las defensas del huésped.®

En un estudio sobre la resistencia antibiética de distintas cepas bacterianas
aisladas de canales radiculares infectados, los resultados obtenidos sugieren
que en infecciones endodonticas, los canales radiculares sirven como un

deposito microbiano para la resistencia a los antibiéticos ™

Es por todo lo recién mencionado, que se establece que estas bacterias, de
presentarse en los conductos radiculares, podrian tener una asociacion con los
tratamientos de endodoncia fallidos, al ser consideradas resistentes al

tratamiento © ®)

Desde el punto de vista de los pacientes, un tratamiento endodontico
exitoso, consiste en la ausencia de sintomas y que la pieza dental tratada este
estética y funcionalmente en su boca, sin embargo, la literatura propone evaluar
el éxito del tratamiento mediante otros parametros: sintomaticos, radiograficos e

histoldgicos. ©

Por otro lado, el desarrollo de un proceso patolégico apical posterior al
tratamiento de conducto, esta relacionado a factores diversos, que incluyen la

falla del sellado apical, instrumentacion apical deficiente y la presencia de



microorganismos o sus productos microbianos por filtracion o permanencia, lo

que para algunos autores, seria el motivo principal ("%

La persistencia de la infeccion o la reinfeccion es la causa principal del
fracaso de conductos obturados pues los microorganismos pueden permanecer
dentro de los tubulos dentinarios, en lagunas del cemento radicular, en las
foraminas apicales y en las lesiones periapicales. Incluso en muchas lesiones
patoldgicas periapicales un gran numero de microorganismos persisten a pesar

de haber recibido medicacion intraconducto 'V

y a los efectos de la aplicacion
de los procedimientos biomecanicos que se realizan durante la ejecucion de
dicho tratamiento o, pueden haber invadido los conductos como consecuencia
de las filtraciones que se suscitan en la corona de los dientes con tratamientos

de conductos obturados.

Diversos estudios han revelado que la microbiota de los dientes con fallas en
el tratamiento endodontico, difieren de la microbiota encontrada normalmente
en los conductos de dientes no tratados. La microbiota que se encuentra en los
dientes con fracaso en el tratamiento endododntico es predominantemente

anaerobia facultativa y Gram positiva .

Wang L. y cols. ® sugieren que hay una diferencia tanto cualitativa como
cuantitativa entre las especies microbianas aisladas en infecciones
endododnticas primarias y las infecciones en retratamientos endodonticos,
siendo E. faecalis tres veces mas frecuente en canales radiculares
endodonciados (prevalencia 77%). Apoyando lo publicado afos anteriores por

Pinheiro y cols. (¥

, quienes informaron de que los géneros bacterianos mas
frecuentemente recuperados de dientes con fracaso endododntico fueron E.

faecalis (36,7%) seguido por Peptostreptococcus spp. (23,4%).

En base a todo lo anteriormente expuesto, el objetivo fundamental de esta

investigacion es evaluar si existe alguna relacion entre la presencia de



Enterococcus spp. y Candida Albicans aisladas en muestras de pulpas
trepanadas, con la recurrencia del paciente a la consulta dental por fracaso de
su tratamiento endoddntico. Con esto, buscamos corroborar nuestra hipotesis
que plantea que “existe una correlacién entre la presencia de Enterococcus
spp.y Candida Albicans con cuadros clinicos de recurrencia post tratamiento

endoddntico”.

Comprender la transicion espacial de la microbiota de las cavidades orales
normales a través del conducto radicular infectado podria mejorar nuestro
conocimiento de la patogénesis de infecciones endoddnticas y dar lugar a un

tratamiento mas eficaz (",

Una de la tareas fundamentales del laboratorio de microbiologia es la
aplicacién de una metodologia precisa que permita la identificacion de los

microorganismos implicados en procesos clinicos.

Con el objetivo de identificar el agente etioldgico responsable del proceso
infeccioso y para conocer las implicaciones patogénicas/patoldgicas, la
evolucion clinica, y aplicar una terapia antimicrobiana eficaz, un pilar
fundamental en la practica de la microbiologia clinica lo constituye la asignacion

de especie a un aislamiento microbiano.

Los datos de este estudio ademas contribuiran a la implementacion de
medidas terapéuticas que ademas de enfocarse a la eliminacion de
microorganismos bacterianos incluyan la eliminacion de otros microorganismos

como las levaduras del género Candida.

De manera rutinaria, el laboratorio de microbiologia aplica técnicas
fenotipicas que permiten lograr los objetivos expuestos. Estos métodos estan
consolidados en los laboratorios de microbiologia y en la practica rutinaria
diaria, ya que tradicionalmente, los microorganismos han sido estudiados por

técnicas de cultivo, que se basan en el aislamiento, el crecimiento e
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identificacién de acuerdo con la morfologia, pruebas bioquimicas o sistemas
comerciales multipruebas ¥, también encontramos métodos de diferenciacion
molecular y protedmicos, los cuales permiten soslayar algunas limitaciones de
los anteriores pese a que su implementacion no es universal en todos los
laboratorios. Este hecho se debe a un costo mas elevado y al grado de
especializacion que se requiere para su aplicacion, por lo que los métodos
moleculares y protedmicos suelen estar centralizados en laboratorios

especializados o centros de referencia .

Existen medios de cultivos especificos y diferenciales, que permiten

identificar microorganismos segun sus requerimientos nutricionales.

El Agar Bilis Esculina, se usa para aislar e identificar un gran numero de
miembros del género Enterococcus y algunos Estreptococcus del grupo D. Su
ingrediente selectivo son las sales biliares, mientras que la escualina es un
componente diferencial. Los Enterococcus hidrolizan la esculina en
subproductos que reaccionan con el citrato férrico que contiene el medio,

produciendo sales de hierro que resultan en un ennegrecimiento del medio.

El estudio de la sensibilidad a antimicrobianos de las diferentes bacterias
aisladas en muestras bioldgicas tiene 2 objetivos fundamentales: guiar al clinico
en la eleccién del mejor tratamiento individual, y monitorizar la evolucién de la
resistencia bacteriana con objeto de revisar el espectro del antimicrobiano y
poder actualizar los tratamientos empiricos. Este estudio se realiza mediante el
antibiograma, que mide la sensibilidad de una bacteria frente a diferentes

antimicrobianos in vitro y a partir de estos resultados predice la eficacia in vivo.

10



3. HIPOTESIS

En base a los antecedentes expuestos, en este trabajo se postula que
existe una correlacion entre la presencia de Enterococcus spp.y Candida

Albicans con cuadros clinicos de recurrencia post tratamiento endoddntico.

Esta hipotesis de investigacion sera sometida a confirmacion experimental.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar una posible relacion entre la presencia de Enterococcus spp. y
Candida albicans aisladas en muestras de pulpas trepanadas, con la
recurrencia del paciente a la consulta dental por fracaso de su tratamiento

endododntico.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar Enterococcus en pulpas dentales extraidas por indicacion

de endodoncia.

2. ldentificar Candida Albicans en pulpas dentales extraidas por

indicacion de endodoncia.

3. Establecer una relacién entre aquellos pacientes que recurren a la
consulta dental por fracaso del tratamiento endoddéntico con aquellos

que presentan en sus muestras la presencia de Enterococcus spp.

4. Establecer una relacion entre aquellos pacientes que recurren a la
consulta dental por fracaso del tratamiento endoddéntico con aquellos

que presentaban en sus muestras la presencia de Candida Albicans.
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5. METODOLOGIA DE ESTUDIO

Tipo de investigacion: Clinica y de laboratorio
Tipo de estudio: Descriptivo, observacional de cohorte trasversal.

Poblacién objetivo: Aquellos pacientes que acudan al Consultorio Cristo Vive de
Recoleta y el Cesfam Dr. Luis Ferrada, los cuales tengan indicacion de
trepanacion de alguna pieza dental (por tratamiento de endodoncia o por

urgencia).

Criterios de inclusion:

- Paciente que asista al Consultorio Cristo Vive de la comuna de Recoleta.
- Paciente que asista a Urgencias de la Universidad Andrés Bello.

- Paciente de cualquier género.

- Paciente de cualquier edad.

- Paciente que presente el cuadro clinico de cualquier tipo de pulpitis
irreversible o necrosis pulpar (que incluya o no lesion periapical), cuya

indicacion terapéutica es trepanacién de la pieza afectada.

Criterios de exclusion:

- Pacientes que presenten un cuadro clinico diferente a pulpitis irreversible o

necrosis pulpar, cuya indicacion terapéutica sea distinta a la extraccion pulpar.

- Paciente que no esté de acuerdo en participar con el estudio o se rehuse a

firmar el consentimiento informado.
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Variables a estudiar:

- Variables de resultado. Presencia de microorganismos y especies

bacterianas. Resistencia antimicrobiana de los encontrados.

- Variables de control: Género femenino y masculino.

Diseno muestral:

Basado en un muestreo no probabilistico, en donde los sujetos seran
seleccionados por conveniencia, ya que se consideraran todos los pacientes
que se presenten en el Consultorio Cristo Vive o Cesfam Dr. Luis Ferrada, que
tengan la indicacion terapéutica de trepanacion dentaria. Se tabularan aquellos

que cumplan con los criterios de inclusidn establecidos.

Técnica de recoleccion de informacion:

Todos los pacientes a quienes se les indique extirpar la pulpa dentaria por
presentar cuadros clinicos de pulpitis irreversibles o necrosis pulpar (el examen

clinico confirmara el diagnéstico).

Se tomaran los datos personales de los pacientes y se les indicara que una vez
que se realicen el tratamiento endododntico correspondiente, nos contactaremos
con ellos nuevamente para un leve cuestionario (indicativo de éxito o no del

tratamiento)

El grupo de sujetos deberan firmar un consentimiento informado donde

aceptaran ser parte del estudio para poder iniciar la toma de muestras.
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La muestra sera analizada en el Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia

de la Clinica Odontolégica de la Universidad Andrés Bello.

Una vez realizados los procedimientos, se analizaran los resultados y
correlacionaran con los datos aportados por los pacientes para informar las

conclusiones finales de la investigacion.

15



6. MATERIALES

6.1 Insumos Odontoldgicos:
- Extractores pulpares de distintos calibres
- Gomas dique e instrumental de aislacion

- Guantes

6.2 Insumos de laboratorio:

- Tubos de microfuga (Eppendorf)

- Medio de transporte Tioglicolato

- Placas de Petri

- Botellas de vidrio estéril

- Asa bacteriologica de platino

- Agar de cultivo Bilis-Esculina (HiMedia)

- Agar de cultivo Sabouraund dextrosa (HiMedia)

- Agar de cultivo Manitol Salado

Agar de cultivo Muller-Hinton (Merck) con sangre

Cotonitos estériles

Tubos de ensayo

Suero fisiolégico estéril
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- Pelicula autosellante (Parafilm)
- Gradilla

- Insumos de tincibn Gram: cristal violeta, lugol, solucion alcohol-acetona,

safranina.

- Sensidiscos de antibiéticos (Amoxicilina, Amoxicilina y Acido Clavulanico,

Vancomicina, Clindamicina, Azitromicina)
- Arabinosa (reactivo)
- Caldo de infusién cerebro/corazon (BHI)

- Purpura de bromocresol (indicador de PH).
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7. METODOS

7.1 Protocolo de seleccién del paciente, consentimiento informado y toma de

muestra

A cada paciente que acudié al Consultorio “Cristo Vive” (2014) o al Cesfam
“Dr. Luis Ferrada (2015), seleccionado segun diagnéstico dental para participar

en el estudio, se le sometioé al siguiente protocolo:

i. Explicacién sobre en qué consiste el trabajo de investigacion a

realizar.

ii. Firmar el consentimiento informado, manifestando su acuerdo en

participar.

iii. Responder a las distintas preguntas de la historia clinica disefiada

para el estudio.

iv. Toma de muestras: El profesional tratante realiza el procedimiento
correspondiente sin alterar su metodologia, en donde rutinariamente, se
anestesia al paciente, se aisla el diente de manera absoluta, es decir,
con goma dique para luego abrir cavidad de acceso (obteniendo paso
directo a la cavidad pulpar) con fresas corrientes de alta o baja
velocidad. Al momento de comunicar con la pulpa, se introduce en ella
un extractor pupar estéril y de calibre especifico para el diente a tratar,
con la precaucion de que éste no contacte con nada en su trayecto del
envase al diente en el momento de ser introducido. Una vez que ejerce
resistencia dentro de los conductos radiculares, el extractor es retirado e
inmediatamente sumergido en el medio de transporte Tioglicolato. El
odontdlogo tratante prosigue con el tratamiento, mientras que el tubo con

la muestra es inmediatamente puesto en un contenedor a 3 °C, y
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7.2

manteniendo la cadena de frio es transportado al Laboratorio de

Microbiologia.

2 Al llegar al laboratorio se procedié a realizar la siembra de la
muestra en 2 tipos de cultivos, primero en Agar Bilis Esculina y segundo

en Agar Sabouraud dextrosa.

Protocolo de siembra desde medios de transporte a medios so6lidos de

cultivo bacteriano

i. Desde los tubos de medio de transporte con los extractores
pulpares con la muestra de pulpa, se sembraron los microorganismos en
placas de Petri con Agar Bilis Esculina y Agar Sabouraud dextrosa. Todo

este proceso tuvo una serie de subfases:

ii. Se rotulé cada una de las placas con el numero de la muestra, tipo

de Agar y fecha de la siembra.

iii. Se destapo el tubo de microfuga con el medio de transporte y los

extractores pulpares.

iv. Se tomo la placa por su base y se realizé la siembra mediante
estrias y para ello se deslizaron suavemente los extractores pulpares con
la muestra en forma de zig—zag en un pequefio sector de la placa, con

extrema precaucion de no desgarrar el medio de cultivo.

2 Con el asa estéril, se deslizé desde el sector ya sembrado hacia el
sector contrario de la placa nuevamente en forma de zig—zag. Se flameo

el asa, para eliminar las bacterias.

Vi. Con el asa estéril, a partir de las ultimas lineas realizadas, se
debid deslizar hacia el sector contrario de la placa en forma de zig-zag.

Nuevamente se flameo el asa.
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7.3

Vii. Con el asa estéril, se debid repetir el procedimiento hasta
completar la placa. Se tuvo cuidado de que cuando se realizaran las

estrias no se tocaran las que ya se encontraban en la placa.
viii.  Se tapo la placa y se flameo el asa para su esterilizacion.

iX. Las Placas con Agar Bilis Esculina y Agar Sabouraud dextrosa se

incubaron a 37 °C durante 24 horas.

X. Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, se sacaron las

placas de la estufa.

Protocolo de aislamiento de colonias para cultivos puros.

i. Luego del protocolo anterior, se seleccionaron las colonias que

crecieron en mayor cantidad y de forma mas selectiva en los cultivos.

ii. Se resembrd cada colonia nueva seleccionada en una nueva
placa de Agar Bilis Esculina y Agar Sabouraud dextrosa segun

correspondiera.

iii. Con el asa estéril, se tomo la colonia seleccionada desde la placa

en que crecio.

iv. Se tomd la placa por su base y se realizé la siembra mediante
estrias y se deslizo el asa con la colonia, en forma de zig — zag, en un

pequeio sector de la placa.

2 Con el asa estéril, se deslizd6 nuevamente, desde el sector ya
sembrado hacia el sector contrario de la placa en forma de zig — zag. Se

flameo el asa.
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Vi. Con el asa estéril, a partir de las ultimas lineas realizadas, se
deslizé hacia el sector contrario de la placa en forma de zig-zag.

Nuevamente se flameo el asa.

vii.  Con el asa estéril, se repitié el procedimiento hasta completar la
placa.

viii.  Se tapo la placa y se flameo el asa para su esterilizacion.

iX. Se rotulé cada nueva placa con los datos.

X. Se incubd la placa a la temperatura adecuada de 37 °C por 24

horas. Transcurrido el tiempo fueron retiradas de la estufa.

7.4  Analisis macroscopico de las colonias.

Se observaron y describieron las colonias bacterianas de acuerdo a
criterios macroscopicos: tamafo, forma, elevacion, margen, color, superficie,

densidad y consistencia.

En este procedimiento, se seleccionaron las muestras que cumplian con las
caracteristicas macroscopicas de las colonias de Enterococcus y Candida

Albicans.

7.5  Anadlisis microscépico de las colonias:
Protocolo de preparacion frotis bacteriano a partir de placa con cultivo:
i. Se flameo el asa para su esterilizacién.

il. Se enfrid el asa en las paredes internas de la placa de Petri con el

cultivo.
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7.6

7.7

iii. Se tomd una colonia de la placa seleccionada.
iv. Se colocd una gota de agua en la superficie del portaobjeto.
V. Se resuspendié la colonia en la gota de agua hasta disolverla.

Vi. Se fijo el frotis, exponiéndolo suavemente a la llama del mechero

hasta que se secara.

Protocolo de tincion de Gram del frotis

i. Se cubrid el frotis completamente con cristal violeta y se incubd

por 3 minutos.

ii. Se dejo escurrir el cristal violeta y se agreg6 sobre la muestra una

solucién de Lugol. Se incubd por 2 minutos.

iii. Se lavé el Lugol, alternando agua y alcohol-acetona, dejandolo
escurrir, y siempre terminando con agua, hasta que se eliminara el

exceso de cristal violeta o se decolorara completamente la muestra

fijada.
iv. Se cubrié con colorante de contraste Safranina al 1% por 1 minuto.
Vi. Se lavd con agua, se dejé escurrir y se sec6 suavemente con

papel absorbente.

Analisis microscopico de las muestras

Se observé en el Microscopio Optico con aceite de inmersién (Lente

Objetivo 100X).
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Se observaron bacterias con tinciones diferenciales, ya que por su

estructura fisica y composicion quimica, reaccionaran en forma diferente frente

a los colorantes. Ademas se observa forma, agrupacién y color, permitiendo asi

diferenciar los distintos grupos de bacterias.

7.8

Test de susceptibilidad de antibiéticos por difusion en agar (sensidiscos)

i. Esta prueba se realizé solo sobre Enterococcus en el cual se
realizé un césped de las bacterias obtenidas en este trabajo, en placas
con medio Mueller Hinton suplementado con sangre. (requerimiento

nutricional).

ii. Con el Asa bacterioldgica de platino se tomaron colonias desde la
placa y se llevaron a un tubo de ensayo con agua destilada estéril hasta

lograr una turbidez McFarland de estandar 0,5.

iii. Se tomd un cotonito estéril y se sumergidé en el caldo recién

inoculado. Se flameé la boca del tubo y se cerrd.

iv. Con el cotonito impregnado en el caldo se deslizé sobre toda la
superficie del agar Mueller Hinton y Mueller Hinton Sangre, realizando

una siembra en césped.

V. Con una pinza estéril, previamente flameada en el mechero, se
procedié a tomar con mucho cuidado cada sensidisco y a distribuirlos

homogéneamente en la placa.

Vi. Cada sensidisco se posicion6 en la placa cuidando de no tocar el
agar, se dejaron caer en la zona elegida y se presioné suavemente

contra el agar con la pinza estéril.

23



Vii. Se utilizaron sensidiscos de 6,5 mm de diametro de los siguientes
antibioticos o mezclas de ellos: Amoxicilina, Amoxicilina con acido

Clavulanico, Clindamicina, Azitromicina y Vancomicina

viii.  Se observaron los halos de inhibicién y se midieron los diametros
para determinar si la bacteria presenta un fenotipo susceptible,

intermedio o resistente al antibiético de cada sensidisco.
Tipos de halos que pueden desarrollarse alrededor de los sensidiscos:
. Resistente: no hay halo de inhibicion o si existe es muy estrecho.

. Intermedio: hay un halo estrecho libre de crecimiento bacteriano

alrededor del sensidisco.

. Sensible: hay un halo amplio libre de crecimiento bacteriano

alrededor del sensidisco.

Para determinar la sensibilidad de la bacteria a un antibiético, se debe
medir el diametro del halo de inhibicion producido por el antibiotico y comparario
con las tablas estandarizadas por bacteria y antibidtico especifico. En este
caso, se utilizé la tabla proporcionada por Emarin SDA S.A. (marca sensidiscos

utilizados).
7.9 Test Manitol Salado

Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y

diferenciacion de estafilococos.

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentracion salina.
Los estafilococos coagulasa positiva hidrolizan el manitol acidificando el medio;
las colonias aparecen rodeadas de una zona amarilla brillante. Los
estafilococos coagulasa negativos, presentan colonias rodeadas de una zona

roja o purpura. Las colonias sospechosas, se repicaran en un medio sin exceso
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de cloruro de sodio para efectuarles, posteriormente, la prueba de la coagulasa.
En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, constituyen la
fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales, el manitol es el hidrato de
carbono fermentable, el cloruro de sodio (que se encuentra en alta
concentracién) es el agente selectivo que inhibe el desarrollo de la flora
acompanante, y el rojo fenol es el indicador de pH.
Las bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de sal vy
fermentan el manitol, producen acidos, con lo que se modifica el pH del medio y
vira el indicador de pH del color rojo al amarillo. Los estafilococos crecen en
altas concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manitol. Los
estafilococos coagulasa positiva fermentan el manitol y se visualizan como
colonias amarillas rodeadas de wuna zona del mismo color.
Los estafilococos que no fermentan el manitol, se visualizan como colonias

rojas, rodeadas de una zona del mismo color o purpura.

Este cultivo se realizé para diferenciar Estafilococcos de Enterococcus ya que
estas bacterias aun podrian estar infiltradas en nuestro agar Bilis Esculina
porque al igual que Enterococcus estas bacterias hidrolizan la esculina y su

tinciéon de Gram es positiva.

Las Placas se incubaron a 37° durante 24 horas. Y se observa si hay

crecimiento bacteriano.

7.10 Test de la Arabinosa para la diferenciaciéon de especies del género

Enterococcus.

i. El reactivo del Test de la Arabinosa se preparé usando 1 g de I-
arabinosa disuelta en 100ml de caldo de infusién cerebro/corazén (BHI),
al cual se le anade el indicador purpura de bromocresol al 0,006%. Se

autoclava a 121° durante 10 minutos.
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il. Una vez preparado el reactivo para el test, se deja enfriar a T°

ambiente.

iii. Se agregan 0,5ml del reactivo en tubos transparentes (10 tubos
para las 10 muestras), al cual se agregan unas 4 o 5 colonias frescas del

microorganismo en estudio.

iv. Los tubos se incuban a 37° durante 4 horas. Un cambio de color

de purpura a amarillo es considerado positivo para la arabinosa.

7.11  Preservacion de muestras

Los tubos de microfuga (Eppendorf) con Tioglicolato, que contenian
cada una de las muestras en su interior, fueron rotulados con el nUmero de

muestra correspondiente a cada paciente, y puestos en refrigeracién 5 °C.

712 Seguimiento de los pacientes con muestras representativas para la

investigacion

Transcurrido un periodo de tiempo de aproximadamente 5 a 12
semanas, una vez realizada las siembras de muestras en el laboratorio y
concluida la parte experimental, se contacté via teleféonica a todos aquellos
pacientes que aportaron con muestras para nuestro estudio, a los cuales se les
realizd un leve cuestionario con el fin de saber el curso que tuvo la pieza
dentaria luego del procedimiento de trepanacién: si se le realiz6é la endodoncia

correspondiente, y si ese tratamiento fue o no exitoso
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8. RESULTADOS

8.1 Grupo de estudio

De un total de 128 pacientes de ambos sexos que asistieron al
Consultorio Cristo Vive de la comuna de Recoleta y al Cesfam Dr. Luis Ferrada
de Maipu, a los cuales se les extirpd la pulpa dental como indicacion
terapéutica, se recolectaron 132 muestras mediante extractores pupares
estériles individuales para cada pieza dental afectada (cuatro de los pacientes
aportaron con mas de una muestra por tener mas de una pieza dentaria

afectada).

Los datos recolectados en la historia clinica fueron, ademas de los datos
personales y de contacto, el diagnostico dental para cada pieza a trepanar
segun sintomatologia y examen clinico odontologico. Determinando como
PULPITIS a la sintomatologia positiva y percusion negativa; y como NECROSIS
PULPAR a la sintomatologia negativa y percusién positiva. Este ultimo
diagnéstico mas bien hace referencia a una afectacion periapical, pero sin
embargo, para este trabajo, consideraremos que una lesidn periodontal incluye

de antemanera la afectacién pulpar completa.

Del total de muestras, 83 (63%) correspondieron a pulpitis, caracterizado
por una sintomatologia aguda, que acudieron en su mayoria en situacion de
urgencias. Las 49 (37%) muestras restantes presentaron sintomatologia
negativa a los test de sensibilidad, determinando una necrosis pulpar y en
mucha menor medida acudieron por dolor (principalmente a la masticacion)

(Figura1).

Se hace una distincion por sexos para establecer una relacion con la
prevalencia de afectaciones pulpares y con la prevalencia de microorganismos

encontrados. Se obtuvo que en el caso de pulpitis, acudieron 48 mujeres,
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versus 35 hombres. En el caso de necrosis, el sexo femenino también

predomina por sobre el masculino con 27 casos sobre 22. (Figura 2).

Tabla 1: Diagnostico pulpar de las muestras y resultado de los cultivos.

Cultivo Agar Bilis- Cultivo Agar
Paciente Sexo Diagnostico Pulpar Esculina Sabouraud d.
N°1 M NECROSIS =
N°2 F PULPITIS -
N°3 M PULPITIS =
N°4 M NECROSIS -
N°5 F NECROSIS -
N°6 F NECROSIS -
N°7 F NECROSIS -
N°8 M NECROSIS -
N°9 F NECROSIS -
N°10 F NECROSIS -
N°11 M NECROSIS +
N°12 F PULPITIS -
N°13 F NECROSIS -
N°14 M NECROSIS +
N°15 F PULPITIS -
N°16 F PULPITIS -
N°17 F PULPITIS -
N°18 F NECROSIS +
N°19 7 PULPITIS -
N°20 M PULPITIS -
N°21 M PULPITIS +
N°22 F NECROSIS +
N°23 F PULPITIS -
N°24 F PULPITIS -
N°25 F PULPITIS -
N°26 F PULPITIS -
N°27 M PULPITIS -
N°28 F PULPITIS +
N°29 F NECROSIS -
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N°30 F PULPITIS
N°31 M PULPITIS
N°32 M PULPITIS
N°33 F PULPITIS
N°34 F NECROSIS
N°35 F PULPITIS
N°36 M NECROSIS
N°37 F PULPITIS
N°38 F PULPITIS
N°39 F PULPITIS
N°40 M PULPITIS
N°41 F NECROSIS
N°42 F NECROSIS
N°43 M NECROSIS
N°44 M PULPITIS
N°45 F PULPITIS
N°46 F NECROSIS
N°47 F PULPITIS
N°48 F PULPITIS
N°49 M PULPITIS
N°50 M NECROSIS
N°51 F PULPITIS
N°52 M PULPITIS
N°53 IF PULPITIS
N°54 F NECROSIS
N°55 M PULPITIS
N°56 F PULPITIS
N°57 F NECROSIS
N°58 F NECROSIS
N°59 M PULPITIS
N°60 M PULPITIS
N°61 F PULPITIS
N°62 M PULPITIS
N°63 M NECROSIS
N°64 M NECROSIS
N°65 F PULPITIS
N°66 M NECROSIS
N°67 F PULPITIS
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N°68 F NECROSIS
N°69 M NECROSIS
N°70 M PULPITIS
N°71 F PULPITIS
N°72 M PULPITIS
N°73 F NECROSIS
N°74 F NECROSIS
N°75 F PULPITIS
N°76 M PULPITIS
N°77 M NECROSIS
N°78 F NECROSIS
N°79 M PULPITIS
N°80 F PULPITIS
N°81 F PULPITIS
N°82 F NECROSIS
N°83 F PULPITIS
N°84 M PULPITIS
N°85 M PULPITIS
N°86 F PULPITIS
N°87 [F PULPITIS
N°88 M NECROSIS
N°89 F PULPITIS
N°90 F PULPITIS
N°91 M NECROSIS
N°92 F PULPITIS
N°93 [F PULPITIS
N°94 M PULPITIS
N°95 M NECROSIS
N°96 M PULPITIS
N°97 IF PULPITIS
N°98 F NECROSIS
N°99 F PULPITIS
N°100 M NECROSIS
N°101 F PULPITIS
N°102 F PULPITIS
N°103 M PULPITIS
N°104 M PULPITIS
N°105 F NECROSIS
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N°106 F NECROSIS - -
N°107 M NECROSIS + -
N°108 M PULPITIS - -
N°109 F PULPITIS = =
N°110 F NECROSIS - -
N°111 M PULPITIS + -
N°112 F PULPITIS + -
N°113 F PULPITIS + +
N°114 M NECROSIS + -
N°115 M PULPITIS + -
N°116 M PULPITIS - -
N°117 F PULPITIS + -
N°118 F NECROSIS + -
N°119 M PULPITIS + -
N°120 F PULPITIS + -
N°121 F NECROSIS + -
N°122 F NECROSIS + +
N°123 M PULPITIS = =
N°124 M PULPITIS - -
N°125 [F PULPITIS + -
N°126 F NECROSIS - -
N°127 M PULPITIS + -
N°128 F NECROSIS + -
N°129 PULPITIS = =
N°130 PULPITIS + -
N°131 PULPITIS = =
N°132 PULPITIS + -

* F: Sexo femenino; M: Sexo masculino; (+): presentd crecimiento; (-): sin crecimiento.
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Figura 1. Distribucion porcentual de los diagnosticos pulpares.
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Figura 2. Prevalencia de diagnésticos pulpares segun sexo.
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8.2 Toma de muestras:

La toma de muestras se llevd a cabo durante el procedimiento de
trepanacion pulpar, en donde para extirpar la pulpa dental se utilizan extractores
pulpares estériles desechables, los cuales fueron recolectados inmediatamente
luego de cumplir su funcion en el medio de transporte de Tioglicolato para ser
llevados al laboratorio de Microbiologia Oral, manteniendo la cadena de frio
(transportados en recipientes especiales). Este procedimiento se llevé a cabo
bajo aislamiento absoluto de la pieza dental con goma dique y en un solo

movimiento (del diente al medio), sin tocar ninguna otra superficie.

Figura 3. Recoleccion de muestras
A. Muestra biolégica y extractor pulpar estéril.
B. Tubo de microfuga, contenedor de medio de transporte Tioglicolato.

C y D .Muestras pulpares contenidas en medio de transporte.
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8.3 Siembra de bacterias

La identificacion bacteriana comienza con el estudio de la morfologia

macroscopica y microscopica a partir de un cultivo puro.

La siembra de las bacterias se realiz6 desde los extractores pulpares
embebidos en el medio de transporte Tioglicolato a las placas de Petri con los

distintos medios de cultivo solidos.

Los extractores se pasaban linealmente en un sector de la placa de Petri,
para luego, con el asa bacteriologica de platino realizar una siembra estriada en
el resto de placa. Se sembré simultdneamente en el medio Agar Bilis-Esculina y

Agar Sabouraud dextrosa.

El tiempo de incubacién de cada placa fue de 24 a 48 horas para cada
medio. Esto es determinado por los microorganismos que creceran en las

placas.

Figura 4. A- Medio de cultivo Bilis Esculina; B- Encubadora.
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8.4 Seleccidon de microorganismos.

Luego del periodo de incubacién, se excluyeron aquellas muestras que
no presentaron crecimiento o que presentaron colonias con caracteristicas

macroscopicas no esperadas (Tabla1).

En general, las especies de Enterococcus presentan colonias incoloras o
grises en agar Bilis-Esculina ennegrecido, y Candida Albicans presentan

colonias blancas amarillentas cremosas en el agar Sabouraud.

Para una seleccion microscopica e identificacion morfologica bacteriana
se utilizé la Tincidon de Gram, cuya tincion diferencial divide a bacterias de tipo

Gram negativo o positivo segun afinidad a los colorantes. (Tabla 2).

Figura 5. Crecimiento de colonias en siembra bacteriana. A- Enterococcus B- Céndida

Albicans.
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B Sin crecimiento M Bilis-Esculina positivo Sabouraud

3%
29%

68%

Figura 6. Distribucion porcentual de muestras segun crecimiento bacteriano en
cultivos: Para un total de 201 placas de Petri sembradas, un 29% de ellas resultaron
positivas para el Agar Bilis-Esculina y 3% positiva para el Agar Sabouraud dextrosa,

por lo que un 68% del total de placas no presenté resultados.

8.5 Tincion Gram

De las muestras seleccionadas, se realizo tincidn de Gram para la
identificacion de la morfologia bacteriana y si clasifican como Gram positivo o

negativo. (Figura 7)
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Figura 7. Tincién de Gram de una muestra.

llustracion A 'y B muestran un ejemplo del resultado de la tincién de Gram de un frotis

con una colonia bacteriana. A: Se observan cocaceas en grupos y cadenas Gram

positivas B: Cocaceas Gram negativo. La observacion directa se realizé con aceite de

inmersién y aumento de 100X.

Tabla 2. Tincién de Gram y caracterizacién morfologica bacteriana.

Muestra Tincién Gram Caracteristicas morfoldgicas
N°11 BE - Cocos y bacilos en cadenas
N° 18 BE + Cocos en grupos
N° 21 BE + Diplococos en cadenas
N° 22 BE + Diplococos en grupos
N° 28 BE + Cocos en grupos
N° 30 BE + Cocos en grupos y cadenas
N° 31 BE + Diplococos en grupos
N° 35 BE + Cocos en grupos
N° 36 BE - Diplococos en grupos
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N°40 BE

Cocos en grupos y cadenas

N° 41 BE Diplococos en grupo

N° 42 BE Cocos en grupo y cadenas
N°46 BE Diplococos en grupo y cadenas
N° 62 BE Diplococos en cadenas

N° 63 BE Diplococos y bacilos en cadenas
N° 66 BE Diplococos en grupos y Cadenas
N° 67 BE Cocos en Grupo

N°73 BE Bacilos en grupos

N° 75 BE Diplococos en grupos

N° 78 BE Bacilos en grupos

N° 82 BE Diplococos y cocos en cadena
N° 83 BE Diplococos en grupos

N° 86 BE Cocos en Cadena

N° 87 BE Cocos en Cadenas

N° 93 BE Cocos aislados y en Cadena
N°100 BE Diplococos en grupo

N° 103 BE Cocos en grupo y cadenas
N°107 BE Diplococos en grupo y cadenas
N° 111 BE Diplococos en cadena y grupos
N°112 BE Cocos en grupo
N°114 BE Diplococos en cadena y grupos
N°117 BE Diplococos en cadenas

N° 118 BE Bacilos en cadena
N°119 BE Cocos y cocobacilos en grupos
N°120 BE Cocos en cadena y en grupos
N° 125 BE Diplococos en grupos y cadenas
N°130 BE Cocos en grupos
N°132 BE Diplococos en grupos
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8.6 Pruebas de sensibilidad antibidtica

El criterio que se utilizé para seleccionar los antibidticos a utilizar, estuvo
basado en la bibliografia que seleccion6 los mas comunmente utilizados en

tratamientos endodénticos de todo tipo.

Los endodoncistas usualmente utilizan en sus tratamientos Amoxicilina,
Amoxicilina con Acido Clavulanico, Azitromicina, Vancomicina y Clindamicina,
este caso sera nuestro control negativo para las especies de Enterococcus por

su resistencia a esta es ya conocida.

La prueba de los sensidiscos se llevo a cabo en placas de Petri con agar
MuellerHinton suplementado con Sangre (Enterococcus). Sobre estos medios,
se realiz6 una siembra en césped de las bacterias previamente diluidas cada
una en 1ml de suero estéril. Posterior a esto se dispusieron sobre estas placas
los sensidiscos seleccionados y se procedio a incubar las placas por 24-48 hrs.
a 37°C. Posterior a la incubacion, se midio el diametro de los halos de inhibicién
generados por los distintos antibidticos en cada una de la muestras, para luego

interpretar los resultados segun una tabla estandar (Emarin SDA S.A.).
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Figura 8. Antibigrama: En la figura se muestra el ejemplo del antibiograma de una de

las muestras. Los sensidiscos con antibiéticos se disponen de forma ordenada y

separados entre ellos sobre la siembra en la placa de Petri, Se observan los distintos

halos de inhibicion determinados para cada uno.

ANTIBIOTICOS UTILIZADOS

MUESTRA
Am Am-Cl Az Va cl
18 S S S R R
(40mm) (44mm) (39mm) -- (12mm)
21 S S S R R
(38mm) (42mm) (45mm) -- (6mm)
22 S S S R R
(36mm) (43mm) (44mm) - (14mm)
28 S S S R R
(32mm) (35mm) (37mm) -- (13mm)
30 S S S R S
(43mm) (42mm) (46mm) -- (24mm)
31 S S R | R
(25mm) (29mm) (9mm) (13mm) --
35 S S S R R
(30mm) (40mm) (20mm) -- --
41 S S R S R
(35mm) (34mm) (13mm) (21mm) --
42 S S S R R
(35mm) (38mm) (40mm) - --
46 S S R S R
(33mm) (35mm) (13mm) (19mm) --
62 S S S R R
(38mm) (40mm) (16mm) -
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63 S S S R R
(39mm) (42mm) (35mm) -- -
66 S S S S R
(38mm) (40mm) (27mm) (39mm) --
75 S S S R R
(35mm) (40mm) (35mm) - (12mm)
82 S S S R R
(31mm) (35mm) (35mm) - -
83 S S R R R
(30mm) (33mm) (20mm) (13mm) -
86 S S S R R
(28mm) (30mm) (28mm) -- -
87 S S S R R
(35mm) (38mm) (31mm) - --
93 S S S S R
(37mm) (40mm) (36mm) (21mm) -
100 S S S R R
(35mm) (38mm) (28mm) - -
103 S S R S R
(39mm) (42mm) (13mm) (37mm) -
107 S S R R R
(41mm) (45mm) (8mm) - -
111 S S S S R
(41mm) (44mm) (35mm) (29mm) -
112 S S S R R
(40mm) (42mm) (25mm) - -
114 S S S R R
(32mm) (34mm) (28mm) - --
117 S S S R R
(38mm) (45mm) (30mm) - -
119 S S R R R
(42mm) (39mm) (10mm) -- -
120 S S S S R
(40mm) (43mm) (27mm) (28mm) --
125 S S S R R
(42mm) (45mm) (35mm) -- -
130 S S R R R
(40mm) (42mm) (15mm) (12mm) -
132 S S S R R
(39mm) (41mm) (25mm) -- -
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Tabla 3. Resultados Antibiograma

*

Abreviaturas: Am, Amoxicilina; Am-Cl, Amoxicilina-Ac.Clavulanico; Az, Azitromicina; Va,
Vancomicina; CI, Clindamicina. En paréntesis se indica el diametro en milimetros del halo de
inhibicion de crecimiento para algunos ensayos. S=Sensible, R=Resistente, |=Sensibilidad

Intermedia.

8.7 Prueba de identificacidbn de especies bacteriana para el género

Enterococcus.

Dentro de este género bacteriano, la especie de Enterococcus faecalis es
el patégeno humano mas frecuente, representando el 60% al 90% de los
aislamientos clinicos de enterococos, mientras que E. faecium es la segunda

especie aislada en frecuencia.

Se realiz6é un test bioquimico diferencial entre especies de las muestras
de Enterococcus obtenidas. El test de la arabinosa basado en la fermentacion
de este reactivo, diferencia las especies de Enterococcus faecalis de
Enterococcus faecium mediante el viraje de PH que se establece en el medio.
Un cambio de color de purpura a amarillo se considera positivo para la

arabinosa.

Para la prueba de la arabinosa, se agregaron colonias frescas de cultivos
puros de Enterococcus en tubos con 0,5ml de reactivo. Se incubd a 37° durante

24 horas y se observo.

De las 31 muestras, 9 de ellas presentaron cambio de coloracién de

purpura a amarillo.

E. faecalis es arabinosa-negativo y E. faecium arabinosa-positivo.

Ocasionalmente otras especies de Enterococcus pueden ser aisladas de
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muestras clinicas, pero en general, no es necesario tratar de identificarlas, a

menos que sean resistentes a Vancomicina.

: " ?4 ha
<V T R R 7

POV ww We &

A

Figura 9. A: Resultados Test de la arabinosa.

B: Se observa un resultado positivo (tubo derecho) y uno negativo (tubo izquierdo) para el test.

M Arabinosa + M Arabinosa -

29%

71%

Figura 10. Relacion porcentual Test de la arabinosa
De un total de 31 muestras sometidas a la prueba, 9 resultaron arabinosa positivos

y 22 arabinosa negativos.
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8.8 Seqguimiento de pacientes

Transcurrido un periodo determinado, se realizé un seguimiento
telefénico de todos aquellos pacientes que aportaron con muestras para esta

investigacion.

De los 128 pacientes, que aportaron con 132 muestras en total,

contestaron el cuestionario 114.

A partir de este total, se desglosa una nueva distribucion porcentual
segun aquellos pacientes que realizaron y que no realizaron el tratamiento de

endodoncia de la pieza que aporté con la muestra (figura 11).

B Realizaron endodoncia B No Realizaron endodoncia

37%

63%

Figura 11. Distribucion porcentual de los pacientes que realizaron y que no realizaron

el tratamiento endodéntico del diente que aportdé con la muestra pulpar.
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B Tratamientos exitosos (89%)

B Tratamientos fallidos (11%)

Presentaba la bacteria (44% de
los casos fallidos)

B No presentaba la bacteria (56%
de los casos fallidos)

Figura 12. Relacién fracasos endoddnticos con la presencia de Enterococcus.
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9. DISCUCION

Se recolectaron 132 muestras bacteriologicas de pulpas dentales, a partir
de 128 pacientes cuya indicacion terapéutica era trepanacion dentaria. Se
clasificé el diagndstico previo cada pieza dental en Pulpitis (sensibilidad positiva
y percusion negativa, indistintamente el tipo de pulpitis) y Necrosis Pulpar
(sensibilidad negativa y percusion positiva, indistintamente si hay afectacion del
periapice o no), definiéndose 83 casos de inflamacion pulpar y 49 de necrosis
(Tabla 1).

Estos resultados, evidenciaron que el diagndstico mas prevalente fue el de
pulpitis, lo que coincide con el estudio realizado por Quifionez, en Cuba el afio
2000 que evaluo la prevalencia de lesiones pulpares en 70 pacientes atendidos
en dos servicios de urgencias, en donde las lesiones prevalentes fueron las

(14

lesiones de tipo agudas ). Sin embargo, y en contraste con estos resultados,

la literatura describe una inclinacion hacia el predominio de lesiones

(19 es decir, con diagndstico de necrosis pulpar. Esta diferencia

periapicales
puede ser explicada porque tanto este estudio, como el de Quifionez, fueron
realizados con pacientes atendidos en el servicio publico y de urgencias, a
donde los pacientes acuden a la atencion por fuerte sintomatologia asociada a

la infeccion pulpar.

En un estudio realizado por Peters y colaboradores ' de la Universidad de
Amsterdam, donde se evalué la prevalencia de periodontitis apical post-
endodoncia en pacientes adultos se encontré semejanzas con el presente
estudio y el estudio cubano de Quifionez, en cuanto a prevalencia de lesiones
pulpares segun el sexo, siendo esta mayor en pacientes mujeres (52,8% en el
estudio de Peters, 65% en el presente estudio) (Figura 2). Este predominio del
sexo femenino, podria atribuirse a que las mujeres presentan mayor interés por
recibir un tratamiento odontoldgico para mejorar su estética y funcionalidad, o a

que el género femenino podria ser mas susceptible a la morbilidad dental.!'”)
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El total de 132 muestras pulpares, fueron sembradas en dos tipos de
medios de cultivo: 132 en Agar Bilis Esculina y 72 en Agar Sabouraud dextrosa,

determinando 204 placas (Tabla1).

De las 132 siembras en Agar Bilis Esculina, 59 presentaron crecimiento de
colonias bacterianas, lo que corresponde a un 44% de las muestras en ese
medio. Al analisis macroscopico de estas 59 placas, se observo que 21 de ellas
presentaban caracteristicas que no correspondian a las esperadas: Hay
muestra que presentaron color blanco con consistencia cremosa. Hay muestras
que presentaron una coloracion mas bien amarillenta y con tamafos de
colonias mucho mayores a los buscados y también hay muestras que

presentaron color anaranjado y opaco.

Estas 21 muestras quedaron excluidas del resto de las pruebas, y
podriamos atribuir este resultado a distintas variables. En el Agar Bilis Esculina
no solo crecen las distintas especies de Enterococcus, sino que también otras
bacterias tales como Streptococcus del grupo D. Por otro lado cabe la
posibilidad de que la muestra se haya contaminado con alguna levadura al

momento de su siembra o que el paciente haya sido el portador.

A las 38 muestras restantes, se les realiz6 tincion de Gram para el analisis
microscopico de las colonias (Figura 7). De este procedimiento, 34 muestras
fueron Gram positivo y solamente 4 Gram negativo, que también quedaron
excluidas de nuestra investigacion. En el caso de las 34 muestras tincion Gram
positivas, en 31 se observaron las caracteristicas esperadas y coincidentes con
las caracteristicas morfolégicas del género Enterococcus y 3 fueron excluidas
por no cumplir con estos parametros en la morfologia, pudiendo asi corroborar

la identificacion de estos 31 microorganismos (Tabla 2).
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En el estudio con antibidticos, las muestras de Enterococcus presentaron
resistencia en distintos grados a algunos antibiéticos usados frecuentemente en

la clinica odontologica.

En el caso de la Amoxicilina, uno de los antibiéticos comunmente recetado
por odontdlogos para afecciones pulpares, las 31 muestras presentaron
sensibilidad. El tratamiento de eleccién de las infecciones por Enterococcus sin
resistencia demostrada consiste en ampicilina o amoxicilina aisladas. Sin
embargo, existen reportes de que actualmente tratamientos unicamente con

amoxicilina, han resultado fallidos presentado casos de resistencia a ésta.

En el caso de Amoxicilina/Ac.Clavulanico, se obtuvo también una
sensibilidad del 100%. Este resultado coincide con el el 99% descritos en la

literatura (®.

La amoxicilina Funciona al detener el crecimiento de las bacterias, el acido
clavulanico pertenece a una clase de medicamentos llamados inhibidores de
beta-lactamasa que funciona al evitar que las bacterias destruyan la
amoxicilina. En general, se recomienda la asociacion
Amoxicilina/Ac.Clavulanico frente a este género bacteriano, por la reciente

aparicion de cepas resistentes a la Amoxicilina.

Para la Azitromicina, un 78% de las muestras presentaron sensibilidad,
dejando al 22% restante como resistente. La Azitromicina es un macrélido que
se considera como alternativa a la Amoxicilina en determinados casos de
hipersensibilidad a esta. Sin embargo, segun esta investigacién, presenta

algunas resistencias, que también se evidencian en otros estudios.

Enterococcus, como género, presenta resistencia innata a Clindamicina, por
lo que en los antibiogramas realizados, sirvio de control negativo para las
muestras, excepto en el caso de la muestra 30, que con un halo de inhibicién de

24mm, mostroé sensibilidad a este antibiodtico.
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Hasta finales de 1980 las infecciones graves por Enterococcus fueron
tratadas eficazmente con betalactamicos (Penicilina o Ampicilina), pero en
enfermos con hipersensibilidad a betalactamicos éstos eran sustituidos por
Vancomicina. Es de esperar que en parte por ese motivo, en afios recientes, los
Enterococcus han adquirido resistencias a estos antibidticos, presentando
actualmente un gran problema. Este hecho es debido a un grupo de genes que
codifican un precursor alternativo de la pared celular, al cual es incapaz de
unirse o se une con baja afinidad la Vancomicina, o bien dichos genes eliminan
a los precursores de la pared a los que se une esta. Las cepas resistentes se
clasifican en funcion de los fenotipos que presentan, diferenciadas entre si en

funcion del nivel de resistencia a Vancomicina que presenten.

Los Enterococcus resistentes a Vancomicina (ERV) plantean problemas
para el tratamiento, puesto que la resistencia suele ser detectada en las cepas
de E. faecium con resistencia también asociada a Ampicilina. Estas cepas son
tipicamente resistentes a otros antibioticos, como Eritromicina, Tetraciclina,
Fluorquinolonas y Rifampicina, y son resistentes a altas concentraciones de

aminoglucosidos 9.

Es importante tener en mente que el género Enterococcus surgid como
consecuencia de la presion selectiva ejercida por los antimicrobianos ya que es
intrinsecamente mas resistente a los antimicrobianos que otras especies
bacterianas. Si esta presion selectiva es muy importante, su repercusién clinica

se tornara cada vez mas prevalente.

Este estudio presentd6 24 muestras (77%) Vancomicina-resistentes,
corroborando asi la informacién publicada mas actualizada respecto a este
creciente aumento de resistencia a Vancomicina. Para la deteccion de
resistencia a Vancomicina en Enterococcus mediada por los genes van (que
confieren alto grado de resistencia a vancomicina), podemos utilizar varios

métodos, todos con buena sensibilidad. Para las cepas con bajo grado de
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resistencia, métodos como difusién en disco o automatizados rapidos tienen
limitaciones para detectarla *°). Es por eso que podriamos atribuir un alto nivel

de resistencia a las bacterias presentadas en este estudio.

La gran mayoria de los Enterococcus resistentes a la Vancomicina son
cepas de E. faecium. En este estudio x muestras de E. faecium fueron EVR y x
de E. Faecalis. Aunque existen cerca de 17 diferentes especies de
Enterococcus, solamente dos especies son responsables de la mayoria de las
infecciones en humanos: E. faecalis y E. faecium. La mayoria de los
laboratorios soélo necesitan diferenciar estas dos especies bacterianas, ya que
la diferenciacién de estas dos especies con las otras del mismo género, es

relevante solamente cuando se trata de una cepa resistente a Vancomicina.

La diferenciacion entre E.faecalis y E. faecium se puede hacer basicamente
con la ayuda de tests microbiologicos, tales como la “acidificacion de la
arabinosa”, o el test de “Litmus milk” o Leche tornasolada (LM). En este estudio
se llevo a cabo el test de la Arabinosa, el cual presentd un resultado positivo
para las muestras 31, 41 y 46, correspondientes al 30% de las muestras. Este
resultado fue interpretado de acuerdo al viraje de color obtenido en los
reactivos, en donde un cambio de color de purpura a amarillo, indicaba que el
microorganismo es capaz de fermentar la arabinosa (monosacarido) como
fuente de carbono. De ser asi, estariamos en presencia de E. faecium. Por su
parte, E. faecalis se considera arabinosa negativo, que en el test no manifiesta

cambio de color del medio (manteniéndose purpura). (Figura 9).

Cabe mencionar, que ademas de E. faecium, existen otras especies de
Enterococcus que son arabinosa-positivas, tales como E. casseliflavus o E.
gallinarum, sin embargo, no fueron consideradas por tener una muestra muy

poco representativa.
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De un total de 72 placas sembradas en Agar Sabouraud dextrosa, se obtuvo
crecimiento en solo 7 de ellas (Tabla 1). Las colonias de la muestra 16, no
cumplian con los requisitos macroscopicos ni microscopicos requeridos para
ser definida como Candida Albicans. Por su parte, las otras 6 muestras, que si
fueron representativas resultaron ser indicativas de crecimiento de Candida

Albicans.

Para ver la relacion existente entre estos hallazgos microbiolégicos y los
fracasos en tratamientos de endodoncia, se intentd contactar via telefénica a los
participantes de este estudio. De los 132 pacientes, se logré contactar a 114
para que respondieran el cuestionario propuesto en esta investigacion, de los
cuales solo 83 (63%) cumplieron con realizarse el tratamiento endoddntico

correspondiente (Figura 11).

Una pieza dentaria debe ser trepanada, ya sea por indicacion terapéutica,
es decir como parte inicial del tratamiento de endodoncia, o bien, por urgencia,
en donde el paciente acude a la atencion con fuerte sintomatologia asociada a
la infeccion pulpar. En este caso, una vez removido el contenido cameral y de
los conductos radiculares, y aliviada la sintomatologia, es de suma importancia
que en el minimo periodo de tiempo posible se proceda con el sellado
endoddntico definitivo. Esta idea se basa en la Teoria del tubo hueco, propuesta
por Rickett en 1931@", que plantea que no se puede dejar vacio un conducto,
ya que dentistas de la época observaron que al eliminar el tejido pulpar,
dejando el conducto vacio, daba como resultado una lesion apical, aun en
ausencia de microorganismos, detritus o materiales toxicos. Las bacterias
encuentran el espacio apropiado para desarrollarse y producir una nueva lesion

22) Es por eso que la etapa

perirradicular o mantener la lesién preexistente
operatoria de obturacidén y posterior rehabilitacién definitiva es lo unico que

garantiza éxito en el tratamiento y debe ser realizada a corto plazo (16)
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Dentro de la microflora normal de la cavidad oral, también podemos
encontrar microorganismos no habituales provenientes de otros lugares. Pese a
que el género Enterococcus es comensal del intestino humano, demostramos
en este trabajo que también se hace presente en la cavidad oral, incluso dentro

de la cavidad pulpar, tal como se reporta en la literatura.

De las 83 personas tratadas endodonticamente, tan solo 9 (10,8%) relataron
fracaso en su tratamiento, de las cuales 4 (44%) presentaron alguno de los
microorganismos en estudio: tres de ellas presentaron Enterococcus faecalis,
una presento Enterococcus faecium y ninguna muestra presento Candida
Albicans. Considerando dichos resultados, se puede establecer una relacion
entre el fracaso endodontico y la presencia de Enterococcus, ya que este 44%
de Enterococcus en endodoncias fallidas dobla al porcentaje de bacterias

encontradas en el total de la muestra, el cual correspondioé al 23%. (Figura 12)

Dentro de las muestras que presentaron endodoncia fallida en ninguna se
obtuvo crecimiento de Candida Albicans, por lo que no es posible establecer
una relacion entre el fracaso endodontico y la presencia de este

microorganismo.

Las Muestras en las que se obtuvo fracaso endodontico y presentaron los

microorganismos en estudio fueron las muestras N° 35, 82, 112y 119.

Al analizar el antibiograma realizado a estas muestras, y pese a que todas
fueron sensibles a Amoxicilina y Amoxicilina/Clavulanico, se destaca que la
muestra 119 fue resistente a Azitromicina y a Vancomicina; y las muestras 35,
82 y 112 fueron resistentes a Vancomicina. Podemos inferir respecto a esto que
mas que el género Enterococcus, son cepas especificas las posibles causantes

de los fracasos endodonticos.

Al haber una cepa resistente a Azitromicina y a Vancomicina es posible

inferir una relacion entre esta resistencia y el fracaso endodontico sin embargo
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es aun mas probable que mas bien alguna cepa resistente a Vancomicina sea
la responsable de los fracasos endodonticos por poseer una mas alta
patogenicidad. Estableciendo que son determinadas cepas bacterianas las que
con sus diversos mecanismos de resistencia bacteriana generan esta

patogenicidad y no es una caracteristica en si de las bacterias.

Por lo tanto es posible establecer cierta relacion entre la resistencia
antibidtica de estos microorganismos con la permanencia de ellos en los
conductos radiculares luego del tratamiento de endodoncia. No obstante un

mayor universo muestral podria reflejar con mayor claridad esta relacion.
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10. CONCLUSIONES

Existe un 23% de probabilidad de encontrar Enterococcus spp. en pulpas

dentales infectadas.

Existe un 44% de probabilidad de encontrar Enterococcus spp. en pulpas

dentales en pacientes con fracaso en el tratamiento endodontico.

Existe un 10% de probabilidad de encontrar Candida Albicans en pulpas

dentales infectadas.

Existe una relacion entre ciertas cepas de Enterococcus y los

tratamientos fallidos de endodoncia.

No se encontré relacion entre Candida Albicans y los tratamientos

fallidos de endodoncia

El género Enterococcus posee sensibilidad frente a Amoxicilina,
Amoxicilina/Ac.Clavulanico y Azitromicina y una resistencia natural a

Clindamicina.

El género Enterococcus ha sido capaz de adquirir gran resistencia a

Vancomicina.
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11. SUGERENCIAS

Se sugiere realizar un estudio con un mayor universo, para aumentar la
casuistica, y evaluar si los microorganismos encontrados en nuestro trabajo se

repiten en otras muestras pulpares infectadas.

Se sugiere aumentar la cantidad de muestras debido a la poca

recurrencia de los fracasos endoddnticos.

Se sugiere realizar la continuacion de este estudio con pacientes que

acuden a realizar el tratamiento de endodoncia y no con pacientes de urgencia.

Ademas incluir en la evaluacién la causa del fracaso endodontico y formar

nuevos criterios de exclusion muestral.

Se sugiere la realizacidon de pruebas bioquimicas mas especificas para la

identificacion bacteriana.

Se sugiere realizar un seguimiento de este estudio analizando solo pacientes
con fracaso endodontico con el fin de determinar las cepas especificas

asociadas a este fracaso.
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13.  ANEXOS

Cuestionario sequimiento paciente

1. Corroboracion de datos:

Nombre:

Rut:

Sexo:

Fecha y lugar trepanacion:

2. Datos nuevos:

Sintomatologia durante los 3 primeros dias posteriores a la trepanacion: Si/ No

Sintomatologia posterior a los 3 dias posteriores a la trepanacion: Si/ No

Realizé tratamiento de conducto de la pieza trepanada: Si / No

Tiempo transcurrido desde la trepanacion al inicio del tratamiento: dias.

Sintomatologia posterior al tratamiento: Si/ No

Necesidad de rehacer el tratamiento endodontico: Si/ No
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Facultad de Odontologia
Departamento de Microbiologia y Biotecnologia Oral

Obj: Presentacién Proyecto de Investigacion

Santiago, 5 de Mayo 2015

DE: Departamento de Microbiologia y Biotecnologia Oral.

A:

Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Andrés Bello.

Dr. Pablo Nieto

Coordinador Odontologia CESFAM Dr. Luis Ferrada.

Comité Bioética de CESFAM Dr. Luis Ferrada.

Por medio de la presente vengo a presentar a Ud. Proyecto de investigacién para

evaluacion de factibilidad de aplicacion en el CESFAM Dr.Luis Ferrada.

1.- Titulo: “Estudio para determinar la prevalencia de Enterococus spp. y Céandida
albicans en pulpas dentales extraidas por indicacién de trepanacion™

2.- Objetivo: Determinar si el desarrollo pulpitis dolorosa irreversible se asocia al
desarrollo de bacterias especificas dentro de la pulpa dental y el rol que juegan aquellos
microorganismos en la enfermedad pulpar, que corresponde a una de las afecciones
dentales mas frecuentes y dolorosas para el paciente odontoldgico.

3.- Metodologia: Evaluacién a través de pruebas microbioldgicas de restos pulpares
provenientes de la trepanacién dentaria.

En pacientes con diagnostico de pulpitis dolorosa irreversible, sin distincion de edad o
genero.

Numero de muestras aproximadas: 60 Duracién : 3 meses

Horario: lunes a viernes de 8.00 a 17.00.

Inicio Investigacion: De acuerdo a disponibilidad de su servicio

Este estudio se hace en el marco de trabajo de titulacion de alumnos de 6to afio, de la

carrera de Odontologia de la Universidad Andrés Bello y bajo direccion del departamento de
Microbiologia y Biotecnologia Oral de la misma universidad. El tutor principal del trabajo es el
Dr. Mauricio Bittner Ortega, PhD en Bioquimica y Microbiologia. La alumna operadora y
solicitante es: Margarita Orellana Pizarro, interna del Cesfan y alumna de 6° afo de la carrera.

Para el procedimiento de recoleccidon de restos pulpares, no se alterara en nada el

desempeno habitual del trabajo del servicio dental, ya que normalmente estos restos son
desechados y en este caso previa autorizacién bajo consentimiento informado (anexo N°1) por
escrito y firmado por el paciente, estos restos pulpares seran almacenados en tubos de
microfuga y transportado al Laboratorio Microbiologia y Biotecnologia Oral de la Universidad
Andrés Bello para su analisis microbiolégico.
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Es de destacar que la participacion por parte de los usuarios es totalmente voluntaria, en
ningun caso implica pagos al usuario o a personal del CESFAM. No implica distracciéon del
tiempo laboral del personal de CESFAM y no considera en ningun tipo de reclutamiento o
llamado a participar. Es una investigacién de caracter pasivo y sin intervencion de los
procedimientos habituales del Servicio.

Es posible que la participacion en este estudio no tenga un beneficio directo, sobre los
usuarios o el CESFAM. Sin embargo, la identificacién de una correlaciéon entre Enterococus y
Candida albicans con los tratamientos de endodoncia fallidos, eventualmente podria contribuir a
un mejor conocimiento de este cuadro y acercarnos a postular un tratamiento con un enfoque
mas directo, para dicha patologia. Esperamos que esta investigacion pueda contribuir de forma
significativa a la odontologia, y nos haga participes del Congreso de Estudiantes de
Odontologia de este afo 2015 ademas de otros concursos y publicaciones.

La investigacion quedaria en toda etapa a su disposicion para control o auditora
pertinentes, por parte de su servicio. Sin embargo, los autores se comprometen a mantener
informado a la Direccion del CESFAM con avances y el trabajo final, en caso de no solicitarlo
directamente. En las publicaciones el CESFAM sera considerado y mencionado como participe
de dicha investigacion.

Sin otro particular y en espera de una favorable acogida por parte de su servicio, se
despide muy agradecida por su disponibilidad

Margarita Orellana P.
Licenciada en Odontologia
Investigador

Dr.Mauricio Bittner O.
PhD. Bioquimica y Microbiologia
Jefe Departamento Microbiologia y
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Biotecnologia Oral
Tutor Principal
CONSENTIMIENTO INFORMADO

A través del presente invitamos a Ud. a participar de un trabajo de investigacion titulado:
“Estudio para determinar la prevalencia de Enterobacterias y Candida albicans en pulpas
dentales extraidas por indicacion de trepanacién”, el cual tiene por objetivo determinar si el
desarrollo de fracasos en la endodoncia se asocian al desarrollo de bacterias especificas dentro
de la pulpa dental y el rol que juegan aquellos microorganismos en la enfermedad pulpar.

Para ser llevado acabo requerimos utilizar los restos pulpares desechados en el
procedimiento endoddntico que se les efectuara independiente de su participacion en el estudio,
para su analisis microbioldgico en el laboratorio.

Reiteramos que su participacion en este estudio no modifica en absoluto el procedimiento
dental al cual sera sometido y es absolutamente voluntario. No tiene riesgo, costo ni retribucion
econdémica alguna para el paciente.

De aceptar participar en el presente estudio, se le solicitara rellenar un cuestionario breve,
de caracter anénimo con datos clinicos necesarios para andlisis de posibles variables
involucradas en los resultados obtenidos. Ademas, usted debe otorgar su consentimiento
informado por escrito.

Usted puede retirarse de la investigacion o no participar de ella sin sancién alguna

El beneficio que se obtendra de esta investigacion, sera contribuir a los estudios y lineas de
investigacion para mejores tratamientos odontolégicos, con enfoques mas directos.

Se informa ademas que los datos seran confidenciales y las muestras de uso exclusivo para
este estudio y sin ningun otro fin.

AUTORIZACION:

Yo, , RU.T. he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos
con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

FIRMA DEL PARTICIPANTE FECHA:
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