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1. RESUMEN 

 

Introducción: E. faecalis es un microorganismo anaerobio facultativo, 

Gram positivo, que forma parte de la microbiota normal de la cavidad oral y del 

tracto gastrointestinal, forma biofilm, presenta resistencia a factores del sistema 

inmune y antimicrobianos. Se aísla con mayor frecuencia en fracasos 

endodónticos y ocasionalmente en infecciones endodónticas primarias como la 

Periodontitis Apical Asintomática (PAA). Su característica principal es la 

sobrevivencia en ecosistemas empobrecidos. 

 

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de 

E.faecalis  en dientes con diagnóstico de PAA. 

 

Material y Método: La muestra en estudio se conformó por 30 pacientes  

con un diente unirradicular con diagnóstico de PAA. De cada uno de ellos se 

obtuvo una muestra microbiológica con el método de Schimauchi H en 

condiciones de aislamiento absoluto. La muestra fue depositada en un vial con 1ml  

de RTF a 4°C y fue llevada al laboratorio para su procesamiento antes de dos 

horas. La identificación de E. faecalis se realizó mediante cultivo microbiológico 

clásico y biología molecular mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

  

Resultados: E.faecalis se identificó en el 63,33% (19 individuos) de las 

muestras microbiológicas obtenidas de dientes diagnosticados con PAA.  

 

Conclusión: El alto porcentaje de aislamiento de E. faecalis en la población 

estudiada, confirma que este patógeno forma parte de la microbiota habitual en la 

PAA. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 
La literatura endodóntica ha establecido ampliamente que los 

microorganismos juegan un rol fundamental en el desarrollo y mantención de las 

patologías pulpares y periapicales [1]. 

 

En una necrosis pulpar total, los patógenos que colonizan el sistema de 

canales radiculares (SCR) son capaces de iniciar una respuesta 

inmunoinflamatoria por parte del hospedero en los tejidos periapicales, como la 

periodontitis apical, que se caracteriza por la reabsorción del hueso alveolar [2]. 

 

Las infecciones endodónticas se caracterizan por presentar una microbiota 

mixta, caracterizada por una gran variedad de combinaciones bacterianas [3-5]. 

 

En los últimos años,  gracias al perfeccionamiento  de nuevas técnicas 

moleculares de detección bacteriana, se han identificado algunas especies de la 

microbiota endodóntica  que son fundamentales en el desarrollo de lesiones 

endodónticas primarias y persistentes, y que son muy difíciles de cultivar mediante 

microbiología clásica [3,6,7]. 

 

Enterococcus faecalis es el microorganismo mayormente aislado en las 

infecciones endodónticas persistentes [8,9]. Es probablemente el patógeno que 

mejor se adapta y tolera las condiciones ecológicas existentes en los conductos 

radiculares, gracias a ciertas características microbiológicas como sus factores de 

virulencia y su capacidad de formar biopelículas [10]. 

 

 A raíz de la importancia endodóntica de E.faecalis, este trabajo  de 

investigación tiene como propósito determinar  la presencia de este patógeno en la 

Periodontitis Apical Asintomática, a fin de esclarecer su participación en  el 

establecimiento de esta infección endodóntica primaria. 
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2.1. MARCO TEÓRICO 

La Periodontitis Apical Asintomática (PAA) es la inflamación y destrucción 

de los tejidos perirradiculares causada por microorganismos y sus productos 

presentes dentro del sistema de canales radiculares de los  dientes afectados [11]. 

Diversos autores señalan que las vías de invasión microbiana a los canales 

radiculares corresponden a pérdidas de tejido de la corona del diente como 

resultado de caries, procedimientos clínicos, traumatismos, microfisuras y 

fracturas. Sin embargo, la infección pulpar también se puede desencadenar 

gracias a la exposición de túbulos dentinarios  en la porción cervical del 

diente debido a comunicaciones en la capa de cemento. Asimismo, los 

microorganismos también acceden al tejido pulpar a  través de la circulación 

sanguínea (vía anacorética). Cualquiera sea la puerta de entrada del patógeno, se 

genera una inflamación y posterior necrosis del tejido [12,13]. 

La pulpa infectada y necrótica ofrece un hábitat selectivo para los 

microorganismos, ocasionando cambios inflamatorios o degenerativos a nivel de 

este tejido, a lo que se suma  la respuesta inmunológica del hospedero que puede 

variar en magnitud y severidad. Esta respuesta inmune involucra a una serie de 

eventos celulares, vasculares y moleculares con el fin de detener el avance de los 

agentes patógenos. Sin embargo, cuando el sistema de defensa se enfrenta a un 

gran número de microorganismos con  un alto poder de virulencia, persiste la 

infección, destruyendo la mayor parte de los  tejidos y dando lugar a la PAA [13]. 

La gravedad de la destrucción en una lesión perirradicular depende del 

equilibrio entre los productos del microorganismo patógeno y la respuesta  inmune 

del hospedero. Las repercusiones en el periodonto van desde el engrosamiento 

del ligamento periodontal y la reabsorción de la lámina dura, hasta la destrucción 

del hueso apical, dando como resultado la formación de un granuloma o quiste 

radicular periapical que es observable radiográficamente como un área radiolúcida 
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bien delimitada. La acumulación de mediadores inflamatorios es fundamental en la 

reabsorción ósea, la cual  es una característica del desarrollo de la lesión 

periapical de la PAA [11,14]. 

Si bien, los hongos, las arqueas, y los virus contribuyen a la diversidad 

microbiana en las infecciones endodónticas, las bacterias son los 

microorganismos más prevalentes en estas infecciones [15]. 

Los dientes comparten el microambiente de la cavidad oral con alrededor 

de 700  especies bacterianas, considerándose a ésta como el nicho ecológico con 

mayor biodiversidad conocido hasta ahora [16].  

La baja tensión de oxígeno presente en el sistema de canales radiculares 

(SCR) con necrosis pulpar, la escasa disponibilidad de nutrientes y las 

interacciones bacterianas son los factores ecológicos que ayudan a determinar la 

composición de la microbiota del canal radicular. Una interacción microbiana 

positiva, es decir, aquella que ayuda a los microorganismos a usar de forma 

óptima los recursos del ambiente, mejora la capacidad de supervivencia de las 

bacterias que interactúan, permitiendo que las diferentes especies coexistan en 

ambientes donde no podrían hacerlo por sí solas. Además éstas ayudan a 

desarrollar una mayor patogenicidad debido a los efectos sinérgicos entre las 

especies [17]. 

Las diversas técnicas utilizadas para el estudio de la microbiota pulpar y 

periapical evidenciaron  que las bacterias observadas con mayor frecuencia en las 

infecciones  endodónticas primarias son las anaerobias  obligadas y facultativas. 

Dentro de los géneros frecuentemente aislados se incluyen: Fusobacterium, 

Prevotella, Porphyromonas, Enterococci, Treponema, Peptostreptococci, 

Eubacterium, Actinomyces y Streptococci [4,18,19]. 
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2.1.1. Enterococcus faecalis 

Entre las bacterias presentes en una infección endodóntica, la  frecuencia y 

el papel de los Enterococci ha requerido de una considerable atención [8,20,21].  

Los Enterococci han sido identificados como géneros con especies bacterianas 

resistentes a los antibióticos entre ellos la Vancomicina, antibiótico de uso 

restringido, lo que ha generado serias dificultades terapéuticas [22]. Alrededor de 

un 90% de las infecciones originadas por Enterococci en los seres humanos son 

causadas por Enterococcus faecalis [23]. 

Enterococcus faecalis es un microorganismo coco Gram positivo que se 

encuentra formando parte de la microbiota de la cavidad oral y del tracto 

gastrointestinal.  Es un anaerobio facultativo, inmóvil y no esporulado que se 

dispone en pares o cadenas. El tamaño de cada célula oscila entre 0,5 y 0,8 

micrómetros [24-27].  

Este microorganismo posee numerosos factores de virulencia, entre los más 

importantes se encuentran: 

 Sustancia de agregación: facilita el contacto entre bacterias durante el 

intercambio de plásmidos. Además, potencia  considerablemente la 

adherencia  a tejidos del hospedero y la internalización del microorganismo 

en los macrófagos [26,28]. 

 

 Adhesinas o proteínas de superficie: Esp (Proteína de superficie de 

enterococos) y Ace (Adhesina para el colágeno), relacionadas con la 

formación de biopelículas y con la adherencia del microorganismo a las 

proteínas de la matriz extracelular y al colágeno tipo I y IV. La capacidad de 

esta bacteria de adherirse al colágeno ha sido demostrado, evidenciando 

que desempeña un papel en la patogenia de la endocarditis bacteriana [29]. 
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 Feromonas sexuales: promueven la transferencia conjugativa de 

plásmidos entre las cepas, lo que se asocia principalmente con la 

transferencia de genes de resistencia antibiótica [28].  

 

 Ácido lipoteicoico: estimulan a los leucocitos a liberar mediadores 

inflamatorios [28]. 

 

 Superóxido extracelular: radicales de oxígeno relacionados con el daño 

tisular y celular [28]. 

 

 Gelatinasa: hidroliza la gelatina, colágeno, fibrinógeno, caseína, 

hemoglobina e inulina [28]. 

 

 Hialuronidasa: degrada el ácido hialurónico, lo que se asocia a un daño 

tisular en los tejidos blandos como consecuencia de su actividad. Además, 

aumenta la invasión bacteriana por la despolimerización de los 

mucopolisacáridos del tejido conectivo, los que utiliza como fuente de 

nutrientes [28,30]. 

 

 Hemolisina: produce la  lisis total de los eritrocitos, además de destruir 

polimorfonucleares neutrófilos y macrófagos [26]. 

 

 Citolisina: cambia las condiciones de tensión oxígeno, generando un 

ambiente anaerobio en los canales radiculares, lo que suprime el 

crecimiento de otras bacterias [28]. 

 

Gracias a la presencia de estos factores, E. faecalis es capaz de sobrevivir 

en medios con pocos o escasos nutrientes en un estado metabólico mínimo, 

llegando a soportar condiciones adversas por más de 4 meses. Esta bacteria en 
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estado de latencia, utiliza el fluido proveniente del hueso alveolar y el ligamento 

periodontal como fuente de nutrientes cuando se encuentra disponible [30]. 

 

E. faecalis es un microorganismo extremadamente difícil de erradicar 

mediante la irrigación, instrumentación e incluso mediante la medicación intracanal 

[26,29-31]. 

 

Este patógeno es capaz de formar un biofilm que le otorga una resistencia 

1000 veces mayor a la fagocitosis y a la acción de anticuerpos y antimicrobianos  

si se compara con su estado planctónico, es decir, suspendido en un medio líquido 

y no adherido a ninguna superficie [32]. Además, resiste la acción de colorantes y 

de una amplia gama de antibióticos. Existen tres hipótesis que pueden explicar la 

resistencia de estas biopelículas a los antibióticos. La primera hipótesis se refiere 

a la reducción o baja penetración del medicamento a través de la misma; la 

segunda se basa en los posibles cambios en el medio ambiente químico de la 

biopelícula,  y la tercera sugiere que las sub-poblaciones de bacterias dentro del 

biofilm adquieren una capacidad fenotípica diferente [26]. 

 

También se ha detectado un grado de tolerancia al Hipoclorito de Sodio al 

comienzo de la fase estacionaria de este microorganismo, presumiblemente como 

consecuencia de cambios en la composición de su membrana celular a causa de 

la deprivación [33].  Asimismo, el Digluconato de Clorhexidina al 2% muestra 

falencias a la hora de eliminar el patógeno, cuando se usa como irrigante [34]. 

 

Una característica notable de esta especie la constituye su capacidad para 

sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser tóxicos para otras 

bacterias, como lo son las zonas con altas concentraciones de sales (6,5% de 

NaCl) y  las temperaturas extremas (15°C-60ºC), a pesar que la temperatura 

óptima de crecimiento in vitro de este microorganismo es de 35°C.  Todas las 

cepas pueden crecer en medios que contengan esculina, la cual hidrolizan en 
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presencia de sales biliares al 40% (medio agar bilis-esculina). Casi todas las 

especies son homofermentativas, siendo el ácido láctico el producto final principal 

de la fermentación de la glucosa, no producen gas y no contienen enzimas 

citocrómicas [22,26,35].   

 

E. faecalis tolera un pH de hasta 11.5, razón por la cual este microorganismo 

sobrevive al tratamiento antimicrobiano con Hidróxido de Calcio, agente 

antimicrobiano con excelente acción bactericida que mantiene el pH en valores 

cercanos a 12,  lo que  le permite proliferar cuando la acción de éste finaliza. Esta 

resistencia se produce por su capacidad para regular el pH interno con una 

eficiente bomba de protones. Gracias a la generación de estos iones, la bacteria 

mantiene un pH bajo adecuado para mantener la homeostasis celular [36]. 

Enterococcus faecalis es un patógeno oportunista asociado con las 

infecciones orales, entre ellas periodontitis marginales, infecciones del canal 

radicular y lesiones perirradiculares. Se ha informado una  correlación entre la 

prevalencia de este microorganismo en los canales radiculares de infecciones 

endodónticas primarias y secundarias  y la presencia de este microorganismo en 

otros sitios de la cavidad oral, como en el surco gingival, la mucosa bucal, el dorso 

de lengua y las amígdalas en un  mismo paciente, sugiriendo que la invasión de 

los canales radiculares por parte del microorganismo proviene de otros reservorios 

de la cavidad oral donde se encuentra en forma habitual [37]. 

E.faecalis tiene la habilidad de trasladarse desde el canal radicular de 

dientes infectados al sistema de ganglios linfáticos submandibulares de ratones 

libres de gérmenes, lo que sugiere que este microorganismo puede desempeñar 

un rol en la patogénesis de las infecciones oportunistas como 

bacteremia, endocarditis, y meningitis bacteriana, entre otras [38,39]. También se 

ha informado de importantes enfermedades sistémicas provocadas por la llegada 

de este patógeno al torrente sanguíneo a través de la terapia endodóntica, entre 
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ellas abscesos cerebrales y septicemias, particularmente graves en pacientes 

inmunocomprometidos [40,41]. 

 

2.1.2. Enterococcus faecalis y su relación  con la PAA 

La Periodontitis Apical Asintomática se caracteriza por presentar una 

microbiota mixta. Generalmente, se pueden encontrar más de tres especies 

distintas de microorganismos dentro de un canal radicular con PAA [3-5]. 

Enterococcus faecalis ha sido identificado ocasionalmente en los canales 

radiculares de dientes con esta patología endodóntica [18]. 

En las lesiones endodónticas persistentes Enterococcus faecalis ha sido 

señalado como un microorganismo preponderante [4,42]. Este microorganismo es 

el patógeno más frecuente, y a veces el único aislado en la lesión endodóntica 

secundaria, lo que sugiere que esta especie por sí sola tiene el potencial de 

mantener la infección del SCR [28]. 

 

Para que este microorganismo pueda mantener una periodontitis apical y 

causar una enfermedad post-tratamiento, debe sobrevivir dentro de los canales 

radiculares ya obturados y poseer las propiedades patogénicas necesarias para 

perpetuar la inflamación externa del SCR. Además, debe ser capaz de tolerar las 

condiciones ecológicas existentes en los canales radiculares tratados 

endodónticamente. Este microorganismo se encuentra en las pulpas necróticas y 

sobrevive a los procedimientos quimiomecánicos debido a las limitaciones que 

éstos presentan por  la compleja anatomía radicular, ya que este patógeno se 

aloja en túbulos dentinarios, ramificaciones, istmos y deltas apicales, situación que 

le es propicia a la hora de restablecer la infección endodóntica [26,27,43]. 

 

La presencia de este microorganismo en etapas iniciales de la infección, 

podría asociarse con posibles fracasos endodónticos, y subsecuentes 
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enfermedades sistémicas si éste no es eliminado en su totalidad durante la 

irrigación e instrumentación biomecánica [21]. 

 

 E.faecalis es menos sensible a las terapias antimicrobianas, y gracias a 

esto persiste con mayor frecuencia en el SCR luego de los procedimientos 

endodónticos. Además, esta bacteria  puede colonizar el interior de los canales 

radiculares o invadir la obturación de los mismos por filtración coronal luego de la 

terapia endodóntica [26,27]. 

 

 E. faecalis se ha detectado  en un rango entre 4% y 40% en canales 

radiculares de dientes con lesiones endodónticas primarias, y en un rango entre 

24% y 77% en infecciones endodónticas secundarias en dientes con fracaso 

endodóntico [5,20,24,25,42,44-49]. 

 

 Estudios actuales en el mundo demuestran la presencia de este 

microorganismo en los canales radiculares de dientes con diagnóstico de PAA en 

frecuencias variables: 3.3% [4], 8% [48], 11.5% [45], 25% [50], 32% [51], 33% [42], 

60% [47], 82% [52], 89.3% [53] entre otros. 

 

 Investigaciones realizadas para detectar  la presencia del patógeno en dientes 

con PAA en la población chilena, arrojan valores de  3.4%  y  42.6% [54,55]. 

 

En la actualidad, existen diversos protocolos de  irrigación que no son 

eficaces en la eliminación de Enterococcus faecalis, por lo que su detección 

temprana, necesariamente  nos llevaría a evaluar los protocolos vigentes [34]. 

 

El objetivo de este estudio es determinar la presencia de E.faecalis  en 

dientes con diagnóstico de PAA. 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

3.1. HIPÓTESIS 

 

Enterococcus faecalis se aísla con frecuencia en lesiones endodónticas 

primarias  en dientes  con diagnóstico de Periodontitis Apical Asintomática. 

 

 

 3.2. OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar la presencia de Enterococcus faecalis en exudado canalicular de 

dientes con diagnóstico de PAA, mediante microbiología clásica y molecular. 

 

 

 3.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Identificar fenotípicamente Enterococcus faecalis en muestras de pacientes 

con PAA. 

 

Identificar molecularmente Enterococcus faecalis en muestras de pacientes 

con PAA. 

 

Determinar la prevalencia de E. faecalis en canales radiculares de pacientes 

con PAA. 
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4.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 . TIPO DE ESTUDIO  

 Estudio Observacional de Cohorte. 

 

4.2.  GRUPO DE ESTUDIO 

 

Se seleccionaron 30  pacientes con dientes unirradiculares y diagnóstico 

clínico y radiográfico de PAA, que acudieron  a tratamiento a la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile. A cada participante  del estudio se le 

entregó un consentimiento informado para su firma (Anexo 1), el cual fue leído y 

explicado previamente por los investigadores. El protocolo del estudio se 

encuentra adscrito al Proyecto FIOUCh  n° 09-04 “Eficacia del Ozono e Hipoclorito 

de Sodio al 5.25% sobre la microbiota aislada con mayor frecuencia en Periodontitis 

Apical Crónica (PAC)”, y fue aprobado por los Comité de Ética y de Bioseguridad 

de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Anexo 2 y 3 

respectivamente). 

 

Los criterios de inclusión fueron: pacientes adultos, sanos o con 

enfermedades sistémicas crónicas controladas, sin condición de embarazo, y sin 

consumo de antibióticos durante los últimos 3 meses. Se estudiaron pacientes con 

dientes unirradiculares, periodontalmente sanos, con posibilidad de aislamiento 

absoluto, con diagnóstico de PAA (necrosis total séptica e imagen radiográfica 

radiolúcida compatible con granuloma o quiste periapical), para lo cual se realizó 

anamnesis, examen radiográfico y test de sensibilidad pulpar (frío probado con 

cloruro de etilo y calor con trans-poliisopreno), con  una respuesta a la  percusión  

normal o levemente aumentada. En la respectiva ficha clínica, se registraron las 

características generales y clínicas de cada paciente como edad, sexo y estado 

coronario (Anexo 4). 
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4.3. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

 

El procedimiento fue realizado bajo  estricta asepsia. 

Se limpió la corona con piedra pómez y escobillas estériles, removiendo 

caries y obturaciones defectuosas del diente a tratar. Luego se aplicó anestésico 

local tópico y punción anestésica infiltrativa local con el fin de facilitar la colocación 

del clamp en el protocolo de aislamiento absoluto. Una vez colocado el aislamiento 

absoluto, se procedió a la desinfección de la  goma dique con NaOCl al 5.25 % por 

1 minuto e inactivación con Tiosulfato de Na al 5%, para posteriormente enjuagar 

con solución salina estéril. 

 La cavidad de acceso endodóntico se realizó con piedras de diamante de 

alta velocidad en esmalte dentario, refrigerando con solución salina isotónica 

estéril. En dentina se cortó con fresas de carburo-tungsteno redondas estériles. 

Finalizada la cavidad de acceso, se procedió nuevamente a realizar la desinfección 

de la goma dique, luego se retiró el contenido necrótico coronario pulpar, de existir, 

con cuchareta de caries estéril. La longitud aparente del canal se determinó en la 

radiografía inicial, y se estableció la permeabilidad del canal con limas K finas,  

irrigando con solución fisiológica estéril (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Aislación de campo operatorio y  permeabilización del canal. 
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 Las muestras fueron tomadas con conos de papel estériles mantenidos durante 

60 segundos al interior del canal a fin de obtener el fluido radicular. Se utilizaron 3 

puntas de papel estériles en forma seriada lo más profundo que se pudieron 

introducir según el calibre del canal (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Obtención de la muestra mediante puntas de papel estéril. 

 

 Los conos fueron depositados en un vial conteniendo 1 ml de medio de 

transporte RTF a 4°C, para luego ser procesados en el laboratorio de 

microbiología de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile para el 

estudio microbiológico clásico y molecular de E. faecalis del SCR (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vial conteniendo los conos en 1 ml de medio de transporte RTF. 
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 4.4. PROCESAMIENTO MICROBIOLÓGICO 

 

 

4.4.1. Cultivo microbiológico e identificación 

 

 

A partir de la muestra en RTF, se efectuaron diluciones seriadas en base 10 

en Buffer Fosfato de Sodio, pH 7.4. De la dilución 1x10-3 fueron sembrados 100μl 

en placas de agar sangre de cordero no selectivo para la detección de 

Enterococcus faecalis. Las placas se incubaron a 35 º C por 48 horas en una jarra 

con vela.  

 

 

Luego del período de cultivo, se efectuó un análisis macroscópico bajo lupa 

estereoscópica  para identificar las colonias de E. faecalis. 

 

 

La pureza de los cultivos fue confirmada por tinción de Gram y observación 

de la morfología de las colonias en agar sangre.  

 

 

Se realizó una identificación rápida mediante la producción de catalasa, las 

colonias catalasa negativa fueron sembradas en agar bilis esculina para observar 

la hidrólisis de ésta. En el medio de cultivo agar bilis esculina,  la esculetina 

liberada se combina con los iones férricos del medio para formar un complejo de 

color negro, que evidencia la reacción positiva de la hidrólisis ante la presencia del 

microorganismo [56]. 
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4.5. PROCESAMIENTO MOLECULAR 

 

4.5.1. Extracción de DNA 

 

Para la extracción de DNA se utilizó el método de lisis celular por medio de 

ebullición [57]. 

 

Las muestras en RTF fueron  homogeneizadas en un vortex por 5 minutos.  

 

Se extrajeron 200μl de suspensión de cada muestra, la que  fue traspasada 

a tubos estériles libres de DNAsas y RNAsas.  

 

Los tubos contenedores de la suspensión se colocaron en un termoblock 

marca Thomas Scientific® a 112ºC por un tiempo de 8 minutos.  

 

Luego se mantuvieron a una temperatura de -20ºC por 10 minutos. 

 

Se centrifugaron a 13500 rpm por 5 minutos en una centrífuga Eppendorf-

Netheler-Hinz GmbH®, modelo 5417R. 

 

El sobrenadante fue retirado y situado en un tubo eppendorf estéril y libre 

de DNAsas y RNAsas, para la posterior amplificación mediante PCR [46].  

 

 

4.5.2. Técnica de  PCR (Polymerase chain reaction) 

 

Para la identificación  molecular se utilizó la técnica de PCR, usando 2  

partidores específicos, que se ubican en la posición 165-187 y 457-474 (reverso) 

del genoma de E faecalis. Estos 2 cebadores amplifican un fragmento de 
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aproximadamente 310 pares de bases (bp), el que es utilizado para la 

identificación de E. faecalis [46].  El sitio de amplificación usado  fue el  ARNr 16S 

por  su gran conservación dentro de las especies. Éste es un  polirribonucleótido 

de aproximadamente 1.500 unidades, codificado por el gen rrs, también 

denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de cuya secuencia se puede 

obtener importante  información filogenética y taxonómica [58]. 

 

 

La reacción de PCR se realizó  en 25 μl de mezcla que contiene 2.5 µl de 

Buffer 10x NH4 (Bioline®), 1 µl 50 mM de MgCl2 (Bioline®), 0.2 μl de Taq DNA 

polimerasa 5 Ul/L (Bioline®), 0.5 µl 10  mM/μl de dNTP (Bioline®), 14.8 µl de agua 

nanopura, 1 µl del partidor específico 50 mM/ µL (E. faecalis F – GTT TAT GCC 

GCA TGG CAT AAG AG, E. faecalis R – CCG TCA GGG GAC GTT CAG), y 5 μl 

del ADN de la muestra.  

 

 

Para el control positivo se utilizó una muestra de DNA de E.faecalis (ATCC 

29212) de 310 bp y como control negativo se utilizó agua nanopura en reemplazo 

de la muestra de ADN. 

 

Posteriormente, los tubos  contenedores de la mezcla se llevaron a un 

termociclador marca Axygen®, modelo Maxygene Gradient, para la amplificación 

del DNA.  

 

 

La amplificación se realizó con un período de desnaturación a 95ºC por 2 

min, 36 ciclos de amplificación (95ºC 30s, 60ºC 1min, 72º 1 min), y un período final 

de 72ºC por 2 min [46]. 
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4.5.3. Electroforesis 

 

 

Los productos de amplificación se analizaron mediante electroforesis. 

 

Se tomaron 4 µl de los productos de la PCR de cada muestra, a los que se 

le adicionaron 2 µl de Loading Buffer Blue GDLX 5x Bioline®, y se cargaron en un 

gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE con gel Red®. En el primer carril se 

depositaron 5µl del marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder Favorgen®. 

  

En una cámara de electroforesis horizontal marca Labnet® USA, modelo 

Enduro, se corrió la electroforesis  por 2 horas a 55 volts. 

 

Los productos de PCR se visualizaron  bajo luz ultravioleta de 300 nm en 

un trasiluminador Dyna Light, Labnet®.  

 

La identidad de cada grupo se determinó mediante la comparación visual 

con una escala de tamaño molecular. Las reacciones se consideraron positivas 

ante la detección de bandas del correspondiente tamaño molecular [51].  
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5. RESULTADOS 

 

Tabla 1. Frecuencia  de distribución de Enterococcus faecalis según sexo y edad. 

Tabla 1: Del total de la muestra, 10 pacientes del género masculino y 9 del femenino, 

fueron positivos para E. faecalis (Ef). 

 

5.1. Identificación de E. faecalis mediante Microbiología clásica  

 

 La observación de la morfología de las colonias bajo lupa estereoscópica 

evidenció el desarrollo de colonias a las 48 horas de cultivo en Agar sangre en 15 

pacientes. Al análisis macroscópico las colonias se visualizaron café-grisáceas, 

redondas, con un tamaño que oscilaba entre 1 y 2 milímetros de diámetro, 

ligeramente elevadas, de aspecto cremoso y de borde continuo (Figura 4), las 

cuales resultaron ser cocos Gram positivos frente a la tinción de Gram. Además 

estas colonias fueron negativas a la prueba de la catalasa (Figura 5). 

 

Grupos de edades 

Masculino Femenino Total  de 

Ef 

positivo 
Ef + Ef - Ef+ Ef - 

15-24 años   3.33%   0     %   3.33%   0     %    6.67% 

25-34 años   3.33%   0     %   0     %   3.33%    3.33% 

35-44 años   6.67% 10.00%   3.33%   0     %  10.00% 

45-54 años   3.33%   6.67% 10.00% 10.00%  13.33% 

55-64 años 10.00%   6.67%   6.67%   0     %  16.67% 

65-74 años   6.67%   0     %   3.33%   0     %  10.00% 

75 y más años   0     %   0     %   3.33%   0     %  3.33% 

Total 
33.33% 

(n= 10) 

20% 

(n=7) 

30% 

(n=9) 

13.3% 

(n=4) 

63.33% 

(n= 19) 
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 Figura 4. Desarrollo de colonias de E.faecalis en Agar sangre corriente. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 5. Prueba de la catalasa. Catalasa (+): se observa efervescencia.       

Catalasa (-): no se observa producción de burbujas  a partir de las colonias 

depositadas en el portaobjeto. 

Catalasa 

positiva 

Catalasa 

negativa 
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 Posteriormente, las colonias  de las 15 muestras resembradas en Agar bilis 

esculina mostraron un ennegrecimiento del medio a las 48 horas de cultivo (Figura 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Hidrólisis positiva de la esculina, el medio varía de un color amarillo 

transparente a marrón-negro ante la presencia de E. faecalis. 

 

 A partir de nuestros resultados en base a microbiología clásica,  se determina 

el desarrollo de E. faecalis en 15 de las 30 muestras participantes en el estudio.  
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5. 2.  Identificación de E.faecalis mediante Biología Molecular (PCR) 

 

 

 

 

 Luego del análisis molecular, se logró identificar la presencia de Enterococcus 

faecalis en 19 muestras del total del grupo estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Electroforesis de los productos de amplificación de E.faecalis. 

Carril 1: marcador de peso molecular (100bp). 

Carril 2-6: muestras  clínicas. 

Cjarril 7: Control (+)  E. faecalis. ATCC  29212. Amplicon de E.faecalis 310 bp. 

Carril 8: control (-). 
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Tabla 2. Resultados de la detección de E.faecalis  mediante PCR y microbiología 

clásica. 

 

 

 

 

 

 

E. faecalis (+) 

 

E. faecalis (-) 

 

n 

 

% 

Biologia 

molecular(PCR) 

 

19 

 

11 

 

30 

 

63.33 

Microbiología 

clásica 
15 15 30 50 

0

5

10

15

20

25

30

63,33% 36,67%

E.faecalis
positivo

E.faecalis
negativo

Gráfico 2.Identificación molecular de E. faecalis 
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6. DISCUSIÓN 

 

 El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de E.faecalis  en 

dientes con diagnóstico de PAA, ya que si bien, se conoce ampliamente que este 

patógeno es el principal agente involucrado en fracasos endodónticos, no está 

bien determinado aún el rol que juega en infecciones endodónticas primarias como 

la PAA. 

 

 En nuestro país son escasas las investigaciones que se han realizado 

respecto a infecciones endodónticas primarias y la información al respecto, 

proviene fundamentalmente de trabajos realizados y publicados en el extranjero. 

 

 Los resultados de esta investigación arrojaron que E. faecalis se detectó en 

una alta proporción del grupo de pacientes que presentaban dientes con diagnóstico 

de Periodontitis Apical Asintomática, esto es, en el 63.33%. Lo que confirma nuestra 

hipótesis de trabajo, ya que se evidenció una alta presencia del  microorganismo en 

esta patología endodóntica. 

 

 El 63.33% obtenido se enmarca dentro del amplio rango de valores que 

describen las publicaciones provenientes del resto del mundo con respecto a la 

presencia del patógeno (3.3%-89.3%). Sin embargo, al compararlo con los datos 

obtenidos en Chile, nuestro resultado supera a los estudios hasta ahora conocidos, 

3.4% y 42.6% [54,55]. Esta discrepancia en los porcentajes se puede atribuir al 

tamaño de la muestra, a la localización geográfica del grupo en estudio (que hace 

variar la composición de la microbiota del SCR) y  a las diferentes técnicas de 

identificación bacteriana utilizadas. E. faecalis se ha detectado en  porcentajes más 

altos en PAA (67%-77%) cuando es utilizado  un método molecular [42,59,60]. Entre 

ellas, la Reacción en Cadena de la Polimerasa se destaca por presentar un 
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diagnóstico de elevada exactitud en comparación con los procedimientos de cultivo 

convencionales. Se ha descrito que la técnica PCR es capaz de amplificar 

secuencias génicas más de 10 millones de veces y tiene un nivel de detección 

potencial de 10 células bacterianas. La PCR tiene una sensibilidad mayor que 

cualquier  técnica microbiológica  de cultivo en la detección de bacterias dado que el 

método no es dependiente de la proliferación de microorganismos, detectando 

solamente la presencia de secuencias específicas de ADN en las muestras 

biológicas. Por otra parte, la secuenciación del ARNr 16S constituye un método 

rápido y eficaz de identificación bacteriana,  y realiza una identificación taxonómica 

del patógeno en forma precisa [58,61]. A pesar de la alta capacidad de detección 

de los métodos moleculares mostrada en este estudio, se requiere de la 

combinación de técnicas moleculares y de cultivo tradicional para un 

entendimiento completo del papel de E. faecalis en el proceso infeccioso del SCR 

[21]. 

 

La frecuencia encontrada de E.faecalis en la muestra en estudio (63.33%)  

evidencia la  presencia habitual de este patógeno en los canales radiculares de la 

población con PAA.  

 

Se ha detectado E faecalis en el 60% de muestras procedentes de 

escolares con alta actividad de caries y en el 75% de pacientes con infecciones 

endodónticas [62], lo que aparentemente vincula la presencia de este patógeno 

con el estado de salud oral. Además, se ha reportado la presencia del 

microorganismo en el 29% de muestras de saliva, en el 55% de dorso de lengua y 

en el 22% de muestras de surcos gingivales de pacientes con infecciones 

endodónticas [62]. Otros estudios han detectado E.faecalis con una frecuencia 

significativamente mayor en muestras de saliva y subgingivales de pacientes con 

periodontitis, con valores de 40.5% y 47.8% respectivamente [63]. 
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 La  presencia de este microorganismo en el canal radicular de los dientes 

afectados en el grupo en estudio, sugiere revisar los protocolos de irrigación para la 

eliminación de E. faecalis, ya que según las características de este patógeno, se 

hace muy difícil de erradicar del sistema de canales radiculares con protocolos de 

irrigación convencionales. Asimismo, se vuelve perentoria la búsqueda de sustancias 

químicas, medicaciones intracanal y antibióticoterapias a los que este patógeno sea 

susceptible. De esta forma, se podría contribuir al éxito de la terapia endodóntica y a 

la reducción de los fracasos, en los cuales este microorganismo se aísla 

preponderantemente. Por otra parte, la temprana y completa desinfección del canal 

radicular contribuye a mejorar la salud sistémica del individuo al disminuir el riesgo 

de infecciones oportunistas ocasionadas por este patógeno, como bacteremias, 

endocarditis y meningitis bacterianas, entre otras, ya que existe evidencia de la 

migración de E.faecalis desde canales radiculares infectados hacia la cadena de 

ganglios linfáticos submandibulares [38,39]. 

.  

7. CONCLUSIÓN 

 

 El alto porcentaje de aislamiento de E. faecalis en la población estudiada, 

confirma que este patógeno forma parte de la microbiota habitual en la PAA. 

  

8. SUGERENCIA 

 

 Se considera necesario el estudio a cabalidad de Enterococcus faecalis en la 

población chilena,  a fin de mantener controlada la capacidad infectiva de este 

microorganismo. Además, es imperiosa la búsqueda de sustancias químicas y 

medicaciones intracanal a los que esta bacteria sea susceptible, con el objetivo de  

desarrollar  protocolos de irrigación eficaces contra este patógeno para lograr una 

óptima desinfección intracanal. 
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10.2. ANEXO 2 
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10.3. ANEXO 3 
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10.4.  ANEXO 4 

 

 

 

 

 

 

 

 


