UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTOS DE ODONTOLOGIA
CONSERVADORA Y PATOLOGIA

“PRESENCIA DE Enterococcus faecalis EN DIENTES CON DIAGNOSTICO DE
PERIODONTITIS APICAL ASINTOMATICA?”

Jacqueline Andrea Armijo Pérez

TRABAJO DE INVESTIGACION

REQUISITO PARA OPTAR AL TITULO DE
CIRUJANO-DENTISTA

FINANCIAMIENTO: PROYECTO FIOUCH 09-04

TUTOR PRINCIPAL
Prof®. Nora Silva Steffens

TUTORES ASOCIADOS
Dra. Silvana Maggiolo Villalobos
Prof.Dr. Erik Dreyer Arroyo

Santiago — Chile
2011



AGRADECIMIENTOS

Principalmente a mi familia y amigos que me acompafiaron y apoyaron durante el

transcurso de mis estudios.

A la profesora Nora Silva Steffens por hacerme parte de su equipo de trabajo,

transmitirme sus conocimientos, y entregarme todo su carifio.

A los doctores Silvana Maggiolo, Erik Dreyer y Mauricio Garrido por su paciencia y

dedicacion en el desarrollo de este trabajo de investigacion.



INDICE

1. RESUMEN Pag.
2. INTRODUCCION. ...ttt 1
Y2 Y= T oo I =T o T P 2-3
2.1.1. EnterocoCCus faeCaliS..........ccuueriiiiiiiiiiiiiiieee e 4-8
2.1.2. Enterococcus faecalis y su relacion con la PAA..........cccccveeeeen. 8-9
3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
I I o 1100 (=] SRR 10
3.2. ODJEtIVO gENETAL.......eeiiiiiiiie e 10
3.3. ObjetiVOS €SPECITICOS .....ciiiiiieiiiii e 10
4. MATERIALES Y METODOS
I T o T X0 (==Y (F o [ TS PRPPRR 11
4.2. GrUPO € ESTUAIO ......veiiieiiiiie ettt eirae e e 11
4.3. Obtencion de 1as MUESEIAS ........c..evveiviiiiee e 12-13
4.4. Procesamiento microbiolOgiCO ..........eeveveeeiiiiiiiiiiiiee e 14
4.4.1. Cultivo microbioldgico e identificacion.............cccccceeeeeiiiiiiiieenenennn. 14
4.5. Procesamiento MOIECUIAT ..........cc.vuviiiiiree e 15
4.5.1. EXtracCioOn de DNA .........ooiiiiiiee et e 15
4.5.2. TEcNICaA dE PCR .....ooiiiiiiiiie e 15-16
4.5.3. EIECIOfOrESIS ..coe ittt 17
5. RESULTADOS
5.1. Identificacion de E.faecalis mediante microbiologia clasica ............ 18-20
5.2. Identificacion de E.faecalis mediante microbiologia molecular........ 21-22
B. DISCUSION ...ttt ettt en et en e en st n s s saerenes 23-25
7. CONCLUSION ..ottt ettt 25
8. SUGERENCIA ...t e e e e e e e e e eaaaaaaas 25
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooviveeeeeeeeeeeeeee e en v 26-33
10. ANEXOS
10.1. Anexo 1: Consentimiento informado..........ccccceeeeeeiiiiiiieieeee e, 34
10.2. Anexo 2: Acta de aprobacion del Comité de Etica......................... 35-36
10.3. Anexo 3: Acta de aprobacion del Comité de Bioseguridad................. 37

10.4. ANeX0 4: FICha ClINICA . ..... e 38



1. RESUMEN

Introduccion: 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 aisla con mayor frecuencia en fracasos
endodonticos y ocasionalmente en infecciones endodonticas primarias como la
Periodontitis Apical Asintomatica (PAA). Su caracteristica principal es la

sobrevivencia en ecosistemas empobrecidos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de
E.faecalis en dientes con diagnéstico de PAA.

Material y Método: La muestra en estudio se conformé por 30 pacientes
con un diente unirradicular con diagndstico de PAA. De cada uno de ellos se
obtuvo una muestra microbiolégica 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 identificaciéon de E. faecalis se realizé mediante cultivo microbiolégico

clasico y biologia molecular mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

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

muestras microbiolégicas obtenidas de dientes diagnosticados con PAA.

Conclusion: El alto porcentaje de aislamiento de E. faecalis en la poblacion
estudiada, confirma que este patdogeno forma parte de la microbiota habitual en la
PAA.



2. INTRODUCCION

La literatura endodontica ha establecido ampliamente que los
microorganismos juegan un rol fundamental en el desarrollo y mantencion de las

patologias pulpares y periapicales [1].

En una necrosis pulpar total, los patdgenos 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 reabsorcion del hueso alveolar [2].

Las infecciones endoddnticas se caracterizan por presentar una microbiota

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

En los ultimos afios, gracias al perfeccionamiento de nuevas técnicas
moleculares de deteccién bacteriana, se han identificado algunas especies de la
microbiota endodoéntica que son fundamentales en el desarrollo de lesiones
endodonticas primarias y persistentes, y que son muy dificiles de cultivar mediante

microbiologia clasica [3,6,7].

Enterococcus faecalis es el microorganismo mayormente aislado en las
infecciones endodonticas persistentes [8,9]. Es probablemente el patégeno que
mejor se adapta y tolera las condiciones ecoldgicas existentes en los conductos
radiculares, gracias a ciertas caracteristicas microbiolégicas como sus factores de

virulencia y su capacidad de formar biopeliculas [10].

A raiz de la importancia endoddntica de E.faecalis, este trabajo de
investigacion tiene como propaosito determinar la presencia de este patdgeno en la
Periodontitis Apical Asintomatica, a fin de esclarecer su participacion en el

establecimiento de esta infeccién endodontica primaria.



2.1. MARCO TEORICO

La Periodontitis Apical Asintomatica (PAA) es la inflamacién y destruccion
de los tejidos perirradiculares causada por microorganismos y sus productos

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

Diversos autores sefialan que las vias de invasion microbiana a los canales
radiculares corresponden a pérdidas de tejido de la corona del diente como
resultado de caries, procedimientos clinicos, traumatismos, microfisuras y
fracturas. Sin embargo, la infeccidon pulpar también se puede desencadenar
gracias a la exposicibn de tubulos dentinarios en la porcion cervical del
diente debido a comunicaciones en la capa de cemento. Asimismo, los
microorganismos también acceden al tejido pulpar a través de la circulacion
sanguinea (via anacorética). Cualquiera sea la puerta de entrada del patégeno, se

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

La pulpa infectada y necrética ofrece un habitat selectivo para los
microorganismos, ocasionando cambios inflamatorios o degenerativos a nivel de
este tejido, a lo que se suma la respuesta inmunolégica 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 patdégenos. Sin embargo, cuando el sistema de defensa se enfrenta a un
gran nimero de microorganismos con un alto poder de virulencia, persiste la

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

La gravedad de la destruccién en una lesion perirradicular depende del
equilibrio entre los productos del microorganismo patdgeno y la respuesta inmune
del hospedero. Las repercusiones en el periodonto van desde el engrosamiento
del ligamento periodontal y la reabsorcion de la ldmina dura, hasta la destruccién
del hueso apical, dando como resultado la formacién de un granuloma o quiste

radicular periapical que es observable radiograficamente como un area radioltcida
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bien delimitada. La acumulacién de mediadores inflamatorios es fundamental en la
reabsorcion oOsea, la cual es una caracteristica del desarrollo de la lesion
periapical de la PAA [11,14].

Si bien, los hongos, las arqueas, y los virus contribuyen a la diversidad
microbiana en las infecciones endodonticas, las bacterias son los

microorganismos mas prevalentes en estas infecciones [15].

Los dientes comparten el microambiente de la cavidad oral con alrededor
de 700 especies bacterianas, considerandose a ésta como el nicho ecolégico con

mayor biodiversidad conocido hasta ahora [16].

La baja tension de oxigeno presente en el sistema de canales radiculares
(SCR) con necrosis pulpar, la escasa disponibilidad de nutrientes y las
interacciones bacterianas son los factores ecolégicos que ayudan a determinar la
composicién de la microbiota del canal radicular. Una interaccibn microbiana
positiva, es decir, aquella que ayuda a los microorganismos a usar de forma
optima los recursos del ambiente, mejora la capacidad de supervivencia de las
bacterias que interactian, permitiendo que las diferentes especies coexistan en
ambientes donde no podrian hacerlo por si solas. Ademas 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 endodonticas 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].



2.1.1. Enterococcus faecalis

Entre las bacterias presentes en una infeccion endodontica, la frecuenciay
el papel de los Enterococci ha requerido de una considerable atencion [8,20,21].
Los Enterococci han sido identificados como géneros con especies bacterianas
resistentes a los antibidticos entre ellos la Vancomicina, antibiotico 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, inmévil y no esporulado que se
dispone en pares o cadenas. El tamafio de cada célula oscila entre 0,5 y 0,8

micrémetros [24-27].

Este microorganismo posee numerosos factores de virulencia, entre los mas

im portantes se encuentran:

e Sustancia de agregacion: facilita el contacto entre bacterias durante el
intercambio de pldsmidos. Ademas, potencia  considerablemente la
adherencia a tejidos del hospedero y la internalizacion del microorganismo

en los macréfagos [26,28].

e Adhesinas o proteinas de superficie: Esp (Proteina de superficie de
enterococos) y Ace (Adhesina para el colageno), relacionadas con la
formacion de biopeliculas y con la adherencia del microorganismo a las
proteinas de la matriz extracelular y al colageno tipo | y IV. La capacidad de
esta bacteria de adherirse al colageno ha sido demostrado, evidenciando
gue desempefia un papel en la patogenia de la endocarditis bacteriana [29].
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e Feromonas sexuales: promueven la transferencia conjugativa de
plasmidos entre las cepas, lo que se asocia principalmente con la
transferencia de genes de resistencia antibiotica [28].

e Acido lipoteicoico: estimulan a los leucocitos a liberar mediadores
inflamatorios [28].

e Superoéxido extracelular: radicales de oxigeno relacionados con el dafio

tisular y celular [28].

e Gelatinasa: hidroliza la gelatina, colageno, fibrinbgeno, caseina,

hemoglobina e inulina [28].

e Hialuronidasa: degrada el acido hialurénico, lo que se asocia a un dafio
tisular en los tejidos blandos como consecuencia de su actividad. Ademas,
aumenta la invasion bacteriana por la despolimerizacion de los
mucopolisacaridos del tejido conectivo, los que utiliza como fuente de
nutrientes [28,30].

e Hemolisina: produce la lisis total de los eritrocitos, ademas de destruir

polimorfonucleares neutréfilos y macrofagos [26].

e Citolisina: cambia las condiciones de tension oxigeno, 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 0 escasos nutrientes en un estado metabdlico minimo,

llegando a soportar condiciones adversas por mas 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 dificil de erradicar
mediante la irrigacion, instrumentacion e incluso mediante la medicacion intracanal
[26,29-31].

Este patdgeno es capaz de formar un biofilm que le otorga una resistencia
1000 veces mayor a la fagocitosis y a la acciéon de anticuerpos y antimicrobianos
si se compara con su estado plancténico, es decir, suspendido en un medio liquido
y no adherido a ninguna superficie [32]. Ademas, resiste la accién de colorantes y
de una amplia gama de antibidticos. Existen tres hip6tesis que pueden explicar la
resistencia de estas biopeliculas a los antibiéticos. La primera hip6tesis se refiere
a la reduccién o baja penetracion del medicamento a través de la misma; la
segunda se basa en los posibles cambios en el medio ambiente quimico de la
biopelicula, y la tercera sugiere que las sub-poblaciones de bacterias dentro del
biofilm adquieren una capacidad fenotipica 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 composicion de su membrana celular a causa de
la deprivacion [33]. Asimismo, el Digluconato de Clorhexidina al 2% muestra

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

Una caracteristica notable de esta especie la constituye su capacidad para
sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser toxicos para otras
bacterias, como lo son las zonas con altas concentraciones de sales (6,5% de
NaCl) y las temperaturas extremas (15°C-60°C), a pesar que la temperatura
Optima 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 acido lactico el producto final principal
de la fermentacion de la glucosa, no producen gas y no contienen enzimas
citocromicas [22,26,35].

E. faecalis tolera un pH de hasta 11.5, razon por la cual este microorganismo
sobrevive al tratamiento antimicrobiano con Hidroxido de Calcio, agente
antimicrobiano con excelente accion bactericida que mantiene el pH en valores
cercanos a 12, lo que le permite proliferar cuando la accién de éste finaliza. Esta
resistencia se produce por su capacidad para regular el pH interno con una
eficiente bomba de protones. Gracias a la generacidon de estos iones, la bacteria

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

Enterococcus faecalis es un patdgeno oportunista asociado con las
infecciones orales, entre ellas periodontitis marginales, infecciones del canal
radicular y lesiones perirradiculares. Se ha informado una correlacion entre la
prevalencia de este microorganismo en los canales radiculares de infecciones
endodonticas primarias y secundarias Yy 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 amigdalas en un mismo paciente, sugiriendo que la invasion 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 linfaticos submandibulares de ratones
libres de gérmenes, lo que sugiere que este microorganismo puede desempefar
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 patdgeno al torrente sanguineo a través de la terapia endodontica, entre
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ellas abscesos cerebrales y septicemias, particularmente graves en pacientes

inmunocomprometidos [40,41].

2.1.2. Enterococcus faecalis y su relacion con la PAA

La Periodontitis Apical Asintomatica se caracteriza por presentar una
microbiota mixta. Generalmente, se pueden encontrar mas 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 patologia endodontica [18].

En las lesiones endodonticas persistentes Enterococcus faecalis ha sido
seflalado como un microorganismo preponderante [4,42]. Este microorganismo es
el patégeno mas frecuente, y a veces el Unico aislado en la lesion endododntica
secundaria, lo que sugiere que esta especie por si sola tiene el potencial de
mantener la infeccion 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 inflamacién externa del SCR. Ademas, debe ser capaz de tolerar las
condiciones ecologicas existentes en los canales radiculares tratados
endododnticamente. Este microorganismo se encuentra en las pulpas necréticas y
sobrevive a los procedimientos quimiomecanicos debido a las limitaciones que
éstos presentan por la compleja anatomia radicular, ya que este patdégeno se
aloja en tubulos dentinarios, ramificaciones, istmos y deltas apicales, situacion que

le es propicia a la hora de restablecer la infeccion endodéntica [26,27,43].

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

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

irrigacion e instrumentacion biomecanica [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
endododnticos. Ademas, esta bacteria puede colonizar el interior de los canales
radiculares o invadir la obturacion de los mismos por filtracion coronal luego de la

terapia endododntica [26,27].

E. faecalis se ha detectado en un rango entre 4% y 40% en canales
radiculares de dientes con lesiones endodonticas primarias, y en un rango entre
24% y 77% en infecciones endoddnticas secundarias en dientes con fracaso
endodontico [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 diagnostico 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 patégeno en dientes
con PAA en la poblacion chilena, arrojan valores de 3.4% y 42.6% [54,55].

En la actualidad, existen diversos protocolos de irrigacibn que no son
eficaces en la eliminaciéon de Enterococcus faecalis, por lo que su deteccidn

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

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

dientes con diagndéstico de PAA.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Enterococcus faecalis se aisla con frecuencia en lesiones endododnticas

primarias en dientes con diagndstico de Periodontitis Apical Asintomatica.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia de Enterococcus faecalis en exudado canalicular de

dientes con diagndstico de PAA, mediante microbiologia clasica y molecular.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar fenotipicamente 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 METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio Observacional de Cohorte.

4.2. GRUPO DE ESTUDIO

Se seleccionaron 30 pacientes con dientes unirradiculares y diagndéstico
clinico y radiografico de PAA, que acudieron a tratamiento a la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. A cada participante del estudio se le
entregd un consentimiento informado para su firma (Anexo 1), el cual fue leido 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 Crénica (PACY’, y fue aprobado por los Comité de Etica y de Bioseguridad
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo 2 y 3

respectivamente).

Los criterios de inclusibn fueron: pacientes adultos, sanos o con
enfermedades sistémicas cronicas controladas, sin condicion de embarazo, y sin
consumo de antibitticos durante los ultimos 3 meses. Se estudiaron pacientes con
dientes unirradiculares, periodontalmente sanos, con posibilidad de aislamiento
absoluto, con diagnostico de PAA (necrosis total séptica e imagen radiogréfica
radioltcida compatible con granuloma o quiste periapical), para lo cual se realizé
anamnesis, examen radiografico y test de sensibilidad pulpar (frio probado con
cloruro de etilo y calor con trans-poliisopreno), con una respuesta a la percusion
normal o levemente aumentada. En la respectiva ficha clinica, se registraron las
caracteristicas generales y clinicas de cada paciente como edad, sexo y estado

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

El procedimiento fue realizado bajo estricta asepsia.

Se limpi6 la corona con piedra pomez y escobillas estériles, removiendo
caries y obturaciones defectuosas del diente a tratar. Luego se aplicé anestésico
local tépico y puncion anestésica infiltrativa local con el fin de facilitar la colocacion
del clamp en el protocolo de aislamiento absoluto. Una vez colocado el aislamiento
absoluto, se procedio a la desinfeccion de la goma dique con NaOCI al 5.25 % por
1 minuto e inactivacion con Tiosulfato de Na al 5%, para posteriormente enjuagar
con solucion salina estéril.

La cavidad de acceso endodontico se realiz6 con piedras de diamante de
alta velocidad en esmalte dentario, refrigerando con solucion salina isoténica
estéril. En dentina se cortdé con fresas de carburo-tungsteno redondas estériles.
Finalizada la cavidad de acceso, se procedié huevamente a realizar la desinfeccion
de la goma dique, luego se retird el contenido necrético coronario pulpar, de existir,
con cuchareta de caries estéril. La longitud aparente del canal se determiné en la
radiografia inicial, y se establecié la permeabilidad del canal con limas K finas,

irrigando con solucion fisiologica estéril (Figura 1).

Figura 1. Aislacion de campo operatorio y permeabilizacién 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 méas profundo que se pudieron

introducir segun el calibre del canal (Figura 2).

Figura 2. Obtencién 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
microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile para el

estudio microbioldgico clasico 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 MICROBIOLOGICO

4.4.1. Cultivo microbiolégico e identificaciéon

A partir de la muestra en RTF, se efectuaron diluciones seriadas en base 10
en Buffer Fosfato de Sodio, pH 7.4. De la dilucién 1x107 fueron sembrados 100l
en placas de agar sangre de cordero no selectivo para la deteccion de
Enterococcus faecalis. Las placas se incubaron a 35 © C por 48 horas en una jarra

con vela.

Luego del periodo de cultivo, se efectud un analisis macroscépico bajo lupa

estereoscopica para identificar las colonias de E. faecalis.

La pureza de los cultivos fue confirmada por tincion de Gram y observacion

de la morfologia de las colonias en agar sangre.

Se realizd una identificacion rapida mediante la produccion de catalasa, las
colonias catalasa negativa fueron sembradas en agar bilis esculina para observar
la hidrolisis 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 reaccion positiva de la hidrolisis ante la presencia del

microorganismo [56].
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4.5. PROCESAMIENTO MOLECULAR

4.5.1. Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizé el método de lisis celular por medio de
ebullicién [57].

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

Se extrajeron 200ul de suspension de cada muestra, la que fue traspasada

a tubos estériles libres de DNAsas y RNAsas.

Los tubos contenedores de la suspension se colocaron en un termoblock

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

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

Se centrifugaron a 13500 rpm por 5 minutos en una centrifuga 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 amplificacion mediante PCR [46].

4.5.2. Técnica de PCR (Polymerase chain reaction)

Para la identificacion molecular se utilizé la técnica de PCR, usando 2

partidores especificos, que se ubican en la posicion 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 utlizado para la
identificacion de E. faecalis [46]. El sitio de amplificacion usado fue el ARNr 16S
por su gran conservacion dentro de las especies. Este es un polirribonucleétido
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 informacion filogenética y taxonémica [58].

La reaccion de PCR se realiz6 en 25 ul de mezcla que contiene 2.5 ul de
Buffer 10x NH4 (Bioline®), 1 pl 50 mM de MgCl; (Bioline®), 0.2 pl de Tag DNA
polimerasa 5 UI/L (Bioline®), 0.5 ul 10 mM/ul de dNTP (Bioline®), 14.8 ul de agua
nanopura, 1 pl del partidor especifico 50 mM/ pyL (E. faecalis F — GTT TAT GCC
GCA TGG CAT AAG AG, E. faecalis R — CCG TCA GGG GAC GTT CAG), y 5 ul

del ADN de la muestra.

Para el control positivo se utilizd una muestra de DNA de E.faecalis (ATCC
29212) de 310 bp y como control negativo se utilizd 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 amplificacion
del DNA.

La amplificacion se realizd con un periodo de desnaturacién a 95°C por 2
min, 36 ciclos de amplificacion (95°C 30s, 60°C 1min, 72° 1 min), y un periodo final
de 72°C por 2 min [46].
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4.5.3. Electroforesis

Los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis.

Se tomaron 4 pl de los productos de la PCR de cada muestra, a los que se
le adicionaron 2 pl 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 5ul del marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder Favorgen®.

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

Enduro, se corrio 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 determind mediante la comparacion visual
con una escala de tamafio molecular. Las reacciones se consideraron positivas

ante la deteccion de bandas del correspondiente tamafio molecular [51].
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Tabla 1. Frecuencia de distribucién de Enterococcus faecalis segun sexo y edad.

Masculino Femenino Total de
Grupos de edades Ef
Ef + Ef - Ef+ Ef - .

positivo

15-24 aios 333% | 0 % | 333%| 0 % 6.67%
25-34 afios 333% | 0 % | 0 % | 333%| 3.33%
35-44 aios 6.67% | 10.00% | 3.33% | 0O % | 10.00%
45-54 afnos 3.33% | 6.67% | 10.00% | 10.00% | 13.33%
55-64 afios 10.00% | 6.67% | 6.67% | 0O % | 16.67%
65-74 afos 667% | 0 % | 333%| 0 % | 10.00%

75y mas afnos O %9 0 % | 333%| 0 % | 3.33%

Total 33.33% | 20% 30% 13.3% | 63.33%
(n=10) | (n=7) (n=9) (n=4) (n=19)

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

fueron positivos para E. faecalis (Ef).

5.1. Identificacion de E. faecalis mediante Microbiologia clasica

La observacién de la morfologia de las colonias bajo lupa estereoscoépica

evidenci6 el desarrollo de colonias a las 48 horas de cultivo en Agar sangre en 15

pacientes. Al andlisis macroscépico las colonias se visualizaron café-grisaceas,

redondas, con un tamafio que oscilaba entre 1 y 2 milimetros de diametro,

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

cuales resultaron ser cocos Gram positivos frente a la tincion de Gram. Ademas

estas colonias fueron negativas a la prueba de la catalasa (Figura 5).
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Figura 4. Desarrollo de colonias de E.faecalis en Agar sangre corriente.

Catalasa
positiva

Catalasa
negativa

Figura 5. Prueba de la catalasa. Catalasa (+): se observa efervescencia.
Catalasa (-): no se observa produccidon de burbujas a partir de las colonias

depositadas en el portaobjeto.
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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. Hidrolisis positiva de la esculina, el medio varia de un color amarillo

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

A partir de nuestros resultados en base a microbiologia clasica, se determina

el desarrollo de E. faecalis en 15 de las 30 muestras participantes en el estudio.

Gréfico 1.ldentificacion por Microbiologia
clasica de E.faecalis

30 1

25 A

O Desarrollo de

20 -
E.faecalis

| Sin desarrollo de
E.faecalis

50% 50%
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5. 2. ldentificacion de E.faecalis mediante Biologia Molecular (PCR)

Luego del analisis molecular, se logro identificar la presencia de Enterococcus

faecalis en 19 muestras del total del grupo estudio.

Carril

310 bp

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

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

Carril 2-6: muestras clinicas.

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 deteccidén de E.faecalis mediante PCR y microbiologia

clasica.
E. faecalis (+) E. faecalis (-) n %
Biologia
molecular(PCR) 19 11 30 63.33
Microbiologia
15 15 30 50

clasica
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6. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de E.faecalis en
dientes con diagnostico de PAA, ya que si bien, se conoce ampliamente que este
patdgeno es el principal agente involucrado en fracasos endoddnticos, no esta
bien determinado aun el rol que juega en infecciones endodonticas primarias como
la PAA.

En nuestro pais son escasas las investigaciones que se han realizado
respecto a infecciones endoddnticas primarias y la informacién al respecto,

proviene fundamentalmente de trabajos realizados y publicados en el extranjero.

Los resultados de esta investigacién arrojaron que E. faecalis se detecté en
una alta proporcién del grupo de pacientes que presentaban dientes con diagnostico
de Periodontitis Apical Asintomatica, esto es, en el 63.33%. Lo que confirma nuestra
hipétesis de trabajo, ya que se evidencié una alta presencia del microorganismo en

esta patologia endodontica.

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 patogeno (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
tamafio de la muestra, a la localizacion geogréafica del grupo en estudio (que hace
variar la composicion de la microbiota del SCR) y a las diferentes técnicas de
identificacion bacteriana utilizadas. E. faecalis se ha detectado en porcentajes mas
altos en PAA (67%-77%) cuando es utilizado un método molecular [42,59,60]. Entre

ellas, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se destaca por presentar un



24

diagnostico de elevada exactitud en comparacion con los procedimientos de cultivo
convencionales. Se ha descrito que la técnica PCR es capaz de amplificar
secuencias génicas mas de 10 millones de veces y tiene un nivel de deteccion
potencial de 10 células bacterianas. La PCR tiene una sensibilidad mayor que
cualquier técnica microbiolégica de cultivo en la deteccion de bacterias dado que el
método no es dependiente de la proliferacion de microorganismos, detectando
solamente la presencia de secuencias especificas de ADN en las muestras
biolégicas. Por otra parte, la secuenciacion del ARNr 16S constituye un método
rapido y eficaz de identificacion bacteriana, y realiza una identificacion taxonémica
del patégeno en forma precisa [58,61]. A pesar de la alta capacidad de deteccion
de los métodos moleculares mostrada en este estudio, se requiere de la
combinacion 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 patégeno en los canales radiculares de la

poblacién 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
endodonticas [62], lo que aparentemente vincula la presencia de este patégeno
con el estado de salud oral. Ademéas, 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
endodonticas [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 irrigacion para la
eliminacion de E. faecalis, ya que segun las caracteristicas de este patdgeno, se
hace muy dificil de erradicar del sistema de canales radiculares con protocolos de
irrigacion convencionales. Asimismo, se vuelve perentoria la busqueda de sustancias
guimicas, medicaciones intracanal y antibiéticoterapias a los que este patdégeno sea
susceptible. De esta forma, se podria contribuir al éxito de la terapia endodontica y a
la reduccidbn de los fracasos, en los cuales este microorganismo se aisla
preponderantemente. Por otra parte, la temprana y completa desinfeccion del canal
radicular contribuye a mejorar la salud sistémica del individuo al disminuir el riesgo
de infecciones oportunistas ocasionadas por este patdgeno, como bacteremias,
endocarditis y meningitis bacterianas, entre otras, ya que existe evidencia de la
migracion de E.faecalis desde canales radiculares infectados hacia la cadena de

ganglios linfaticos submandibulares [38,39].

7. CONCLUSION

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

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

8. SUGERENCIA

Se considera necesario el estudio a cabalidad de Enterococcus faecalis en la
poblacion chilena, a fin de mantener controlada la capacidad infectiva de este
microorganismo. Ademas, es imperiosa la busqueda de sustancias quimicas y
medicaciones intracanal a los que esta bacteria sea susceptible, con el objetivo de
desarrollar protocolos de irrigacion eficaces contra este patégeno para lograr una

Optima desinfeccion intracanal.
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10.1. ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA CONSERVADORA
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este formulario de Consentimiento informado se aplicara a pacientes que tengan dientes
afectados por periodontitis apical crénica, que acuden a realizarse un primer tratamiento
endodantico y lo podra aplicar cualquiera de los miembros del equipo de investigacion.
Investigador Responsable: Silvana Maggiolo Villalobos, Rut 9032986-3. Fono 2206994 -
9781839, Sergio Livingstone Paulhammer (Ex-Olivos) 943 comuna de Independencia Santiago.
Email: silmaga@yahoo.com

Antecedentes Generales

Las lesiones periapicales (periodontitis apical cronica) se producen generalmente como
consecuencia de caries dentales. El tratamiento indicado para estas lesiones es la extraccién
del diente afectado o el tratamiento endodéntico, con el objetivo de eliminar la infeccién y evitar
las complicaciones de esta patologia. Par evitar la persistencia de la lesién apical, durante la
realizacion de la endodoncia se debe abtener, sino la esterilizacion del canal radicular, la mayor
desinfeccion del mismo. La presente investigacion tiene como objetivo comparar 2 sistemas de
desinfeccién del canal, uno con el método convencional usando como imrigante NaOCI 5.25%
y otro desinfectando el canal con un nuevo sistema que usa Ozono. Las ventajas de
desinfectar el canal con Ozono es que este no altera las propiedades biol6gicas ni mecanicas
de la estructura del diente lo que facilita su posterior rehabilitacion can sistemas adhesivos
estéticos.

Procedimiento

Se incluiran sujetos entre 18 y 70 arios, que en el examen clinico y radiografico presenten
diagndstico de Periodontitis Apical Crénica. Cuando esté indicado, seran sometidos a
tratamiento endoddntico, durante el cual se les tomara una muestra microbiolégica desde el
canal radicular afectado antes y después de la desinfeccion del canal .El total de muestras y
datos obtenidos serén almacenadas por el investigador responsable para su utilizacién
exclusiva en el desarrollo del presente estudio. Los datos personales e ideitificacion de los
sujetos participantes serdn confidenciales. En caso de manifestar interés en los resultados de
los andlisis efectuados, los interesados pueden acceder a esta informacién solicitandola al
investigador responsable. Los sujetos participantes pueden retirarse del estudio en cualquier
momento que estimen conveniente, sin perjuicio de su tratamiento odontolégico. En este
caso, solo se estudiaran las muestras obtenidas con anterioridad al retiro del sujeto.

Ventajas

Como ventajas de participar en el presente estudio, a todos los pacientes participantes del
mismo se les realizard en forma gratuita el tratamiento de endodoncia con sus respectivos
controles clinicos y radiogréficos a los 3, 6 y 9 meses.

Declaro

Haber comprendido las explicaciones que se me han facilitado, en un lenguaje claro y sencillo,
y que el facultativo me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas necesarias,
resolviendome todas las dudas que he planteado. También comprendo que, en cualquier
momento y sin necesidad de dar explicacién alguna puedo revocar el consentimiento que ahora
presto para participar en el presente Proyecto de Investigacion.

Identificaciéon Paciente: Identificacion Dentista:

> ToT1 7o) (= A S Nombre..........cooevevveeen ..
Teléfono..........ccccev . Firma......ooooooeeiieeieeeeeenn
Fitma...vnsinns

DraS.]vanaMaggiolo

Investigador Responsable del Proyecto
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10.2. ANEXO 2

UNIVERSIDAD DE CHILE ‘

FATULTAZ DE ODONTCLIGLA

DHIECCION
COMITE DE ETICA

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

31/05/2010

ACTA N°: 2010/13
Acta De Aprobacion Del Protocolo De Estudio Clinico N2 2010/06, Enmienda del
20/04/2010

Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Prof. Maria Angélica Torres V. (DDS, PhD)
Presidente CEC, Profesor Area Histologia General, Dpto de Patologia y Clinica Odontologica del Adulto,
Fac. Odontologia, U de Chile. Colaborador y Ex alumno del CIEB
Prof. Blanca Urzua O. (PhD)
Miembro permanente del CEC; Directora de Investigacion Fac. de Odontologia. Profesora Area
Bioquimica, Dpto. de Ciencias Fisicas y Qmcas., Fac Odontologia. U. de Chile
Prof. Jorge Gamonal A. (DDS, PhD)
Miembro permanente del CEC; Director del Departamento de Odontologia Conservadora. Fac
Odontologia. U de Chile
Prof. Juan Cortes A (DDS)
Secretario del CEC; Director del Departamento de Cirugia y Traumatologia Bucal y Maxilofacial . Fac de
Qdontologia, U de Chile

Fecha d Aprobacion: 31/05/2010

Titulo completo del proyecto: “Eficacia del Ozono e Hipoclorito de sodio al 5,25% sobre
microbiota aislada con mayor frecuencia en Periodontitis Apical Crénica (PAC).”. Version
del 20/04/2010

Investigador responsable: Dra. Silvana Maggiolo V. Area de Endodoncia, Dpto. de
Odontologia Conservadora, Fac. Odontologia. U. de Chile.

Institucion: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Documentacion Revisada:

» Proyecto version del 20/04/2010

» Consentimiento Informado (Cl) version 27/05/2010
» Curriculo del investigador responsable
>

Noémina de coinvestigadores de la investigacion.

Ed- 02/06/2010
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8. Caracter del estudio y la poblacion:

Se trata de un ensayo clinico de terapia controlado en adultos.

9. Fundamentacion de la aprobacion

Este estudio propone evaluar la ventaja en eliminacién bacteriana del conducto radicular de una
nueva terapia de irrigacién endodéntica mediante Ozono comparando con la terapia estandar que
es el hipoclorito de Sodio al 5.24%. La desinfeccion del canal con el Ozono tiene la ventaja de no
alterar las propiedades biolégicas ni mecanicas de la estructura del diente, lo que facilita su
posterior rehabilitacién, siendo de gran utilidad para la sociedad.

Los riesgos de esta nueva terapia son minimos comparados con la terapia convencional, de
acuerdo a lo planteado por el investigador principal y a los antecedentes de la literatura
presentados. La proteccién y confidencialidad de los datos de los participantes esta debidamente
asegurada.

En caso de reacciones adversas graves se debera informar al comité de bioética dentro de las 48
hrs. Siguientes, y una vez finalizado el estudio el comité debera ser informado de los resultados del

mismo.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, APRUEBA el estudio “Eficacia del Ozono e Hipoclorito de sodio al 5,25% sobre microbiota
aislada con mayor frecuencia en Periodontitis Apical Crénica (PAC).”. Versién del 20/04/2010 y El
Cl versidn del 27/05/2010, y sdlicita que la fecha de edicidn sea dicho documento de Cl.

Dicho estudio se llevara a cabo en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, bajo la
responsabilidad de la Dra. Silvana Maggiolo V. Area de Endodoncia, Dpto. de Odontologia

Conservadora, Fac. Odontologia. U. de Chile.

e >3

Prof. Maria Angélica Torres V.
Presidente CEC-FOUCh

C/C. Investigador Principal
Secretaria C.E.C.

Ed- 02/06/2010
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10.3. ANEXO 3

Universidad de Chile

Facultad de Odontologia
Comité Institucional de Bioseguridad (CIB)

CERTIFICADO

Las abajo firmantes certifican que el Comité Institucional de Bioseguridad (CIB)
ha aprobado las normas de bioseguridad del Proyecto de Investigacion interno
titulado “Eficacia del Ozono e Hipoclorito de Sodio al 5,25% sobre la
microbiota aislada con mayor frecuencia en periodontitis apical crénica
(PAC)”, del cual la Dra. Silvana Maggiolo Villalobos es la Investigadora
Responsable, comprometiéndose a velar por el cumplimiento de ellas, durante
el desarrollo de este proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud de la Dra. Maggiolo, para los
fines que estime convenientes.

Santiago, enero 18 de 2010.-

Olivos 943, Independencia, Fono 9781791-9781741, Fax: 9781748-Casilla 1903-Santiago
http://odontologia.uchile.cl E-mail: cib@odontologia.uchile.cl
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FICHA CLiNICA ENDODONCIA

Diente a tratar :I Referido por N° comprobante de pago ‘ ‘ l ’ I I | ‘ |
Edad C’ Sexo FO
APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO NOMBRES MO
Domicilio Ciudad Teléfono
Alumno
Docente
ANAMNESIS SINTOMATOLOGIA ACTUAL
Enfermedades Generales |:| Presente
D Dolor D Ausente D Frio D Moderado
D Esponténeo _[D Esporadico D Calor D Severo
Reacciones atipicas frente a determinados farmacos D Constante D Posicién decibito D tocalizado
[ Provocado [ buice [ iradiado
Historia anterior del Diente [ sensacion de E] Acido E] Fugaz
diente elongado ] Masticacion [ Persistente
Duracion
EXAMEN CLINICO EXTRAORAL
[J Aumento del volimen [J Adenopatia OFistula  [J Nada especial [ Otros (especifique)

EXAMEN CLINICO INTRAORAL (Sintomas Objetivos)

] cambio de color coronario

O caries [ super. [ prof. [ penetr.
[ cavidad [ super. [prof. [ penetr.
[ obturacien [ super. [ prof. [ penetr.
OFractura  [Jsuper. [Jprof. [ penetr.

[ Movilidad (grado)

[ Saco periodontal (profundidad)

. Normal
[ Oclusién del diente— [ inoclusion
Trauma oclusal

Malposicion o version

REGION VESTIBULAR
(en relacion al diente)

[ cambio de coloracion

[ Dolor a la palpacién
[JAumento de
volumen Localizado
Difuso
Duro

Blando

O Fistula—‘ SAC“VE
Inactiva

TESTS RESPUESTA: (dolor)
Frio (F) [ Normal  [] Aumentado [ Disminuido [] No responde
Calor (C) [0 Normal  [] Aumentado [] Disminuido [ No responde
Corte dentinario L] Normal ] Aumentado [] Disminuido [] No responde
Percusién [0 Normal ] Aumentado
Exploracion ~ [] Normal [] Aumentado [] Disminuido [] No responde
Eléctrico (E) D. Control (N® )
Vitalémetro empleado:

Tipo de Respuesta

F[] Moderada [] Severa
C[] Moderada [] Severa
E[J Moderada [] Severa

EXAMEN RADIOLOGICO

Reabsorcién Camara Pulpar
6sea marginal [ Nada Especial
[ Vertical O Amplia
[ Horizontal [ Parcialm. Calcif.
lteona 0O Totalm. Cacif.
[ Discreta B Obturada
Reabsorcion Int.
[ Marcada [ No Observ.
[ Franca
Conductos Radiculares (claves) a) Normal
Unico b) Amplio
Vestibular (V) c) Estrecho
Pala_tino P) d) Curvo
g';f:'(g‘;) e) Bifurcado
Mesio vestibular (mayor) (Mv1) 0 Reab;qraon interna
Mesio vestibular (menor) (Mv2) g) No visible

Disto vestibular (DV)

Mesio lingual (ML)

Disto lingual (DL)

Otro

Claves conductos radiculares

Raiz

O Apice normal

O Curvatura apical

[ Dislaceracién

[ Doble curva

[ Limite duplicado

[ Rizalisis externa

O Hipercementésis

[ Fractura

[ Apicectomizada

Area Radioltcida
[:I Netos

O Limites [ Difusos
[ corticalizados

h) Obturado

Linea Periodontal - Raiz
Apical

[ Normal

[ Engrosada

[ Ausente

Area Periapical
O Aspecto normal
O Osteoesclerésis
[ Radiolucidez

Tamaiio Area Radioltcida
Vertical m.m.

Horizontal m.m.




