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RESUMEN

Introduccion: Diversos agentes antimicrobianos son utilizados en el
tratamiento de las patologias periapicales, entre las cuales destaca la
periodontitis apical (PA). Una de las formas comunes de la PA es la
periodontitis apical asintomatica (PAA), que corresponde a una infeccion
endodontica de origen polimicrobiano mixto que se caracteriza por una
respuesta negativa a los tests de sensibilidad pulpar y presentar
radiograficamente un area radioltcida periapical en el o los dientes afectados.
Algunos de los microorganismos involucrados en su desarrollo pertenecen a la
especie bacteriana P. endodontalis. Esta es una bacteria anaerobia estricta,
Gram -negativo, que posee al lipopolisacarido (LPS) dentro de sus principales
factores de virulencia. ElI LPS estd compuesto por Lipido A unido a un core, y
una cantidad variable de moléculas de antigeno (Ag) O, unidas a este ultimo
constituyente. Recientemente, se describieron distintos perfiles de LPS en
aislados clinicos de P. endodontalis, sin embargo se desconoce la potencial
relevancia clinica de éstos. Si bien en otras especies se relacionan con la
susceptibilidad de las bacterias a algunos agentes antimicrobianos, hasta la

fecha no existen estudios para P. endodontalis ni sus distintos perfiles de LPS.

Objetivos: En el presente trabajo de investigacion se analiz6 la susceptibilidad
de aislados clinicos de P. endodontalis, que presentan diferentes perfiles de
LPS, a diferentes antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la periodontitis

apical.

Material y métodos: Se realizaron antibiogramas con diferentes aislados
clinicos de P. endodontalis, tomados de exudados de conductos radiculares de
dientes con diagnostico de Periodontitis apical asintomatica (PAA), de
individuos que asistieron a la Clinica Odontolégica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Ademas, se realizaron ensayos de
microdilucion con los mismos aislados clinicos. En estos dos tipos de ensayos

fueron utilizados 4 antimicrobianos cominmente usados en el tratamiento de
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infecciones endodonticas, éstos fueron clorhexidina, hipoclorito de sodio
(NaOCl), polimixina B (PMB), y amoxicilina. Se compararon estos resultados
con el perfil electroforético de LPS de dichas bacterias, obtenido de un estudio
previamente realizado en el Laboratorio de Microbiologia Bucal de la Facultad

de Odontologia de la Universidad de Chile.

Resultados: Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
respuestas de los aislados clinicos de P. endodontalis (ATCC™ 35406®, lecoll,
3ecol2, 3ecol5, 3ecol6, 4ecoll, 4ecol4d y 4decol7) frente a los distintos
antimicrobianos utilizados. Amoxicilina fue el antimicrobiano con mayor
actividad de inhibicion del crecimiento bacteriano, mientras que el hipoclorito
de sodio fue el agente con menor actividad antimicrobiana. Las respuestas
ante los diferentes antimicrobianos en algunos casos se relacionaron con la
estructura del LPS bacteriano: Aquellos aislados que presentaron un LPS mas
completo, con lipido A unido a core y varias cadenas AgO de bajo peso
molecular, ATCC™ 35406® y lecoll, fueron mas susceptibles a clorhexidina y
amoxicilina. Por otro lado, las cepas que presentaron lipido A y core unido a
pocas moléculas de AgO, es decir 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6, fueron mas
susceptibles a polimixina B. Finalmente, las cepas con una menor cantidad de
LPS, con muy pocas cadenas de AgO de alto peso molecular, 4ecoll, 4ecold y

4ecol7, fueron mas susceptibles sélo a amoxicilina.

Conclusiones: Distintos aislados clinicos de P. endodontalis y perfiles de LPS
presentaron respuestas diferentes ante los agentes antimicrobianos

estudiados.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Patologia Periapical

Las patologias periapicales de origen endoddntico son un conjunto de diversos
cuadros clinicos que afectan los tejidos que rodean el peridpice del diente.
Estas pueden ser tanto de origen infeccioso como no infeccioso (Delivanis and
Fan 1984; Stashenko et al. 1998).

Las de origen infeccioso pueden adquirir la carga microbiana a través de

diferentes vias:

- Tejidos duros: caries, iatrogenia operatoria, iatrogenia periodontal,
trauma dentoalveolar, dentina expuesta.

- Tratamiento endodontico defectuoso.

- Enfermedad periodontal.

- Via Anacorética: por bacteremia preexistente, o sobreinstrumentacion

en tratamiento endodontico (Delivanis and Fan 1984)

Las de origen no infeccioso se remiten a causas traumaticas, principalmente
(Delivanis and Fan 1984; Stashenko et al. 1998).

Dentro de los diagndsticos endoddnticos de las patologias que afectan a los
tejidos periapicales, segun la asociacion americana de endodoncia (AAE 2009)

(Anexo1l), podemos encontrar:

- Tejidos apicales normales

- Periodontitis apical asintomatica (PAA): Corresponde a la inflamacion y
destrucciéon del periodonto apical. Radiograficamente se observa como
una zona radioltcida (Fig. 1). No produce sintomas clinicos.

- Periodontitis apical sintomatica (PAS): Inflamacion del periodonto apical,

produce sintomatologia clinica como respuesta dolorosa a la percusion
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o palpacion del diente afectado. Este puede o no estar asociado a un
area radiollcida periapical.

- Absceso apical agudo (AAA): Es una respuesta inflamatoria a la
infeccion y necrosis pulpar, caracterizada por un rapido inicio, dolor
espontaneo, formacion de exudado purulento.

- Absceso apical crénico (AAC): Respuesta inflamatoria a la infeccion y
necrosis pulpar, caracterizada por un inicio lento, poco o nada de dolor,
descarga intermitente de exudado purulento a través de una fistula
asociada.

- Osteitis condensante (OC): Es una lesion radiopaca difusa que
corresponde a una reaccion local del hueso ante un estimulo

inflamatorio de bajo grado, usualmente observada en el apice del diente.

La periodontitis apical asintomética (PAA) es una inflamacion y destruccién de
los tejidos perirradiculares (AAE 2009; 2012). Ocurre como consecuencia de
distintos tipos de injurias a la pulpa dental, incluyendo infeccion, trauma fisico,

iatrogenia, entre otros (Delivanis and Fan 1984; Nair 1997).

En respuesta a las injurias pulpares, el hospedero responde mediante la
activacion de una gran variedad de células, que pueden ser parte del sistema
inmune, como leucocitos polimorfonucleares (PMN), linfocitos, células
plasméticas y monocitos o macrofagos, o células residentes como fibroblastos
y osteoblastos. También se producen anticuerpos y moléculas efectoras (Nair
2004).

El encuentro dindmico entre microorganismos y la respuesta
inmunoinflamatoria del hospedero genera una reaccion que tiene como
resultado la destruccion de los tejidos periapicales, entre éstos, la reabsorcion
del hueso que rodea el apice del diente y, posteriormente se produce la

formacion de la lesion periapical de origen endodontico (ALEO) (Fig. 1).
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Figura 1. Radiografia periapical. Area radiolGicida compatible con lesion periapical
de origen endodontico (ALEO).

Dependiendo de la capacidad del hospedero para neutralizar a los
microorganismos y sus toxinas, como también a las sustancias toxicas
originadas por la necrosis pulpar, la PAA puede evolucionar desde la

cronicidad a estados agudos y viceversa (Nair 2004).

Clinicamente, la PAA se caracteriza por la formacién de una ALEO en
ausencia de sintomatologia y presenta por tanto respuesta negativa a los tests
de sensibilidad y percusién (AAE 2009).

Histologicamente, las ALEOs pueden corresponder a un granuloma periapical
(GP) (Fig. 2) o un quiste radicular inflamatorio (QRI) (Fig. 3) (Graunaite et al.
2012). ElI QRI es una cavidad patolégica compuesta por un epitelio plano
pluriestratificado no queratinizado y una capsula conjuntiva inflamada, mientras
que el GP esta formado por tejido de granulacién y grados variables de

infiltrado inflamatorio (Liapatas et al. 2003).
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GR

Figura 2. Corte histolégico del periapice de diente con periodontitis apical
asintomatica. Se observa granuloma periapical (GR), en relaciébn con paredes
dentinarias del apice (D), y el canal radicular (RC), ademas se observa presencia

de epitelio (EP) junto al GR (Nair 2004).

Figura 3. Corte histolégico de Quiste radicular inflamatorio. Se observa un lumen
quistico (LU) en relacion al canal radicular (RC) y las paredes dentinarias (D) del
apice dentario. También se observa una pared epitelial (EP), delimitando el quiste

(Nair 2004).
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1.2. Microbiologia de las ALEOs

La periodontitis apical es una inflamacion y destruccion de los tejidos
periapicales y se instaura debido a la infeccion del sistema de canales
radiculares (SCR) por microorganismos que han logrado traspasar la barrera
de esterilidad original del complejo pulpodentinario de un diente, a través de las
vias mencionadas anteriormente (Delivanis and Fan 1984).

Las comunidades microbianas en la periodontitis apical se caracterizan por ser
mixtas con predominio de bacterias anaerobias en el SCR (Sakamoto et al.
2007; Siqueira and Rocas 2005; Vianna et al. 2006). Segun algunos estudios,
los microorganismos que participan en la infeccion del SCR son similares a los
encontrados en sacos periodontales de pacientes con enfermedad periodontal
activa (Nair 1997; Siqueira et al. 2008).

El segmento apical del diente actia como un nicho ecoldgico en el cual existe
una baja tension de oxigeno, ademas se encuentran nutrientes que provienen
de los exudados periapicales y de las bacterias presentes a este nivel. Todo
esto contribuye a que se genere un medio en que se seleccionan especies
bacterianas con un metabolismo fundamentalmente anaerobio estricto y
proteolitico (Nair 1997).

Los géneros bacterianos aislados mas frecuentemente en pulpas necroéticas de
dientes con periodontitis apical son: Prevotella, Fusobacterium,
Peptostreptococcus, Campylobacter, Porphyromonas, Eubacterium vy
Streptococcus (Zerr et al. 1998). Mas especificamente podemos mencionar a
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis y Prevotella
intermedia, como especies detectadas en dientes con infecciones
endodonticas, y sus factores de virulencia contribuyen con signos y sintomas
asociados (Gomes et al. 2005). Estas especies bacterianas corresponden a
bacterias pigmentadas de negro (BPB), bacilos anaerobios Gram -negativo,
predominantes en infecciones endoddnticas. Se ha descrito también que

dichas bacterias pueden ser encontradas con frecuencia en las infecciones de
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la cavidad oral y de las vias respiratorias e intestinales (Bogen and Slots 1999;
Tomazinho and Avila-Campos 2007).

1.3. Porphyromonas endodontalis

P. endodontalis corresponde a una especie de bacterias proteoliticas,
anaerobias estrictas, que no forman esporas, Gram -negativo, bacilos o

cocobacilos.

En PA esta especie ha sido ampliamente relacionada con dolor, exudado
purulento y formacion de abscesos apicales agudos, es decir, podria contribuir
con la agudizacion de signos y sintomas (Zerr et al. 1998). Sin embargo, segun
estudios realizados recientemente P. endodontalis tendria una alta tasa de
prevalencia en cuadros cronicos apicales, es decir en PAA, de modo que
puede llegar a estar presente en la microbiota de un 56% de las PAA (Rocas
and Siqueira 2008; Wang et al. 2012).

La patogenicidad de P. endodontalis se atribuye a diferentes factores de
virulencia, entre éstos los relacionados con la estructura celular. Estos
contribuyen al desarrollo de la periodontitis apical. Dentro de estos factores
encontramos la capsula o antigeno K, el lipopolisacarido (LPS) y la produccion
de enzimas especificas como la fosfolipasa A (Hong et al. 2004).

El LPS, es el mayor constituyente de la membrana externa de las bacterias
Gram -negativo. Es una molécula glicolipidica compuesta por un
heteropolisacéarido fosforilado que estd covalentemente unido a un lipido que
contiene glucosamina, llamado lipido A. Este ultimo constituyente se encuentra
unido directamente a la membrana externa de la bacteria. La porcion de
polisacarido que protruye de la membrana externa ha sido dividida en dos
regiones principales: una region interna o central llamada core y una porcion
externa denominada antigeno (Ag) O. El lipido A posee la actividad endotdxica
del LPS (Fig. 4) (Raetz and Whitfield 2002).
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Figura 4. Estructura de LPS bacteria Gram —negativa (Li et al. 2016).

El LPS participa en la activacion de la respuesta inmunoinflamatoria y la
consecuente destruccion de los tejidos periapicales durante el desarrollo de la
PA (Mirucki et al. 2014). La acumulacion de componentes bacterianos como el
LPS pueden estimular la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias tanto de
neutroéfilos, monocitos o macrofagos, leucocitos, linfocitos, como otras células
residentes (Hong et al. 2004). Se ha observado también que lipidos
estructurales complejos de P. endodontalis inhiben la diferenciacion de
osteoblastos y la aposicion de minerales, asi como también promueven la

diferenciacion de células osteoclasticas (Mirucki et al. 2014).

El LPS de P. endodontalis corresponde al componente de la bacteria que es

reconocido por células del sistema inmune a través de receptores especificos
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ubicados en la membrana celular (Hanazawa et al. 1991). En un estudio
recientemente realizado por nuestro grupo de investigacion, se observé que
diferentes aislados clinicos de esta bacteria presentan diferentes fenotipos de
LPS (Herrera 2015). ElI LPS ademas corresponde a un blanco para algunos
antimicrobianos, como la polimixina B (PMB), la cual se une a la porcién del
lipido A inhibiendo asi la mayoria de las funciones del LPS mencionadas
anteriormente (Hong et al. 2004). Basados en estos antecedentes podemos
especular que segun la variabilidad del LPS podriamos encontrar distintas
respuestas bacterianas ante determinados antimicrobianos de uso sistémico y
topico utilizados en el tratamiento de infecciones endodoénticas como la
periodontitis apical. Sin embargo, también es cierto que la susceptibilidad de
estas bacterias ante los mencionados antimicrobianos podria variar segun el

mecanismo de accion de dichos agentes.

1.4. Antimicrobianos utilizados en tratamientos endoddénticos

El tratamiento de las infecciones endodonticas consiste en la realizacion de un
abordaje mecénico y quimico para eliminar la microbiota causal, mediante
instrumentacién mecénica e irrigacion de el o los canales del diente con un
agente antimicrobiano (Sena et al. 2006). Al finalizar este proceso se sella el
diente con una obturacion que impedira el ingreso de bacterias y la

colonizacion por parte de éstas en el SCR (Asgary and Fazlyab 2015).

Dentro de los agentes antimicrobianos utilizados en el abordaje quimico de las
infecciones endoddnticas podemos encontrar el hipoclorito de sodio (NaOCI).
Es una base fuerte de pH 11, posee una marcada accion antimicrobiana,
disuelve tejidos organicos, sirve como lubricante y es de rapida accion
(Mohammadi 2008). En clinica se utiliza preferentemente a una concentracion
del 5,25% (Sena et al. 2006).

Otra opcidn de irrigante es la clorhexidina; que es una bisguanidina cationica

de pH 5,5 a 7 y posee una accion antimicrobiana de amplio espectro. En
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ocasiones también es utilizada para medicar el SCR entre sesiones.
Generalmente se utiliza a una concentracion del 2% (Mohammadi and Abbott
2009; Mortenson et al. 2012).

En situaciones clinicas especificas puede ser necesario el uso de terapia
antimicrobiana sistémica en conjunto con el abordaje mecanico y quimico de la
infeccion endododntica. Esto se realiza en casos de infecciones agudas, o
infecciones crénicas que se agudizan, que cursan con dolor, compromiso del
estado general y otros signos y sintomas como el aumento de volumen facial,
presencia de exudado purulento, entre otras. El antimicrobiano de eleccién en
la mayoria de los casos es la amoxicilina, que es un antibiético semi-sintético
derivado de la penicilina. Se utiliza por su alto espectro antimicrobiano, ya que
actua sobre bacterias Gram -positivo y -Gram negativo (Jayadev et al. 2014).

Por dltimo, la PMB es un antibi6tico polipeptidico catidnico, producido por una
cepa de Bacillus polymyxa. Si bien no es utlizado en clinica como los
anteriores, tiene accion sobre bacterias Gram negativo debido a que se une a
los fosfolipidos de las membranas de las células bacterianas. Esta union
aumenta la permeabilidad de la membrana lo que se traduce en la muerte
celular bacteriana. La PMB tiene una potente accién anti-endotoxina, que
mediante su unién al lipido anionico A, inhibe la mayoria de sus funciones La
PMB es un antimicrobiano utilizado ampliamente en estudios in vitro (Hong et
al. 2004).

1.5. Planteamiento del problema

Todos los agentes antimicrobianos frecuentemente utilizados en tratamientos
endodonticos podrian tener distintos efectos en las diferentes cepas de P.
endodontalis, dependiendo de ciertos factores. Uno de estos factores seria el
mecanismo de accion de dichos agentes sobre las bacterias. En el caso de los

antimicrobianos que actuan a nivel de LPS, éstos también podrian tener
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diversos efectos en los aislados clinicos de P. endodontalis debido a la
variabilidad en la estructura y composicién del LPS. Estos efectos pueden ser
medidos a través de diferentes pruebas microbioldgicas. Estas diferencias en
el LPS podrian asociarse también a diferencias de patogenicidad y diferencias

en la expresion clinica de las patologias periapicales.

Actualmente no existen estudios que relacionen directamente estas dos
variables, perfiles de LPS de P. endodontalis con susceptibilidad a
antimicrobianos. A través de este estudio evaluaremos una posible relacion
entre las caracteristicas mencionadas, utilizando perfiles de LPS previamente

caracterizados (Herrera 2015).
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2. HIPOTESIS

Diferentes perfiles de lipopolisacarido de aislados clinicos de Porphyromonas
endodontalis se relacionan con diferencias en la susceptibilidad frente a distintos
agentes antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la periodontitis apical

asintomatica.

3. OBJETIVOS

3.1. Obijetivo General

Analizar la susceptibilidad de aislados clinicos de Porphyromonas
endodontalis, que presentan diferentes perfiles de lipopolisacéarido, a diferentes
antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la periodontitis apical

asintomatica.

3.2. Objetivos Especificos

- Comparar la susceptibilidad de distintos aislados clinicos de P.
endodontalis a diferentes antimicrobianos.
- Asociar las respuestas a antimicrobianos de aislados clinicos de P.

endodontalis con sus diferentes perfiles de LPS.
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4. METODOLOGIA

4.1. Aislados clinicos de P. endodontalis vy perfiles de LPS

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion se identificaron
aislados clinicos de P. endodontalis provenientes de exudados periapicales de
una muestra total de 34 pacientes con diagndstico clinico de PAA, mediante
identificacion por PCR. Estos se rotularon como: 1EColl, 3ECol2, 3EColI5,
3ECol6, 4ECol1, 4ECol4 y 4ECo0I7 (Fig. 5y 6) (Herrera 2015).

1E :Col 1

Mamero del cultive MNdmero de la colonia aislada

Figura 5. Nomenclatura utilizada para la nominacion de los aislados clinicos.
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34 muestras de
individuos

M® total de cultivos:
34 (8 colonias por

cultiva)
Total de colonias:
272
Cultivos con colonias pigmenta{jéé de “Cultivos con colonias no pigmentadas
negro: 5 (1E, 3E, 4E, 8Ey 34 E) de negro: 29

Aislados con colonias pigmentadas de
negro: 15 (1ECol1, 1ECol3, 8ECol,
8ECol4, B8ECol5, B8ECol6, 8 ECal7,
3ECol2, 3ECol5, 3ECol6, 4ECol1, 4ECol4,
4ECol7, 34ECol2 y 34 ECol3)

Aislados con colonias pigmentadas de
negro positivas para prueba de metanol:
13 (1ECol1, 1ECol3, 8ECol1, B8ECol,
8ECol5, BEC0I6, 8 ECol7, 3ECoI2, 3ECoI5,
3ECol6, 4ECol1, 4ECol4 v 4ECalT)

NP

13 asilados clinicos correspondientes a
Pg.oPe.

Aislados con colonias pigmentadas de
negro idenfificadas como P endodontalis:
7 (1ECol1, 3ECol2, 3ECol5, 3ECol6,
4ECol1, 4ECold y 4ECalT)

Figura 6. Resumen de aislados identificados como P. endodontalis a través de
PCR.

Se caracteriz6 el perfil electroforético del LPS de los siete aislados clinicos y de
la cepa de referencia ATCC™ 35406®, de P. endodontalis segun se describio

en el estudio mencionado anteriormente (Herrera 2015; Fig. 7)
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35406 | 1EC1 | 3EC2 | 3EC5 | 3ECS | 4EC1 | 4EC4 | 4EC7

Figura 7. Perfil electroforético del LPS de los diferentes aislados clinicos de P.
endodontalis. Gel Tricina-SDS-poliacrilamida. En la figura se muestran los carriles
1. ATCC™ 35406®, 2: 1EColl, 3: 3ECol2, 4: 3ECoI5, 5: 3ECoI6, 6: 4ECoI1, 7:
AECol4 y 8:4ECol7.

4.2. Pruebas microbioldgicas para determinar  susceptibilidad a
antimicrobianos

Se realizaron dos tipos de pruebas microbiolégicas para observar la

susceptibilidad de las bacterias a los diferentes antimicrobianos:
4.2.1. Antibiograma

Un antibiograma se utiliza para medir la sensibilidad de una colonia bacteriana
ante un determinado antimicrobiano (Sena et al. 2006). En este estudio se
expusieron los siete aislados clinicos de P. endodontalis y la cepa ATCC™
35406® ante cuatro distintos agentes antimicrobianos frecuentemente utilizados
en el tratamiento de infecciones endodénticas. Estos fueron probados en seis
diferentes concentraciones cada uno (Tabla n°l). Los antimicrobianos
utilizados fueron: clorhexidina, hipoclorito de sodio, polimixina B y amoxicilina.



Tabla 1. Concentraciones estudiadas de los

ensayos de difusion.
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diferentes antimicrobianos en

Concentraciones 1 2 3 4 5 6
Antimicrobianos
Clorhexidina | 2% 1% 0,5% 0,25% 0,125% | 0,06%
Hipoclorito | 5% 2,5% 1,25% 0,625% | 0,312% | 0,15%
de Sodio
Polimixina B | 2000ug/ml | 1000ug/ml | 500ug/ml | 250ug/ml | 125ug/ml | 62,5ug/ml
Amoxicilina | 2000pug/ml | 1000ug/ml | 500pg/ml | 250ug/ml | 125ug/ml | 62,5ug/ml

Las diferentes concentraciones se obtuvieron a través de dilucion seriada.

Se confeccionaron discos de papel (sensidiscos) con papel filtro especial para

antibiogramas, de un grosor de 1 mm y un diametro de 6 mm. Estos se

empaparon con las diferentes concentraciones de antimicrobianos en placas

de vidrio separadas, y se dejaron secar por 24 h en estufa a 37°C.

A partir de cada caldo inoculado con los diferentes aislados de P. endodontalis

(Herrera 2015), se tomaron 200 pl con una micropipeta y punta desechable

estéril, y se llevaron a una nueva placa de cultivo Petri con agar sangre

hemina-menadiona. Se realizé una siembra en césped. Cada placa se rotuld

con el nombre del aislado o cepa bacteriana a utilizar y el antimicrobiano a

probar. Se ubicaron 4 sensidiscos en cada placa, con las diferentes

concentraciones de antimicrobianos (Fig. 8).
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Figura 8. Ensayo de difusion en placa de agar-sangre hemina-menadiona. La
figura muestra un ensayo representativo mostrando el efecto de clorhexidina a
diferentes concentraciones sobre el aislado 4ecol7. A. Clorhexidina al 2%. B.
Clorhexidina al 1%. C. Clorhexidina al 0.5%. D. Clorhexidina al 0.25%.

Se llevaron las placas a jarras de anaerobiosis y se dejaron incubar en una
estufa a 37°C por 5 dias. Se dejaron por 6 o 7 dias en los casos en que se
observaba un débil crecimiento bacteriano a los 5 dias. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

Una vez generado, se midié el tamafio del halo de inhibicion del crecimiento

bacteriano alrededor de los sensidiscos (Sena et al. 2006).

4.2.2. Ensayos de microdilucién

Este ensayo, también llamado ensayo en placa de 96 o placas de

microdilucién, consiste en realizar la mezcla de una cantidad especifica de



28

caldo BHI previamente inoculado con bacterias y el antimicrobiano a probar,
para luego medir la densidad éptica de las muestras (Castro-Zavala et al.
2015). Se midi6 la densidad optica (DO) de los caldos BHI, inoculados 48 h
antes del ensayo con los distintos aislados clinicos y cepa de referencia de P.
endodontalis. Se fij6 como cero la DO del caldo sin bacterias y se establecieron
como limites 0,125 y 2 nm de DO, es decir las muestras con valores entre
estos limites fueron utilizadas para realizar los ensayos de microdiluciéon. Se
tomaron 135 ul de cada caldo BHI con los diferentes aislados clinicos de P.
endodontalis y se depositaron en los distintos pocillos de la placa de 96 y se
mezclaron con 15 pl de las soluciones antimicrobianas, obteniéndose las

siguientes 6 concentraciones finales:

Tabla 2 Concentraciones utilizadas para el estudio de los diferentes

antimicrobianos en ensayos de microdilucion.

Concentraciones 1 2 3 4 5 6
Antimicrobianos
Clorhexidina | 0,2% 0,1% 0,05% 0,025% | 0,0125% | 0,006%
Hipoclorito | 0,5% 0,25% 0,125% | 0,0625% | 0,0312% | 0,015%
de Sodio
Polimixina B | 200ug/ml | 100ug/ml | 50ug/ml | 25ug/ml | 12,5ug/ml | 6,25ug/ml
Amoxicilina | 200pug/ml | 100pug/ml | 50pg/ml | 25ug/ml | 12,5ug/ml | 6,25ug/ml
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Luego de 48 h se midieron los resultados a través de espectrofotometria, a
una longitud de onda de 600 nm (DOgoo NM) y Se compararon estos valores con
los obtenidos de caldo con bacterias sin antimicrobiano (controles positivos), y
con los de caldo sin bacterias (controles negativos) para evaluar el crecimiento

bacteriano. Los ensayos de microdilucion se realizaron por duplicado.

4.3. Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos se analizaron con el programa Graph Pad Prism 6
(©2016 GraphPad Software, Inc. La Jolla, California, Estados Unidos) para
determinar diferencias entre la susceptibilidad de las distintas cepas
bacterianas frente a cada antimicrobiano. Se utiliz6 el test Anova y
posteriormente un test Tukey para comparar los grupos entre si. Se considerd
significancia estadistica si p < 0.05. Posterior a esto se asociaron las
respuestas a antimicrobianos de aislados clinicos de P. endodontalis con sus

diferentes perfiles de LPS.
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5. RESULTADOS

5.1. Susceptibilidad de los aislados clinicos frente a antimicrobianos

5.1.1. Ensayos de microdilucion

Se tomaron muestras de los siete diferentes aislados clinicos y la cepa de
referencia de P. endodontalis descritos anteriormente. Estos se llevaron a
caldo BHI suplementado con hemina y menadiona para cultivo en suspension.
Se dejaron crecer por 48 h y luego de esto se determind de acuerdo al
crecimiento bacteriano, que caldos tenian suficiente proliferacién bacteriana
para ser utilizados en los ensayos (de acuerdo a la descripcion del punto
4.2.2).

Se realizaron ensayos de microdilucion con polimixina B, clorhexidina,
hipoclorito de sodio y amoxicilina en las seis distintas concentraciones
mencionadas en el punto 4.2.2, y se obtuvieron los resultados midiendo la
densidad optica a través de espectrofotometria, para comparar ésta con la
densidad 6ptica inicial y asi determinar el crecimiento bacteriano. Al mezclar el
volumen determinado de caldo BHI con bacterias y la clorhexidina, ocurrié una
reaccion de precipitacion en los pocillos correspondientes a las seis
concentraciones distintas de este antimicrobiano, la mezcla se enturbid
inmediatamente y con ello aumento la densidad Optica de la muestra. Esto
claramente no denotaba un crecimiento bacteriano, sino una reaccioén en la que
probablemente ocurrié una lisis de estructuras bacterianas. Por esta razén, se
decidié desechar este tipo de ensayos y sélo utilizar antibiogramas para
determinar la susceptibilidad a antimicrobianos debido a que los resultados no

reflejaron el crecimiento bacteriano real.

5.1.2. Ensayos de difusion
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Se realizaron antibiogramas con los 4 antimicrobianos ya mencionados, en las
6 concentraciones detalladas en el punto 4.2.1, para la cepa de referencia de
P. endodontalis: ATCC™ 35406®, y los aislados clinicos lecoll, 3ecol2, 3ecol5,

4ecoll, 4ecold y 4ecol7. Cada ensayo fue hecho por triplicado (Herrera 2015).

Los resultados se cuantificaron midiendo el halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano alrededor de cada sensidisco. Estos fueron medidos en milimetros

(mm), en el caso de existir (Fig. 9a). Los casos en que no hubo inhibicién del

crecimiento bacteriano, se registraron como cero (Fig. 9b).

Figura 9a. Ensayo de difusion en placa de agar-sangre hemina-menadiona. La
figura muestra halos de inhibicién alrededor de sensidiscos con PMB en distintas
concentraciones, sobre aislado de P. endodontalis 3ecol2: A. PMB 2.000 ug/ml, B.
PMB 1.000 ug/ml, C. PMB 500 ug/ml, D. PMB 250 ug/ml. Figura 9b. Ensayo de
difusién en placa de agar-sangre hemina-menadiona. La figura muestra ausencia
de halos de inhibicion alrededor de sensidiscos con hipoclorito de sodio (NaOCI)
en distintas concentraciones, sobre aislado de P. endodontalis 3ecol5: E. NaOCI
5% F. 2.5% G. 1.25% H. 0.625%.
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) Clorhexidina

En relacidon con la clorhexidina hubo diferencias estadisticamente significativas
entre ATCC™ 35406® y el resto de los aislados (1ecoll, 3ecol2, 3ecol5, 3ecol6,
4ecoll, 4ecold, 4ecol7) sélo a la concentracidbn mas alta (2%). La cepa ATCC™
35406® fue mas sensible que los aislados clinicos a esta concentracién. No
hubo diferencias entre los aislados con distintos perfiles de LPS (p< 0.05; Fig.
10).

Clorhexidina*

50-

T 401

£

: —-A- 4ecol7

?g ® 4ecold

E - 4 ecol1

= 3 ecol 6

S

e v- 3ecol5

T -4 3ecol2
-2 1 ecol 1
- ATCC

[CHX %]

Figura 10. Susceptibilidad a clorhexidina de aislados clinicos de P. endodontalis y
cepa de referencia ATCC™ 35406®. En eje vertical se encuentran halos de

inhibicion (mm), en eje horizontal seis concentraciones diferentes de clorhexidina
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[%]. * p < 0.05 (ANOVA). 2%, ATCC vs. 1 ecol 1, ATCC vs. 3 ecol 2, ATCC vs. 3
ecol 5, ATCC vs. 3 ecol 6, ATCC vs. 4 ecol 1, ATCC vs. 4 ecol 4, ATCC vs. 4 ecol
7 p<0,05 (T. Tuckey).

1)) Hipoclorito de Sodio

Para el hipoclorito de sodio no se obtuvieron diferencias significativas entre los
distintos aislados clinicos de P. endodontalis, es decir no reaccionaron de
manera significativamente diferente entre si, ante este antimicrobiano a

ninguna de las concentraciones utilizadas (Fig. 11).

Hipoclorito de Sodio

201
'g A 4ecol7
£ 154 ‘B 4ecold
:§ 10- - 4 ecol 1
] 5- 3 ecol 6
=
k= -v- 3ecol5
o 0+
T -4 3ecol2
o -5-
:t:v -2 1 ecol1
'10 T | | | 1 1 * ATCC
o\e o\e o\e o\e o\e o\e
2] 2] \a) \>} A (%)
Q’.\ Q’.’D Q"\r Y Vv
[NaOCI %]

Figura 11. Susceptibilidad a hipoclorito de sodio de aislados clinicos de P.
endodontalis y cepa de referencia ATCC™ 35406®. En eje vertical se encuentran
halos de inhibicion (mm), en eje horizontal seis concentraciones diferentes de

NaOCI [%)]. Se utilizé el test Anova y un post test Tukey para comparar los grupos
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entre si. Los resultados con diferencias de p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativas.

) Polimixina B

Para la PMB se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05)
entre los distintos aislados clinicos y la cepa ATCC™ 35406® para las 6

concentraciones (Fig. 12).

Polimixina B*

50+

"E“ A 4ecol7
é B 4ecol4d
:§ @ 4ecol 1
) 3 ecol 6
=

= v 3ecold
§ A 3ecol2
% & 1 ecol1

-~ ATCC

[PMB pg/ml]

Figura 12. Susceptibilidad a PMB de aislados clinicos de P. endodontalis y cepa
de referencia ATCC™ 35406®. En eje vertical se encuentran halos de inhibicién
(mm), en eje horizontal seis concentraciones diferentes de PMB [ug/ml]. * p < 0.05
(ANOVA). 62,5 pg/ml: ATCC vs. 3 ecol 6, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 6, 3 ecol 6 vs. 4 ecol
1;a 125 pg/ml: ATCC vs. 3 ecol 6, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 6, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 1; a 250
png/ml: 1 ecol 1 vs. 3 ecol 5, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 6,3 ecol5 vs. 4 ecol 1, 3ecol 6vs.
4 ecol 1; a 500 pg/ml: 1 ecol 1 vs. 3 ecol 2, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 5, 1 ecol 1 vs. 3 ecol
6, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 1, 3 ecol 2vs. 4 ecol4,3ecol5 vs.4ecoll,3ecol5 vs. 4
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ecol 4, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 1, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 4; a 1000 pg/ml: ATCC vs. 1 ecol 1,
1 ecol1vs.3ecol2,1ecollvs.3ecol5,1ecollvs. 3ecol6,3ecol 2vs. 4 ecol
1,3 ecol 2 vs. 4 ecol 4,3 ecol5 vs. 4ecol 1, 3ecol5 vs. 4ecol4, 3ecol6vs. 4
ecol 1, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 4; a 2000 pg/ml: ATCC vs. 1 ecol 1, ATCC vs. 4 ecol 4, 1
ecol 1 vs. 3 ecol 2,1 ecol1vs. 3ecol5,1ecollvs.3ecol6,1ecollvs.4ecoll,
3 ecol5 vs. 4 ecol 4, 3ecol 6vs. 4 ecol 4 (T. Tuckey).

- A una concentracion de 62.5 pg/m, 3ecol6 tuvo halos de inhibicion
significativamente mayores que la cepa ATCC™ 35406® y los aislados
lecoll y 4ecoll. Esto indica que el aislado 3ecol6, el cual no posee AgO
de alto peso molecular, es mas sensible a este antimicrobiano.

- A una concentracion de 125 pg/ml se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el aislado 3ecol6 y las cepas
ATCC™ 35406®, lecoll y 4ecoll. La mayor inhibicion del crecimiento
se observo sobre el aislado 3ecol6.

- A 250 pg/ml las diferencias significativas se dieron al comparar lecoll
con los aislados 3ecol5 y 3ecol6, y 4ecoll con los aislados 3ecol5 y
3ecol6. En estos casos, lecoll y 4ecoll tuvieron menores halos de
inhibicion que el resto de las cepas mencionadas.

- A 500 pg/ml hubo grandes vy significativas diferencias entre lecoll con
3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6. lecoll presentd un halo de inhibicion del
tamafio del sensidisco (6 mm) registrado como cero, es decir menor a
los demés aislados. Ademas, 3ecol2 tuvo un halo significativamente
mayor que 4ecoll y 4ecol4. También entre 3ecol5 con 4ecoll y 4ecold
ocurrié lo mismo, el halo de inhibicion de 3ecol5 fue significativamente
mayor al de los otros dos aislados. Y finalmente, entre 3ecol6 con
4ecoll y 4ecol4, teniendo 3ecol6 un halo mayor.

- A una concentracion de 1000 pg/ml las diferencias significativas se
dieron entre la cepa ATCC™ 35406® con el aislado lecoll, teniendo
este Ultimo un menor halo de inhibicién; lecoll con 3ecol2, 3ecol5 y

3ecol6, siendo nuevamente 1lecoll el aislado con menor halo de
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inhibicién; 3ecol2, con 4ecoll y 4ecol4, teniendo estos dos ultimos
resultados menos que 3ecol2; y 3ecol5 y 3ecol6 tuvieron mayores halos
de inhibicién que 4ecoll y 4ecol4.

- A 2000 pg/ml de concentracion se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas al comparar ATCC™ 35406® con 1 ecoll
y 4ecol4; lecoll con 3ecol2 3ecol5 3ecol6 y 4ecoll; 3ecol5 con 4ecold y

3ecol6 con 4ecol4.

IV)  Amoxicilina

En el caso de la amoxicilina también se obtuvieron diferencias significativas (p<
0.05) entre los halos de inhibicion del crecimiento de los distintos aislados

clinicos en la mayoria de las concentraciones (Fig. 13).

Amoxicilina*

100
’E‘ & 4 ecol7
é B 4ecol4d
;E 50+ @ 4 ecol 1
Q
) 3 ecol 6
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= v 3ecol 5
@ 04
'g 4 3 ecol 2
% & 1 ecol 1
=50 T T T T T T -~ ATCC

[Amoxicilina pg/ml]

Figura 13. Susceptibilidad a amoxicilina de aislados clinicos de P. endodontalis y

cepa de referencia ATCC™ 35406®. En eje vertical se encuentran halos de
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inhibiciébn (mm), en eje horizontal seis concentraciones diferentes de amoxicilina
[Mg/ml]. * p < 0.05 (ANOVA). A 62.5 pg/ml: ATCC vs. 3 ecol 2, ATCC vs. 3 ecol 5,
ATCC vs. 3 ecol 6,1 ecol 1 vs. 3 ecol 2,1 ecol 1vs. 3ecol 5,3 ecol 2vs. 4 ecol 1,
3 ecol2vs. 4 ecol 4,3 ecol2vs.4ecol 7,3 ecol5 vs. 4ecol 1, 3ecol5 vs. 4 ecol
4, 3 ecol 5 vs. 4 ecol 7, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 7; a 125 pg/ml: ATCC vs. 3 ecol 2,
ATCC vs. 3 ecol 5, ATCC vs. 3 ecol 6, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 2, 1 ecol 1 vs. 3 ecol 5,3
ecol 2 vs. 4 ecol 1, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 4, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 7, 3 ecol 5 vs. 4 ecol 1,
3 ecol 5 vs. 4 ecol 4, 3 ecol 5 vs. 4 ecol 7; a 250 pg/ml: ATCC vs. 3 ecol 2, ATCC
vs. 3 ecol 5, ATCC vs. 3 ecol 6, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 1, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 7, 3 ecol 5
vs. 4 ecol 1, 3 ecol 5vs. 4 ecol 7, 3 ecol 6 vs. 4 ecol 7; a 500 pg/ml: ATCC vs. 3
ecol 2, vs. 3 ecol 5, ATCC vs. 3 ecol 6, 3 ecol 2 vs. 4 ecol 7,3 ecol 5vs. 4 ecol 7,3

ecol 6 vs. 4 ecol 7 (T. Tuckey).

- A una concentraciéon de 62.5 pg/ml, la cepa ATCC™ 35406® fue
significativamente méas sensible que 3ecol2 3ecol5 3ecol6. El aislado
lecoll también tuvo un halo de inhibicidon significativamente mayor a
3ecol2 y 3ecol5. En el caso de 3ecol2, este aislado tuvo un halo de
inhibicion menor que 4ecoll 4ecol4 4ecol7. 3ecol5 también tuvo halos
de inhibicibn menores que los de 4ecoll, 4ecol4 y 4ecol7.

- A 125 pg/ml la cepa ATCC™ 35406® tuvo halos de inhibicion mayores
que 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6. lecoll también tuvo halos de inhibicién
mayores que 3ecol2 y 3ecol5. Por su parte 3ecol2 tuvo halos de menor
tamafio que 4ecoll, 4ecold y 4ecol7. Finalmente, para esta
concentracion 3ecol5 tuvo menor inhibicion que 4ecoll, 4ecol4 y 4col7.

- A 250 pg/ml la cepa ATCC™ 35406® fue significativamente mas
sensible que los aislados 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6. 3ecol2 y 3ecol5
presentaron menores halos de inhibicion en comparacion con 4ecoll y
4ecol7. 3ecol6 fue mas resistente que 4ecol7.

- A 500 pg/ml la cepa ATCC™ 35406® tuvo una mayor inhibicion del
crecimiento en comparacion con 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6. 3ecol2 tuvo

menores halos de inhibiciébn que 4ecol7. 3ecol5 a su vez, tuvo menores
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halos que 4ecol7. Y el crecimiento de 3ecol6 fue significativamente
menos inhibido que el de 4ecol7.

A 1000 y 2000 pg/ml no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre la cepa ATCC™ 35406® y los aislados clinicos

estudiados.
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6. DISCUSION

Dentro de los factores de virulencia de P. endodontalis se encuentra el LPS,
esta estructura ha demostrado tener una alta variabilidad entre aislados
clinicos de distintos individuos (Herrera 2015). En este estudio, tras analizar la
susceptibilidad a antimicrobianos de estos aislados clinicos de P. endodontalis,
demostramos que esta variabilidad determind, en algunos casos, una
respuesta distinta ante antimicrobianos de administracion tépica y sistémica
empleados frecuentemente para tratar la PA, mientras que soélo algunos

asilados clinicos fueron mas resistentes a estos agentes.

Los aislados 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6 correspondientes a un mismo individuo,
mostraron una menor susceptibilidad ante los agentes antimicrobianos
clorhexidina y amoxicilina (Fig. 10 y 13). Estos aislados poseen lipido A, core y
pocas moléculas de AgO de mayor peso molecular, y por tanto difieren de la
estructura del LPS de la cepa ATCC™ 35406® y el aislado lecoll, los cuales
tenian un perfil de LPS més bien completo y homogéneo. También difieren de
los aislados 4ecoll, 4ecol4 y 4ecol7, los cuales tenian menor cantidad de LPS
y algunas cadenas de AgO alto peso molecular.
La cepa de referencia ATCC™ 35406®, fue la que mostré mayor susceptibilidad
ante dos antimicrobianos, clorhexidina y amoxicilina (Fig. 10 y 13). Esta posee
una estructura de LPS completa y homogénea tal como se menciona en el
parrafo anterior. Sin embargo, este comportamiento no se repitid con los otros
dos antimicrobianos. El aislado 1ecoll mostr6 un comportamiento heterogéneo
ante los cuatro antimicrobianos (Fig. 10, 11, 12 y 13), a pesar de tener cierto
grado de similitud en la estructura con la cepa ATCC™ 35406®. En algunos
casos fue altamente inhibido por antimicrobianos, como en el caso de la
amoxicilina y la clorhexidina, y en el caso de la PMB y el hipoclorito de sodio no
mostré tanta susceptibilidad. En cuanto a los aislados 4ecoll, 4ecol4 y 4ecol7
pertenecientes a un mismo individuo, éstos tuvieron un comportamiento similar

ante los cuatro antimicrobianos, siendo poco inhibidos por estos (Fig. 10, 11,
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12 y 13). Estas bacterias tienen poco LPS y pocas cadenas de AgO de alto

peso molecular.

Al asociar los diferentes perfiles de LPS obtenidos por electroforesis, nos
damos cuenta de que la cepa bacteriana ATCC™ 35406® que presento un perfil
completo y mas homogéneo, fue la mas susceptible a los antimicrobianos, en
comparacion al resto de los aislados clinicos. Esto podria indicarnos que el
tener un LPS de mayor tamafio y mas completo podria asociarse con bacterias
menos resistentes. Sin embargo, también es posible que la cepa de referencia
ATCC™ 35406® sea mas susceptible a los agentes antimicrobianos por
corresponder a una cepa de laboratorio, mantenida en un medio ideal, y por
esto sus factores de virulencia podrian estar mas atenuados que los de los
aislados clinicos obtenidos de muestras de individuos.

También es posible que algunos aislados clinicos con diferentes perfiles de
LPS no respondieran de manera diferencial frente a algunos antimicrobianos
debido a las diferencias en sus mecanismos de accion. Tal es el caso de todos
los aislados clinicos frente al hipoclorito de sodio y de ATCC™ 35406® y 4ecol7
frente a amoxicilina. Se sabe que la amoxicilina actia a nivel de proteinas
especificas de la pared bacteriana (Jayadev et al. 2014), por lo tanto
diferencias en el LPS no deberian afectar necesariamente su accioén sobre las
bacterias. A pesar de ello, en este trabajo si observamos que las cepas que
carecen de AgO de alto peso molecular son mas resistentes a amoxicilina.

Desconocemos hasta ahora el mecanismo por el cual esto ocurriria.

Por otro lado, la PMB tiene accién sobre los fosfolipidos de las membranas de
las células bacterianas. Se une al lipido aniénico A del LPS e inhibe la mayoria
de sus funciones de esta estructura (Hong et al. 2004). En los resultados se
observd una susceptibilidad similar entre las cepas con una estructura de LPS
parecida. Reaccionaron de manera similar 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6, aislados
gue poseen lipido A, core y pocas moléculas de AgO de mayor peso molecular,
y 4ecoll con 4ecol4 que poseen poco LPS y pocas cadenas de AgO de alto

peso molecular. Sin embargo, algunos aislados clinicos reaccionaron de
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manera similar teniendo diferencias en sus estructuras de LPS. Frente a la
PMB el aislado lecoll tuvo un comportamiento similar a 4ecoll y 4ecol4, a
pesar de tener un LPS de mayor tamafio y mas homogéneo. Los aislados
ATCC™ 35406® Yy 4ecol7 también presentaron una susceptibilidad similar.
Comparativamente la cepa ATCC™ 35406® presentd mayor cantidad de LPS
de estructura homogénea y 4ecol7 poco LPS con pocas cadenas de AgO

preferentemente de alto peso molecular (Herrera 2015).

Por el contrario, los aislados clinicos que presentaron mayores halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano 3ecol2, 3ecol5 y 3ecol6, obtenidos de
muestras pertenecientes a un mismo individuo, tenian un LPS similar entre si,
principalmente compuesto por lipido A y core unido a pocas moléculas de AgO

de mayor peso molecular.

El mecanismo de accion del hipoclorito de sodio no es completamente
conocido, se postula que podria actuar inhibiendo reacciones enziméticas y
provocando la desnaturalizacion de proteinas (Mohammadi 2008). En este
estudio, todos los aislados clinicos tuvieron susceptibilidad similar, excepto
4ecol4 que fue levemente mas inhibida por este antimicrobiano. Es posible
pensar que en esta situacién el LPS no jugd un rol tan importante en la

susceptibilidad antimicrobiana.

Por ultimo, la clorhexidina que posee una accién antimicrobiana de amplio
espectro, ejerce su accion a nivel de la membrana externa facilitando la
precipitacion de las estructuras bacterianas. También se ha descrito que podria
tener mayor actividad sobre bacterias Gram -positivo que bacterias Gram -
negativo (Mohammadi and Abbott 2009; Mortenson et al. 2012; Russell 2002).
En este estudio sélo tuvo un comportamiento significativamente diferente la
cepa ATCC™ 35406®, la cual fue mas inhibida que el resto de los aislados
clinicos, teniendo ésta un LPS de mayor tamafio y mayor homogeneidad.
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En cuanto a los diferentes antimicrobianos utilizados en este estudio, el
hipoclorito de sodio fue el agente que tuvo menor efectividad frente a los
distintos aislados de P. endodontalis. En muchos de los casos tuvo nula accién
antibacteriana. Sin embargo en los ensayos realizados en este estudio con
NaOCI al 5%, que corresponde a la concentracibn mayormente utilizada en
clinica (Sena et al. 2006), se observaron efectos levemente mas notorios,
donde si se provocoé inhibicion del crecimiento bacteriano. Por otro lado la
amoxicilina, antibiotico utilizado en cuadros endoddnticos agudos, fue el agente
con mayor actividad antimicrobiana sobre los distintos aislados (Jayadev et al.
2014).

En los ensayos de microdilucion realizados con clorhexidina en 6 distintas
concentraciones, se obtuvieron resultados inesperados que llevaron a
descartar su realizacion. Como se menciondé en el punto 5.1.1, al probar la
clorhexidina con los diferentes aislados clinicos se produjo una reaccién de
precipitacion que enturbié la mezcla y modifico los resultados. Se podria
pensar que esta reaccion pudo haberse dado por una alta concentracion de la
clorhexidina (2%), pero se observé la reaccion en los pocillos correspondientes
a las 6 concentraciones utilizadas: 0,2 %; 0.1%, 0.05%, 0.025%, 0.0125%,
0.006%. Se decidi6 no modificar este parametro ya que era importante probar
un rango amplio de concentraciones que abarcasen las utilizadas en clinica,
entre las cuales se encuentra 0,12%, concentracidbn normalmene usada para
realizar irrigacion de los conductos radiculares. Ademas los ensayos mas
utilizados para probar susceptibilidad de microorganismos a antimicrobianos
son los antribiogramas. Es por estas razones que se tomd la decision de
utilizar sélo los antibiogramas como ensayos para este estudio. Todos los
ensayos de microdilucién fueron descartados para no correr riesgos de obtener

resultados alterados y poco veridicos.

Es importante mencionar que los diferentes antimicrobianos utilizados en este
estudio son usados de formas muy distintas en su aplicacion clinica. Tanto la

clorhexidina como el hipoclorito de sodio son utilizados de manera topica, al
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servir como irrigantes del SCR durante el tratamiento endodontico. La
amoxicilina es utilizada de manera sistémica en casos especificos de cuadros
agudos. Si bien es cierto en este estudio los resultados mostraron que la
actividad antimicrobiana del hipoclorito de sodio ante P. endodontalis no es
muy marcada, cabe mencionar que esta sustancia es utilizada con éxito en los
tratamientos endoddnticos actuales no solo por su capacidad antimicrobiana si
no porque actua eficazmente disolviendo tejidos organicos y como lubricante
(Sena et al. 2006).

En la actualidad no existen estudios que relacionen las diferencias
estructurales del LPS de P. endodontalis y su susceptibilidad a
antimicrobianos. En este contexto, este trabajo es un aporte en esta area, sin
embargo sabemos que es un primer paso y que es importante seguir
realizando estudios de este tipo con un mayor numero de muestras y tal vez
involucrando a una mayor diversidad de patdgenos. Asi podremos conocer la
microbiota involucrada en el desarrollo de patologias periapicales, los
mecanismos implicados en estas patologias, y optimizar los tratamientos de los

diversos cuadros clinicos.
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7. CONCLUSIONES

A partir del siguiente trabajo de investigacién se puede concluir:

1. Las distintas cepas bacterianas estudiadas presentaron diferentes
respuestas ante la accion de antimicrobianos comunmente utilizados en

el tratamiento de infecciones endodonticas.

2. Las diferentes respuestas frente a antimicrobianos se dieron
principalmente entre aislados clinicos de P. endodontalis provenientes

de muestras de distintos individuos.

3. Las bacterias con diferencias en su perfil de LPS presentaron distintas

respuestas ante antimicrobianos.

4. De todos los antimicrobianos utilizados, el hipoclorito de sodio fue el que
tuvo menor accién antimicrobiana frente a las bacterias estudiadas, es

decir, caus6 poca o nula inhibicion del crecimiento bacteriano.

5. Por el contrario, la amoxicilina fue el antimicrobiano con mayor actividad

bacteriostatica y/o bactericida.

Por lo tanto, es posible concluir que se corrobora la hipotesis planteada, donde
distintos aislados clinicos de P. endodontalis con diferentes perfiles de LPS,
presentaron respuestas diferentes ante los agentes antimicrobianos estudiados.
La variabilidad de LPS de P. endodontalis podria ser un factor determinante en la

respuesta clinica frente al tratamiento endodontico en periodontitis apical.
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9. ANEXOS

9.1. Clasificacion de las Patologias Pulpares y Periapicales:

10. Terminologia del Consenso Diagndstico difundido por la Asociacion Americana

de Endodoncia.

Recommended Terms

AAE Consensus Conference Recommended Diagnostic

Terminology

Pusljal
Normal pulp

Beversibie pulpitis
Symptomatic ireversible pulpitis
Asymptomatic irreversible pulpitio

Fulp npcrosk

§ th
Morrnal apical tises

Symptomatic apical periodantitis

& dinical diagnostic category in which the pulp k symptom-frea and normally responsive
to pulp tosting.

A |:I|n||:a| diagriosis based on subjective and objective findings indicating that the
should resalve and the pulp return o normal.

A clinical diagnosis based on subjective and objective findings indicating that the vital
inflamed pulp is incapable of healing. Additional descriptors: ingesing thermal pain,
SpOnTaneoys pain, reflermed pain

A clinical diagnosis based on subjective and objective findings indicating that the vital
inflamed pulp is incapabbs of healing, Additional descriptons: no dlinical symgtoms but
inflammartion procheced by caries, caries axcavation, trauma,

A clinlcal diagnostic categ ary indicating death of the dental pulp. The pulp ks usually
nonrespansive o pulp testing.

A dlinical diagnostic category indicating that the tooth has heen endodontically treated
and the canals are obturated with various filling materials other than intracanal
medicamernts.

A clinical diagnostic category indicating that the tooth has been previously treated by
partial endodontic therapy (e, pulpotomy, pulpectomy).

Teseth with noermal perirsdicular tissues that soe ot sersitive to peroussion o palpation
testing. The laming dura surrourding the root & intac, and the periodontal ligament
spaoe & uniform.

Inflammation, usually of the apical pﬂ('ﬂl‘l"lTrI.lrI'l,, pradudng dinical sympioms inchiding
a painful response to biting andlor percussion or palpation. it might or might not be
associated with an apical radiolucent area.

Chionic apical absoess

Condensing osteitis

fi ion and destruction of apical periodontium that is of pulpal crigin, appears as
an apical radioheent anes, and does not produce dindcsl symptons.

Ari inﬁammdnql reaction to pulpal infection and neorosis charscterized by rapid onset,
pain, tends o the tooth to pressure, pus formeation, and swelling of
anrwlamﬂ tismuies

An inflammatory reaction 1o pulpal infection and niescrosis dharactesized by gradual
arsot, Mttle or no discomfort, and the intormittent discharge of pus through an
asmocioted sinus tract.

Diffuse radinpague ksion represernting a localized bony reaction o a low-grada
inflammatory stimulus, usually ssen at apex of toath.
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9.2.

Consentimiento Informado

[ Versidn 1, paciontas 18 afics o més

Antecedentes genersies: Usted ha sido invitado a parficipar vohmtariaments en un
esiudio Stulado "Asociacion entre la respuesta local del hospedero frends a fa Infeccitn
endodéniica e inflamacion sistémica de bajo grado en Periodontiis Apical Asintomdilics.
Estudio longitudinal pera evalusr ios efectos del ratamiento endodéniico conservador®,
Esta enfermedad coresponde & una Infeccidn de crigen dental que penersiments se
producs por caries no fratadss y genera una lesién destructive en los tsidos que rodean
Ia raiz del dients. Ef tratamiento de estas lesiones es la extraccitn del dients afieciado o ef
mmm,mumahwm
madmb“h“y*bm-ul‘
enfermedad. En $érmincs generales, ef objefivo del presente estudio es caracisrizar i
presencia de Inflemaciin local, en ios t8ikios que rodean o diente, (a perfir de dientes
exiraidos y fuido ds fa encia) y sistimics, s deck en iafidos u érgancs distanies of dente
medianie andiisis de la sangre en esie (imo caso, como consscuencia de esis
mehﬁbuhmlﬁmdeMb
-“mmquhmamm&
ummu“ummmu
meﬁhuMMmeM
wmw)ynmwhﬁ-umm
generales y perfodontilis crénice, dado que estas podrian influlr sobre los resuliados. Este
mmﬁuwdwy-“-bpwmpu
mammmummnmyumm
efliminados a parfir de ese momento.
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9.3. Informe de aprobacion del comité de ética y Bioseguridad

Comision Nacional de Investigacién
Clentifica y Tecnolégica - CONICYT
INFORME DE ASPECTOS BIOETICOS
CONCURSO NACIONAL DE PROYECTOS FONDECYT REGULAR 2012
N° Proyecto 1120138
Investigador/a
| Responsable Mm_mnoezmos
CROSSTALK BETWEEN LOCAL HOST RESPONSE TO ERDODONTIC
Titulo INFECTION AND LOW-GRADE SYSTEMIC INFLAMMATION IN ASYMPTOMATIC
APICAL PERIODONTITIS: PROSPECTIVE STUDY EVALUATING THE EFFECT
OF CONSERVATIVE ENDOOONTIC TREATMENT
Institucion UNIV.DE CHILE/FAC.DE ODONTOLOGIA
Grupo de Estudio MEDICINA G2-G3
Fecha Santiago, 25 de enero de 2012
Observaciones:
mm*muma&aahrmawwa
con fundamentacion.
mwm(a)mm periodoneitis asincomdtica,
otro para padres de mencres con dientes sancs (cuvde)ym para estos
menores, que son
Conclusiones:
- Sin observaciones.

Este informe ha sido preparado por los miembros del Cominé Asesor de Biodzica de FONDECYT.
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