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GLOSARIO

Anaerobio estricto: microorganismo que crece y se multiplica en ausencia total de oxigeno,
logrando obtener energia libre y sintetizar todos sus componentes estructurales sin ayuda

del oxigeno.

Aerotolerante: microrganismo que puede sobrevivir a la presencia de oxigeno durante

breves periodos.

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): la menor concentracion de un agente
antimicrobiano que impide el crecimiento visible de un microorganismo en una prueba de

susceptibilidad en dilucion en agar o caldo.

Susceptible: implica que los aislados son inhibidos por las concentraciones conseguidas del
agente antimicrobiano, cuando se usa la dosis recomendada para tratar el sitio de la

infeccioén.

Intermedio: incluye aislados con CIM del agente antimicrobiano que alcanzan los niveles
usuales en sangre y tejido y para los cuales la tasa de respuesta puede ser menor que para
los susceptibles. Implica eficacia clinica en el sitio del cuerpo donde la droga esta

concentrada fisiolégicamente, o cuando una dosis mayor que la normal se puede usar.

Resistente: implica que los aislados no son inhibidos por la concentracion usualmente
conseguida del agente a una régimen de dosis normal y/o demuestra que los diametros de la
zona de inhibicién o la CIM de los aislados, caen en los rangos donde mecanismos
especificos de resistencia microbiana son probables y la eficacia clinica del agente no se ha

demostrado confiablemente en los estudios.



RESUMEN

Obijetivo: describir la composicion de la microbiota anaerobia estricta/aerotolerante en
infecciones endodonticas primarias, su susceptibilidad antimicrobiana, y la asociacion con

los parametros clinicos.

Métodos: se tomaron muestras de siete pacientes con necrosis pulpar sintomatica o
asintomatica. Se utilizaron técnicas para la conservacion, cultivo, incubacién e
identificacion de anaerobios estrictos/aerotolerantes. Para determinar la susceptibilidad

antimicrobiana a amoxicilina y metronidazol, se utiliz6 el método de dilucion en agar.

Resultados: Se aislaron un total de 32 cepas, 20 (62.5%) fueron anaerobios
estrictos/aerotolerantes, y 8 (25%) anaerobios facultativos. EI microorganismo anaerobio
estricto/aerotolerante més frecuente fue Fusobacterium nucleatum, en tres casos, todos con
algun tipo de dolor dolor, en dos casos estuvo relacionado con Prevotella spp. Se encontrd
una colonia de F. nucleatum resistente a amoxicilina y con produccion de B-lactamasa, y
otra de F. nucleatum resistente a metronidazol. Una colonia de P. propionicum/avidus

presento resistencia intermedia a amoxicilina'y con produccion de p-lactamasa.

Conclusiones: Se encontro la presencia de bacterias anaerobias estrictas/aerotolerantes en
los pacientes con infecciones endodonticas primarias. Existen algunos microrganismos
relacionados con algun tipo de dolor, como F. nucleatum y P. micra. Los hallazgos

muestran presencia de F. nucleatum resistentes a los antimicrobianos evaluados.
Palabras claves: periodontitis periapical, necrosis pulpar, farmacorresistencia bacteriana.
Abstract:

Obijective: to describe the composition of the obligate / aerotolerant anaerobic microbiota in
primary endodontic infections, antimicrobial susceptibility and its association with clinical

parameters.



Methods: samples were taken from seven patients with symptomatic or asymptomatic pulp
necrosis. Techniques for the culture and identification of obligate / aerotolerant anaerobic
were used. The agar dilution method was used to determine the antimicrobial susceptibility

to amoxicillin and metronidazole of the clinical isolates.

Results: A total of 32 strains were isolated of which 20 (62.5 %) corresponded to obligate /
aerotolerant anaerobes and 8 (25%) facultative anaerobes. The most frequent obligate
anaerobe / aerotolerant was Fusobacterium nucleatum and was associated with pain in three
cases. In two cases, pain was associated with the presence of Prevotella spp. A colony of F.
nucleatum was resistant to amoxicillin and produced f-lactamase. A colony of F.
nucleatum was resistant to metronidazole. P. propionicum / avidus provided intermediate

resistance to amoxicillin and produced of B-lactamase.

Conclusions: the presence of obligate anaerobic / aerotolerant bacteria in patients with
primary endodontic infections was found. The presence of F. nucleatum and P. micra was
associated with pain. Findings show the presence of strains of microorganisms resistant to

amoxicillin and metronidazole.

Keywords: periapical periodontitis, dental pulp necrosis, drug resistance, bacterial



1. INTRODUCCION

Las infecciones endoddnticas son infecciones del sistema de conductos radiculares, que se
desarrollan cuando este carece del tejido pulpar y de su sistema de defensas, como
consecuencia de una necrosis pulpar o remocion de la pulpa para el tratamiento. El habitat
endoddntico provee un ambiente adecuado para el establecimiento de una microbiota mixta,
predominantemente anaerobia, donde las bacterias son los principales microorganismos
implicados. Las bacterias y sus productos con sus propiedades patogénicas, pueden llegar al
tejido periradicular a traves del agujero apical y conductos laterales, creAndose una serie de
reacciones inmunoldgicas, e inflamatorias, entre las bacterias y el sistema de defensa del
hospedero, cuyo resultado es la destruccion del tejido periapical y la formacion de la
periodontitis periapical, que dependiendo de varios factores relacionados con el hospedero

y con las bacterias puede ser sintomatica o asintomatica (1,2).

Las infecciones endodonticas se pueden clasificar de acuerdo a la localizacion anatémica,

en intraradiculares o extraradiculares.

Infecciones intraradiculares: son aquellas en las que los microorganismos colonizan el

sistema de conductos radiculares. Se dividen en:

A) Infeccion primaria: es la causada por microorganismos que inicialmente invaden

y colonizan el tejido pulpar necrotico.

B) Infeccion secundaria: es la causada por microorganismos que no estuvieron
presentes durante la infeccion primaria pero invadieron el conducto radicular después de la

intervencion del profesional.

C) Infeccion persistente: cuando los microorganismos comprometidos en la
infeccion primaria o secundaria de alguna manera resisten los procesos antimicrobianos en
el conducto y perduran por tiempo en los conductos tratados. Las infecciones secundarias y

persistentes la mayoria de las veces no se pueden diferenciar clinicamente.



Infeccion extraradicular: cuando hay invasion de los microorganismos hacia el tejido

periradicular como consecuencia de la infeccion intraradicular (1).

Todas las bacterias de la cavidad oral tienen las mismas posibilidades de llegar al conducto
radicular, pero solo lo consigue un grupo restringido de especies, ya que es un ambiente
unico, done la falta de oxigeno, la interaccién entre los factores microbianos y la
disponibilidad de nutrientes son los factores que definen la composicion microbiana (3).
Las diferencias que se pueden encontrar entre los diferentes estudios sobre cuéles son las
especies mas prevalente, se deben a varios factores como: sensibilidad y especificidad en el
método de identificacion, técnica para obtener la muestra, el lugar geografico, el régimen
de prescripcidn, y divergencias en el diagnostico clinico (1). No se puede considerar a una
especie como el principal patogeno endodontico, multiples combinaciones de bacterias son
las que actian como las causantes de la periodontitis periapical. Las infecciones
endoddnticas se componen por una microbiota mixta, con diferencias en las bacterias méas
prevalentes de acuerdo al tipo de infeccion; en las infecciones primarias los hallazgos han
mostrado un predominio de bacterias anaerobias estrictas/aerotolerantes, mientras que en
las secundarias/persistentes hay mayor prevalencia de anaerobios facultativos,
especialmente Enterococcus faecalis. También se han encontrado diferencias en la
composicion de la microbiota endodontica entre los pacientes sintomaticos y los
asintomaticos. En los pacientes con infecciones endodonticas sintomaticas se ha encontrado
una mayor diversidad bacteriana, que las asintomaticas, con un predominio de bacterias

anaerobias estrictas/aerotolerantes gramnegativas (4).

El tratamiento de las infecciones endoddnticas consiste en eliminar la infeccion del sistema
de conductos radiculares y prevenir su reinfeccion proporcionando un selle del espacio del
conducto radicular, el cual se logra con la endodoncia (2). La mayoria de las infecciones
endoddnticas se curan con el tratamiento endoddntico, sin embargo hay casos en los que las
bacterias y sus productos salen al tejido periapical, y otros 6rganos del cuerpo, produciendo
abscesos, celulitis, infecciones en los espacios profundos del cuello, endocarditis bacteriana
en pacientes de riesgo, incluso se ha reportado casos de abscesos cerebrales originados en
infecciones odontologicas, hasta amenazar la vida del paciente; en estos casos es necesaria
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la ayuda de agentes antimicrobianos, ademés de la endodoncia y el drenaje del tejido

periapical para el tratamiento (5,6).

La escogencia del antimicrobiano apropiado, debe ser lo mas racional posible, basandose en
el conocimiento de los microorganismos causantes y los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana de los microorganismos, para que el tratamiento sea exitoso (7). Los agentes
antimicrobianos de primera eleccion recomendados para el tratamiento de infecciones
endodonticas son la penicilina y amoxicilina. Se prefiere la amoxicilina por su rapida
absorcion, vida media prolongada, lo que permite intervalos de dosis mas largos, y buena
tolerancia (8). EI metronidazol es un agente que se ha encontrado efectivo solamente contra
microorganismos anaerobios, como las infecciones endodonticas primarias estan
constituidas principalmente por este tipo de microorganismos, es que se recomienda para su

tratamiento (9).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde que Fleming descubrié la penicilina advirtio sobre el desarrollo de resistencia
antimicrobiana (10). Cuando un microorganismo esta expuesto a presiones quimicas o de
otro tipo que amenacen su vida, desarrolla diferentes tipos de mecanismos, como lo es la
resistencia antimicrobiana, para poder sobrevivir, esta evolucion es ayudada por las pobres
practicas terapéuticas (11). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacion
Dental Americana (ADA) han advertido sobre la presencia cada vez mayor de resistencia
antimicrobiana, llegando a considerarla como un problema de salud publica. La seleccion
de cepas resistentes esta facilitado por factores como, el uso inapropiado de los
antimicrobianos, la terapia empirica con antibiéticos de amplio espectro y sin pruebas de
susceptibilidad, el régimen de prescripcion utilizado, la venta de antimicrobianos sin
formula, y pacientes que no terminan la dosis. Ademas el no conocer los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana, lleva al uso de terapias inadecuadas y falla del tratamiento
con consecuencias no solo para la salud del paciente, sino también econoémicas para el
sistema de salud como son: el aumento en los costos de la terapia, mayor tiempo de

hospitalizacidn y pérdida de productividad por incapacidad (12,13).

Los estudios han demostrado que la resistencia antimicrobiana en las especies anaerobias
estrictas/aerotolerantes presentes en infecciones endodonticas primarias ha aumentado con
el paso del tiempo (9,14,15), una de las causas es que los odont6logos prescriben grandes

cantidades de antimicrobianos cada afio, muchas veces innecesariamente (16)

Se ha reportado que la microbiota es diferente en cada region, aunque esas diferencias se
pueden atribuir a variaciones en la técnica de identificacion, los hallazgos indican que la
prevalencia de algunas especies en las infecciones endodonticas pueden ser
significativamente diferentes de un lugar geogréfico a otro (17,18). Estudios demuestran
que en nuestro medio es comudn la automedicacion y la falta de control a la venta de
antibioticos, por lo que se podria pensar en la presencia de algunas cepas resistentes

(19,20). EI CLSI (21) recomienda monitoreos periodicos de los cambios en la resistencia
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antimicrobiana, en Colombia, en odontologia no se hacen estudios de vigilancia
epidemioldgica sobre la evolucion de la resistencia antimicrobiana. Por todo lo anterior es
prudente estudiar la composicion de la microbiota endodontica y los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana en nuestro medio para conocer sus niveles de resistencia, y

asi utilizar la terapia apropiada cuando sea necesario.
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3. OBJETIVOS

El objetivo del estudio es describir la composicion de la microbiota anaerobia
estricta/aerotolerante en infecciones endoddnticas primarias, su susceptibilidad

antimicrobiana a dos antibioticos, y su asociacion con los parametros clinicos.
Objetivos especificos:

-Describir la composicion de la microbiota anaerobia en infecciones endodonticas

primarias.

-Describir la susceptibilidad antimicrobiana a amoxicilina y metronidazol de los

microrganismos anaerobios aislados de infecciones endoddnticas primarias

-Analizar la asociacion de la microbiota anaerobia y la susceptibilidad antimicrobiana con

los parametros clinicos.
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4. MARCOS DEL TRABAJO

Antecedentes

El primero que observo la presencia de bacterias en el sistema de conductos radiculares fue
el Holandés Antoine van Leeuwenhoek en el siglo 17(22). Casi doscientos afios después se
encontr6 una relacion causa efecto entre las bacterias y periodontitis apical, cuando Miller
reportd su trabajo en 1894, la mayoria de las bacterias que observd no pudieron ser
cultivadas con la técnologia de la época, presumiéndose que eran anaerobios estrictos.
Kakehashi et al., confirmo los hallazgos de Miller al encontrar la relacion entre la necrosis
pulpar y la periodontitis apical en ratas convencionales, mientras en las pulpas de ratas
libres de gérmenes, no solo permanecian vitales sino que también se formaba un tejido duro
de reparacion(23). El importante papel de las bacterias en la etiologia de la periodontitis

apical fue luego confirmado en otro estudio clasico por Sundqvist en 1976(24).
Vias de infeccion

Bajo condiciones normales el sistema de conductos radiculares es estéril y esta aislado de la
cavidad oral por el esmalte y el cemento, en el momento en que se pierda la integridad de
uno de estos tejidos, los microorganismo de la cavidad oral van a invadir el tejido pulpar,
esto puede ser como resultado de traumas, caries, procedimientos restaurativos, alisados
radiculares, atricion, abrasion, y en pacientes con enfermedad periodontal a través de los
tibulos dentinarios(1). La ruta de infeccion mas comun de la pulpa dental es a través de una
caries, la gran mayoria de las bacterias presentes en el proceso carioso son inmaviles, ellas
van invadiendo la dentina por divisiones celulares repetidas las cuales empujan las células
en la dentina, también pueden ser empujadas en los tubulos dentinales por la presion
hidrostatica ejercida durante la masticacion. Si la pulpa esta vital, no puede ser infectada
ya que esta puede eliminar y remover los productos bacterianos(25). Para el
establecimiento de una infeccion endoddntica primaria es requisito que la pulpa esta
necrética y asi puede ser facilmente infectada debido a la ausencia de defensas en el

hospedero. Cuando se esta realizando un tratamiento el hospedero también esta desprovisto
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de defensas, por lo que los microorganismos pueden invadir el sistema de conductos

radiculares causando una infeccién secundaria(l).
Métodos identificacion

Las infecciones endodonticas han sido estudiadas por medio de métodos de cultivo
tradicionalmente. Con estos estudios se ha logrado establecer un grupo de especies que
desempefian un papel importante en la patogénesis de la periodontitis apical, recientemente
con las técnicas moleculares, no solo se ha logrado confirmar lo encontrado con las técnicas
de cultivo, sino que se ha complementado con el hallazgo de nuevos patdgenos
endodonticos, la lista de los posibles patdgenos endoddnticos se ha expandido incluyendo
especies dificiles de cultivar o no cultivables, que nunca habian sido encontradas por los
métodos de cultivo, como consecuencia la microbiota endoddntica se ha redefinido por los

métodos moleculares (26).

Datos de estudios por cultivos y moleculares han revelado que casi 800 taxa de bacterias
distintas pueden vivir en la cavidad oral, no todas ellas estan presentes en el mismo
individuo al mismo tiempo, un solo individuo puede alojar entre 100 a 200 de esos 800
taxa, indicando que hay una gran diversidad entre cada persona(27).las bacterias detectadas
en la cavidad oral estan en 13 phyla separados: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes, Fusobacteria, Synergistes, SR1, TM7, Chlorofexi,
Deinococcus, Acidobacteria y Cyanobacteria. Este nimero podria ser mayor, ya que un
estudio reciente sugiere que cuatro miembros de otros phyla (Aquificae, Nitrospira,
Planctomycetes, y Thermomicrobia) pueden ser representantes orales aunque ninguno ha
sido identificado todavia(28).

Microbiota endodontica

En infecciones endoddnticas se han encontrado pocos representantes de los dominios
Archaea y Eukarya y reportes indican la ocurrencia de herpesvirus (cytomegalovirus y
Epstein-Barr), siendo el dominio Bacteria el mas dominante y diverso(29). Estudios

publicados muestran que 468 taxa bacterianos unicos se han encontrado en infecciones
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endodonticas, la gran mayoria de esos taxa caen en 100 generos mientras que 22 taxa
permanecer sin definir y fueron asignados a nivel de familia o phylum. Los géneros mas
representativos son: Prevotella (39 taxa), Eubacterium (27 taxa), Streptococcus (26 taxa), y
Lactobacillus (21 taxa). De todos los taxa bacterianos detectados en infeccuiones
endodonticas se ha encontrado que 9 pertenecen a los 13 phyla representativos de la
cavidad oral (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes,
Fusobacteria, Synergistes, SR1, TM7)(30).

Las infecciones endoddnticas se caracterizan por una comunidad mixta dominada por
bacterias anaerobias. Un conducto infectado puede alojar entre 10° a 10° células bacterianas
y un promedio de 17 especies. El tamafio de la lesion periapical va a ser directamente
proporcional a la densidad y diversidad bacteriana(31). Las especies bacterianas detectadas
en infecciones endoddnticas primarias, incluyendo periodontitis apical aguda y cronica
pertenecen a los siguientes géneros gramnegativos: Fusobacterium, Dialister,
Pophyromonas, prevotella, Tannerella, Treponema, Campylobacter y Veillonella. Y
grampositivos: Parvimonas, Filifactor, Pseudoramibacter, Olsenella, Actinomyces,
Peptostreptococcus, Streptococcus, Propionibacterium, y Eubacterium (32), (33), (3). Las
especies méas prevalentes reportadas en infecciones endoddnticas primarias varian entre
estudios, esto se puede deber a varios factores como: la sensibilidad y especificidad del
método de identificacion, técnica de la muestra, localizacion geografica y divergencia o

precision en la clasificacion y diagnostico clinico(2).
Infecciones endodontica primarias

En las infecciones endoddnticas primarias por métodos de cultivo y moleculares se han
detectado 391 bacterias, 4 hongos, y 1 archea. Por métodos moleculares se han identificado
271 taxa y por cultivo 216. Se ha identificado un grupo diverso de gramnegativos y
grampositivos, entre los mas frecuentes estan anaerobios gramnegativos como Prevotella
que incluye las especies P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, P. baroniae, y P.
denticola. Y Porphyromonas, especies como P. endodontalis, P gingivalis(32), (34).

Tannerella forsythia un anaerobio estricto que no se habia detectado por cultivos en

17



conductos radiculares, es un miembro comun de la microbiota asociada con diferentes tipos
de infecciones primarias incluyendo abscesos(35). Dialister son cocobacilos gramnegativos
anaerobios estrictos asacaroliticos, solo identificados con métodos moleculares, en
infecciones endodonticas sintomaticas y asintomaticas se han descrito D. pneumosintes y D.
invisus. Una de las bacterias mas comunes es Fusobacterium nucleatum, un bacilo
gramnegativo anaerobio estricto, detectado en infecciones primarias y abscesos
endoddnticos(8). Espiroquetas son bacterias moviles observadas en muestras de infecciones
endodonticas, las mas frecuentes son T. denticola y T. socranskii (36). Aungue las bacterias
anaerobias gramnegativas son las mas comunes en infecciones endodonticas primarias,
varios grampositivos también se han encontrado, entre los que estdn, Pseudoramibacter
alactolyticus (37). Filifactor alocis es un bacilo anaerobio estricto detectado con métodos
moleculares en la mitad de las infecciones endoddnticas primarias(38). Actinomyces se se
encuentran en el 10% de las infecciones del conducto radicular, se han asociado con fallas
en el tratamiento endoddntico(39). Propionibacterium propionicum otra especie que
participa en la actinomicosis, se ha detectado comdnmente en infecciones endoddnticas
primarias(40). Olsenella un bacilo gramnegativo estricto detectado solo con técnicas
moleculares(41). Cocos grampositivos especialmente peptostreptococos y streptococos son
frecuentes en infecciones endodonticas primarias, Parvimonas micra un coco grampositivo
anaerobio se ha detectado en un tercio de las infecciones endoddnticas primarias, se ha
visto una alta prevalencia en infecciones sintomaticas(9). Los streptococos mas prevalentes
son los miembros del grupo Streptococcus anginosus, también se han reportado S. oralis, S.

mitis, S. sanguinis(39).
Patogenicidad

Cualquier microorganismo que infecte la pulpa tiene el potencial de iniciar una inflamacién
periapical, la virulencia y patogenicidad de cada especie varia considerablemente y puede
estar afectada en la presencia de otro microrganismo. Aunque las especies individuales de
la microbiota endodontica tienen poca virulencia sus propiedades de supervivencia y
patogenicidad estan influenciadas por varios factores: interaccion microbiana para el

desarrollo de sinergismo, la capacidad para interferir y evadir las defensas del hospedero, la
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liberacién de lipopolisacaridos y otras modulinas bacterianas, y la sintesis de enzimas que

dafan los tejidos del hospedero(2).
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5. METODOLOGIA

Se realizo una serie de casos en un estudio de tipo transversal
2.1. Seleccidn de los pacientes

Se atendieron un total de siete (7) pacientes, que asistieron a la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Antioquia, con necesidad de tratamiento endoddntico. Los pacientes
firmaron consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Odontologia antes de su atencion. A cada paciente se le realizd una historia dental
detallada.

2.2. Criterios de inclusion y exclusion

Los pacientes debian estar en buenas condiciones de salud, no haber recibido terapia
antibiotica en los ultimos 3 meses, mayores de 18 afios, con diagnostico de necrosis pulpar
sintomatica o asintomatica y la camara pulpar intacta. Se excluyeron pacientes con
enfermedad sistémica, sondaje mayor a 3 mm, dientes con apice inmaduro, mujeres en

embarazo y dientes que no se pudieran aislar con el dique de goma.
2.3. Caracteristicas clinicas

Se registraron las siguientes caracteristicas clinicas para correlacionar con los hallazgos
microbiologicos: edad, género, diente, diagnostico pulpar, tipo y caracteristicas del dolor,
presencia de dolor previo, percusion, palpacion, tracto sinuoso, edema, movilidad, sondaje,
tamafio de la imagen radiolucida periapical, estado del conducto (himedo o seco), tipo de

exudado, y fiebre.
2.4. Toma de muestra

Las muestras se tomaron bajo estrictas condiciones de asepsia (Fig. 3). Se limpio el diente
con piedra pdmez para proceder hacer el aislamiento con el dique de goma. El diente y el
campo se limpiaron con peroxido de hidrogeno al 30%, y se descontaminé con hipoclorito

de sodio al 5%, por 30 segundos cada uno. La solucion se inactivo con tiosulfato de sodio
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al 5%. La apertura se realiz6 con fresa estéril, usando irrigacion manual con solucion salina
estéril. Se tom6 muestra del campo operatorio para verificar su esterilidad. Se utiliz6 una
técnica aséptica para la instrumentacion, remocion del contenido de la cdAmara pulpar y la
toma de la muestra. Con una lima de acuerdo al diametro del conducto se realizo
instrumentacion minima para desorganizar el contenido del conducto y romper la
biopelicula, sin el uso de irrigante quimico. Se introdujo una punta de papel estéril, por 60
segundos, hasta el tercio apical del conducto, previa determinacion de la longitud por
medio de la radiografia, si el conducto estaba seco se humedecié la punta con solucion
salina. La lima se cortd y junto con la punta de papel se introdujeron inmediatamente al
medio de transporte Viability Medium Goteborg Agar Il (VMGA Ill), y llevada al

laboratorio en menos de 1 hora para la siembra en la cAmara de anaerobiosis (42).
2.4. Analisis microbioldgico

Dentro de la cAmara de anaerobiosis, el medio de transporte fue homogenizado en vértex
por 60 segundos. Se hicieron diluciones seriadas 1x10™ hasta 1x10™ en tubos con caldo
tioglicolato, se sembraron 50uL en agar brucella (BD, USA) con sangre desfibrinada de
cordero al 5%, 1 mL/L de hemina (Alfa Aesar, United States) y 1 mL/L de vitamina K, con
asa Digralsky asegurando homogeneidad, este medio es empleado para cultivar anaerobios
facultativos, y anaerobios estrictos/aerotolerantes. Se incubaron a 37°C en atmosfera de 5%
de Hy 5% de CO,, y 90% de N, Se realizaron lecturas diarias por 14 dias para verificar
crecimiento bacteriano. La dilucién de 1 x 10 se incub6 en aerobiosis, para la prueba de

aerotolerancia.
2.5. Identificacion

Se hizo caracterizacion preliminar de las colonias microbianas basada en las caracteristicas
de las colonias, bajo estereomicroscopio (tamafio, color, forma, altura, consistencia
superficie, brillo, y hemolisis) y conteo. Las colonias fueron aisladas puras para subcultivar,
tincion de Gram, y aerotolerancia. Basados en esta informacion se procedio a la
identificacion de anaerobios estrictos/aerotolerantes con el sistema Vitek 2 (BioMérieux

SA) y APl 20 A (BioMérieux SA, Marcy.I'Etoile, France). Las cepas control fueron
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Bacteroides ovatus American Type Culture Collection (ATCC) BAA-1296 y Clostridium
septicum ATCC 12464

2.6. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Se utiliz6 el método de dilucidn en agar, prueba de referencia recomendada por Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) para determinar la susceptibilidad antimicrobiana en
anaerobios. Las bacterias fueron evaluadas contra amoxicilina (MP Biomedicals, LLC) y
metronidazol (MP Biomedicals, LLC), se compararon los puntos de corte de CLSI y
European Committee On Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Los
microorganismos se sembraron durante 48 horas a 37 °C en agar brucella suplementado con
hemina y vitamina k, en la cAmara de anaerobiosis. Se realizd control de la viabilidad de las
bacterias. Las soluciones stock de antibidtico se prepararon a concentraciones de al menos
1000 pg/mL o diez veces la concentracion mas alta a ser evaluada. Se prepararon
diluciones dobles de 0.016 pg/mL hasta 128 pg/mL, con sus respectivos controles, bajo
estrictas condiciones de asepsia. Se mezclaron 6 ml de agar con 700pul de antibiotico y 300
pl de sangre para servir en las cajas de Petri, se dejaron secar por 2 horas. Se midi6 turbidez
con un tamafio de in6culo de Mc Farland 0.5 y se sembraron 2 ul de cada microorganismo
en las cajas de Petri, se dejaron secar, se invirtieron las cajas y se incubaron. Las lecturas
se hicieron a las 24 y 48 horas. Se considerd la CIM aquella a la concentracion en la cual
ocurria una marcada reduccion en el crecimiento de los microorganismos de las placas
evaluadas. Las cepas ATCC control utilizadas fueron Clostridium difficile 700057 y
Bacteroides fragilis 25285. Para la prueba de B-lactamasa se utilizo un disco de nitrocefin,
los discos se observaron durante 30 minutos para ver si presentaban cambio de color, si
cambiaba a rojo se consideraba positivo para f-lactamasa. Como control positivo se utilizo
Bacteroides fragilis ATCC 25285(21).
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6. RESULTADOS

Los resultados de los controles negativos no presentaron ningdn crecimiento bacteriano. De
siete pacientes con infecciones endoddnticas primarias, 4 fueron mujeres y 3 hombres, con
edades entre 18 y 47 afios. Cuatro estaban sin dolor y tres con algun tipo de dolor, uno tenia
dolor espontaneo, los otros dos dolor provocado. Tres casos tenian historia de dolor previo.
Tres pacientes presentaban tracto sinuoso en el momento de la toma de la muestra, ninguno
presentd edema. Se diagnosticaron tres casos con absceso apical crénico, dos con necrosis
pulpar con periodontitis apical sintomatica y dos con necrosis pulpar con periodontitis
apical asintomatica. Las piezas dentales estudiadas fueron: tres molares, dos incisivos
superiores, un canino inferior y un premolar superior. Se encontr6 percusion positiva grado
tres en dos casos y en otros dos grado uno, en el resto la percusion fue negativa. Un caso
presentaba movilidad grado dos, los otros seis casos movilidad grado uno. Los siete casos
presentaron imagen radiolUcida periapical en la radiografia. El estado del conducto fue:
seco en cinco casos, hiumedo en uno y purulento en otro (Tabla 1). Se aislaron un total de
32 cepas, (4 no se pudieron recuperar), 20 (62.5%) fueron microorganismos anaerobios
estrictos/aerotolerantes, y 8 (25%) anaerobios facultativos, pertenecientes a 10 géneros y 13
especies bacterianas. Siete especies anaerobias estrictas/aerotolerantes diferentes estuvieron
presentes en los pacientes que presentaron dolor y nueve en los que no presentaron dolor.
De las bacterias aisladas, 68.75% eran grampositivas y 31.25% gramnegativas. Los
anaerobios estrictos/aerotolerantes mas comunes fueron: Fusubacterium nucleatum tres
(15%), seguido por Parvimonas micra dos (10%), Propionibacterium acnés dos (10%),
Anaerococcus prevotii dos (10%), Prevotella oralis dos (10%), y Propionibacterium
propionicum/avidus dos (10%). EI méximo de especies aislada por diente fue 7 y el minimo
2, con un maximo de 1.2 x 10® Unidades Formadoras de Colonia (UFC) y un minimo de 1 x
10* UFC por especie. (Tabla 2).

De las tres cepas de F. nucleatum aisladas dos estuvieron en pacientes con algun tipo de

dolor, y también habia presencia de Prevotella spp. Las dos cepas de P. micra se aislaron
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en pacientes sin dolor. Las dos cepas de P. propionicum/avidus y de P. acnes, se
encontraron en pacientes sin dolor y en las dos cepas de P. acnés habia presencia de tracto
sinuoso En el unico paciente con dolor severo, se encontraron P.intermedia/nigrescens y F.
nucleatum. Hubo tres pacientes con tracto sinuoso en el momento de la toma de la muestra,
en los tres se identificaron Prevotella spp. de los cuales dos presentaron exudado por el

conducto (Tablas 1y 2).

En el método de dilucion por agar, los resultados de los controles con B. fragilis (ATCC
25285) y C. difficile (ATCC 700057) dieron dentro de los niveles de las cepas referencia
conforme al valor establecido por CLSI (21). EI método utilizado para la deteccion de B-
lactamasa fue con discos de nitrocefin, como lo recomienda CLSI (19). Todos los controles
dieron positivos. De acuerdo a los puntos de corte de CLSI y EUCAST (Tabla 3), se
encontr6 una cepa de F. nucleatum resistente a amoxicilina y con produccion de B-
lactamasa, y otra cepa de F. nucleatum resistente a metronidazol. Una cepa de P.
propionicum/avidus fue intermedio a amoxicilina y con produccion de B-lactamasa, segun
los puntos de corte de CLSI, segin EUCAST es susceptible. De acuerdo a los puntos de
corte de EUCAST, Lactobacillus gasseri fue resistencia a metronidazol, de acuerdo a CLSI
es susceptible, presenté una Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de 8 pug/mL. (Tabla
4).
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Tabla 1 Caracteristicas clinicas de los pacientes

Caso 1 2 3 4 5 6 7
Edad 47 41 46 27 44 46 18
Genero M M F M F F F
Diente 46 21 14 16 26 11 43
Presencia de dolor Leve |[No | Mod |Sev |[No |No |No
Tipo dolor Esp | X Pro |Pro |[X X X
Dolor Previo Si No | Si No |No |Si No
Percusion 1 No |3 3 No |[No |1
Dolor palpacion No |Leve | Mod | Sev [No |[No |No
Tracto sinuoso Si Si No |[No |No |[Si No
Edema No [No |[No |[No |[No |No |No
Movilidad 2 1 1 1 1 1 1
Imagen radioldcida Si Si Si 1 Si Si Si
Estado conducto Pur | Hum | Seco | Seco | Seco | Seco | Seco
Diagnostico 3 3 2 2 1 3 1

M= Masculino, F = Femenino, Mod = Moderado, Sev = Severo, Esp =

Espontaneo

Pro = Provocado, Pur = Purulento, Hum = Humedo,

1 = Necrosis pulpar con periodontitis apical asintomatica

2 = Necrosis pulpar con periodontitis apical sintomética

3 = Absceso apical cronico

Terminologia Diagnéstica Recomendada por la Asociaciéon Americana de

Endodoncistas (AAE) (43)
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Tabla 2. Bacterias aisladas

Caso

Total

Total aislados

32 (100%)

Anaerobios estrictos/aerotolerantes

20 (62.5%)

Anaerobios Facultativos 8(25%)
Grampositivas 2 22(68.75)
Gramnegativas 0 10(31.25)
F. nucleatum 3 (15%)
P. micra X 2 (10%)
P. acnes 2 (10%)
P. oralis 2 (10%)
A. prevotii 2 (10%)
P. propionicum/avidos 2 (10%)
P. intermedia/nigrescens 1 (5%)
Porphyromonas gingivalis 1 (5%)

P. buccae 1 (5%)

S. sacharoliticcus 1 (5%)
Lactobacillus gasseri 1 (5%)
Grupo Clostridium 1 (5%)
Actinimyces naeslundii 1 (5%)
Perdidas 4/12.5%
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Tabla 3 Puntos de corte

Puntos de corte CLSI Puntos de corte EUCAST
ANTIBIOTICO [SUSCEPTIBLE [INTERMEDIO [RESISTENTE | SUSCEPTIBLE [ RESISTENTE | SUSCEPTIBLE [ RESISTENTE
Amoxicilina* | <0.5 ug/mL 1ug/mL >2ug/mL | 0,5 pg/mLt | 2 pg/mLt | 4pg/mLt [8pg/mLt
Metronidazol | <8 pg/mL 16 ug/mL | 232pg/mL| 4pg/mL' | 4pg/mL' | 4pg/mL* |4pg/mLt
* Se considera que la CIM es igual a Ampicilina
$ Anaerobios gramnegativos
£ Anaerobios grampositivos
CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute
EUCAST:European Committee On Antimicrobial Susceptibility Testing
Tabla 4 susceptibilidad antimicrobiana
CLSI EUCAST

Especie N2 especies Amoxicilina Metronidazol Amoxicilina | Metronidazol

S | R S | R S R S R
F. nucleatum 3 2 0 1 2 0 1 2 1 2 1
P.micra 2 2 0 0 2 0 0 2 0 2 0
P. acnes 2 2 0 0 2 0 0 2 0 2 0
P propionicum/avidus 2 1 1 0 2 0 0 2 0 2 0
A prevotii 2 2 0 0 2 0 0 2 0 2 0
P. oralis 2 2 0 0 2 0 0 2 0 2 0
P. intermedia 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
P. gingivalis 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
P. buccae 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
S. sacharoliticcus 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
L. gasseri 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1
A. naeslundii 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
Grupo Clostridium 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0

R =Resistente
| =Intermedio

S =Susceptible
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7. DISCUSION

Se presenta una serie de casos de la cual se hard una descripcion de los hallazgos
encontrados, que servirian para proponer hipdtesis para estudios posteriores, y como fuente
de informacidn con propositos educativos, que facilite el aprendizaje sobre la microbiota

endodontica y los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana en nuestro medio (44).

La susceptibilidad antimicrobiana se realizé con el método de dilucion en agar, que es
método de referencia para anaerobios recomendado por CLSI (21). La ventaja de los
estudios por cultivos es que se pueden realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, e
identifican una gran variedad de especies en una muestra, incluyendo las que no se estan
buscando. Entre sus limitaciones estdn que son muy laboriosas, baja sensibilidad, y hay
muchos microorganismos que no se pueden cultivar. Las técnicas moleculares tienen la
ventaja de su alta sensibilidad, son rapidas, y detectan bacterias que no se pueden cultivar.
Entre sus desventajas esta el que con algunas técnicas, especies no identificadas o sin
blanco no se pueden detectar, y no distinguen entre células viables o muertas, lo que seria
conveniente por un lado porque permiten detectar bacterias que pudieron haber muerto
durante la toma de muestra o el transporte, y por otra parte, podria ser una desventaja ya
que las bacterias que habian muerto en el sitio de la infeccion, pueden ser detectadas, dando
una falsa presuncion de su papel en el proceso infeccioso (45). Lo ideal para un estudio de
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana seria correlacionar la parte genética con el
fenotipo de susceptibilidad, porque la presencia de un gen de resistencia antimicrobiana no
necesariamente indica que la bacteria sea resistente al antimicrobiano ya que este podria no

expresarse (42).

Se encontraron microorganismos cultivables en todos los pacientes, con una prevalencia de
2 a 7 por diente, al igual que en otros estudios (14,46,47). Entre las especies aisladas, hubo
predomino de los microorganismos anaerobios estrictos/aerotolerantes (62.5%) sobre

anaerobios facultativos, particularmente grampositivos (68.76%), confirmando los
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hallazgos de Munson M. A. (41) y de Sousa E. (48), mientras que Li X, (49) encontrd

predominio de gramnegativos.

El microorganismo aislado en mayor cantidad fue F. nucleatum, el cual estaba relacionado
con Prevotella spp, en los pacientes que presentaban algun tipo de dolor. Se sugiere que F.
nucleatum tiene un papel en la patogenia de las infecciones endodonticas primarias, ha sido
aislado frecuentemente, especialmente en casos sintomaticos y posee la capacidad de
coagregarse, actuando como puente entre los primeros colonizadores y los Gltimos, durante
la formacidn de la biopelicula. Se ha reportado asociado a Prevotella spp, P. intermedia, P.
oralis y Eubacterium spp. Se cree que Prevotella spp. tienen capacidad proteolitica y
generan nutrientes que son utilizados por otras especies incluyendo F. nucleatum, de otra
parte F. nucleatum produce proteasas que aumentan la capacidad de degradacion
proteolitica de P. gingivalis. También se ha reportado que las especies gramnegativas en
especial Fusobacterium spp y Prevotella spp, contienen endotoxinas que pueden estimular
la produccion de bradiquinina, un potente mediador del dolor. Estas dos especies también
se han reportado en casos que presentan tracto sinuoso, al igual que en estos casos
(8,32,50).

Todos los microorganismos anaerobios estrictos/aerotolerantes aislados en estos casos se
han reportado en infecciones endodonticas primarias (42,46), Staphylococcus
sacharolityticus, el cual hace parte de la flora residente en piel, aunque es poco comdn, se
ha encontrado en infecciones endodonticas primarias(33), se han reportado casos de
infecciones de la medula 6sea (51), neumonia (52), y endocarditis de valvulas protésicas

causadas por este microorganismo (53)

El proposito del tratamiento de las infecciones endodonticas primarias es impedir la
diseminacion de la infeccion a otros partes del cuerpo. Sin embargo la terapia
antimicrobiana puede ser util como tratamiento adjunto en casos de pacientes con sintomas
de infeccion o pacientes de alto riesgo, y en tal caso la terapia antimicrobiana se debe
enfocar contra los patdgenos mas comunes. A veces se dificulta determinar cuando y cual

antimicrobiano se debe administrar, la escogencia del antimicrobiano apropiado debe ser lo
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mas racional posible, basandose en el conocimiento de los microorganismos causantes y 10s
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los microrganismos. La estrategia terapéutica
deberia ser un agente con el menor espectro posible, para disminuir el riego de desarrollar

cepas resistentes (14).

La resistencia de F. nucleatum a amoxicilina es poco comun, como lo reporta el estudio de
Jacinto (8). En estos casos una de tres cepas de F. nucleatum fue resistente a amoxicilina y
con produccion de B-lactamasa, y otra a metronidazol. Debido a que la resistencia es
diferente de acuerdo al lugar, estos hallazgos nos advierten sobre la posible presencia de
resistencia de Fusobacterium nucleatum en nuestro medio. Se considera que la produccién
de p-lactamasa es la mayor causa de resistencia antibacteriana a los B-lactdmicos. Una cepa
de P. propionicum/avidus de dos resultd intermedio segun CLSI con produccion de B-
lactamasa. Sousa (48) evalud la produccion de B-lactamasa a seis bacterias anaerobias
estrictas, encontrando que ninguna de ellas era positiva para f-lactamasa. Mientras que
Kuriyama (54) encontré que 34% de las cepas de Prevotella spp. eran resistentes a
amoxicilina y todas producian B-lactamasa, y en el 4.8% de las cepas susceptibles se
detecto la produccion de B-lactamasa; a pesar de las diferencias en los hallazgos ambos
recomiendan terapia combinada de amoxicilina con un inhibidor de -lactamasa, como el

acido clavulanico.

Se ha reportado que el metronidazol es efectivo contra anaerobios estrictos/aerotolerantes
(9). De tres cepas de F. nucleatum, una fue resistente a metronidazol, segun los puntos de
corte de CLSI y EUCAST. Se cultivd una cepa de L. gasseri que resulto resistente a
metronidazol segin EUCAST, segun CLSI tenia una CIM de 8 pg/mL, que es el limite de
susceptibilidad. Skucaite (14) encontrdé que el 55.6 % de los anaerobios aislados eran
resistentes al metronidazol, y Khemaleelakul (9) reporto un 12% de los anaerobios
estrictos. En casos de infecciones mixtas se recomienda combinar metronidazol con una
penicilina para obtener un efecto terapéutico que cubra los microorganismos sobre los que
no tiene efecto el metronidazol (55). Se considera que P. acnés es intrinsecamente

resistentes a metronidazol (56), lo que coincide con los hallazgos en estos casos.
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El comportamiento de la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos puede cambiar por
factores como el régimen de prescripcion, la droga que se escoja, la adaptabilidad del
paciente, el lugar geografico, la automedicacion, y la falta de control a la venta de los
medicamentos. (15). En nuestro medio es comun la automedicacion y la falta de control a la
venta de antibidticos, por lo que se podria pensar que exista resistencia a algunas cepas. Un
estudio en Medellin reporto que el 73.2 % de las personas habia tomado un medicamento
no prescrito en el ultimo afio, y el 57.3 % en el dltimo mes (19) En Bogota se establecio la
norma para restringir la venta de antibidticos solo con formula médica, el estudio buscaba
determinar la aplicacion de la restriccién, encontrandose que el 80.3 % de las farmacias no

lo cumplian a 5 afios de establecida la norma (20).

Cada dia es mayor el aumento de la resistencia a los agentes antimicrobianos prescritos en
odontologia, como lo demuestra los hallazgos de Gomes B. (15) y determinar si los
pacientes estan adquiriendo o presentan patdgenos resistentes representa un &rea de
investigacion constante. En odontologia en Colombiano no se realizan controles de
vigilancia epidemiolégico sobre resistencia, CLSI recomienda monitoréos periodicos de la
tendencia en resistencia regional y en instituciones de los aislados relevantes, para guiar la

terapia empirica antimicrobiana de las infecciones (21).

Por los hallazgos encontrados en estos casos, es recomendable hacer estudios en nuestro
medio, sobre la microbiota endodontica en infecciones endodonticas por métodos de
cultivos y moleculares y su susceptibilidad antimicrobiana a los diferentes antibioticos
prescritos y la correlacion entre el genotipo y el fenotipo de resistencia antimicrobiana para

realizar una terapia adecuada, evitandose la seleccion de cepas resistentes.
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8. CONCLUSIONES

Se encontro la presencia de bacterias anaerobias estrictas/aerotolerantes en los pacientes
con infecciones endodonticas primarias, principalmente F. nucleatum, Prevotella spp.

P.micra. P. acnés, P. propionicum/avidus, A. prevotii.
Se encontraron algunos microrganismos relacionados con pacientes sintomaticos.

Los hallazgos muestran presencia de algunos microorganismos anaerobios
estrictos/aerotolerantes resistentes a los antimicrobianos evaluados, y con produccion de B-

lactamasa.

Segun lo encontrado se advierte la posibilidad de no utilizar terapia combinada de
amoxicilina con metronidazol, si no buscar otra alternativa terapéutica, debido a la
presencia de cepas resistentes a ambos antimicrobianos. Se necesitan estudios que

demuestren esta resistencia

Para el manejo de las infecciones endodonticas, el uso de los antimicrobianos se debe
justificar en un correcto diagnéstico microbiolégico y andlisis clinico para evitar la

seleccion de cepas resistentes.
Limitaciones del estudio

En el presente estudio durante la toma de muestra microbioldgica, se realiz6 limado de las
paredes del conducto para tratar de desprender la biopelicula, lograndose recoger cepas
planténicas suspendidas en el conducto y adheridas a las paredes de la dentina, se sabe que
algunas bacterias pueden colonizar los tubulos dentinales o las irregularidades del conducto

lo que hace imposible su recoleccion.

Debido a que la mayoria de las infecciones por anaerobios son polimicrobianas y el éxito
del tratamiento depende de varios factores como, el drenaje y el uso de terapia
antimicrobiana, la importancia relativa de la susceptibilidad a un solo microorganismo para

predecir un resultado clinico favorable es dificil de determinar.
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Se utilizaron métodos de cultivos para el aislamiento de los microorganismos, por lo que

algunos microorganismos que no son cultivables no se pudieron aislar.
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FIGURAS

Figura 1. Método de dilucion en agar, disminucion del halo de crecimiento bacteriano
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Figura 2. Colonia de P. acnés aislada Foto Cortesia de Microbidloga Diana Molina
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Figura 3. Toma de muestra microbiologica con punta de papel
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ANEXOS

Anexo 1

FORMATO RECOLECCION DE DATOS

La informacién contenida en este formulario es confidencial y solo serd usada con fines

investigativos. La identidad de los pacientes no debe ser revelada en ningin momento

A. Datos generales

Nombre Identificacion

Edad: Sexo: M F Fecha:D M A

B. Antecedentes médicos:

Enfermedades:

Medicamentos:

A tomado antibidticos en los ultimos tres meses S No

C. Parametros Clinicos

Numero de diente

Presencia de dolor: Leve __ Moderado ___ Severo___ No___
Tipo de dolor: Provocado____ Espontaneo____ Continuo Otro
Dolor previo:Si _~ No

Dolor ala Percusion: Gradol 2 3 No_

Dolor a la palpacién: Leve_ Moderado Severo No
Tracto sinuoso:Si_ No __ Endoddntico_ Periodontal
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Edema:Si_ No__

Movilidad: Grado1 2 3

Sondaje:MV ___ Vest  DV___ _ML__ Lling__ DL___

mm

Imagen radiollcida periapical: Si___ No___ Tamafio mm
Estado del conducto: Himedo ___ Seco ___ Tipo exudado
Fiebre:Si __ °C No

Diagnostico Pulpar:

Presencia de: Caries Restauracion Estado

Observaciones:
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Anexo 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR

EN PROYECTOS DE INVESTIGACION

SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE MICROORGANISMOS ANAEROBIOS
AISLADOS DE INFECCIONES ENDODONTICAS PRIMARIAS Y SU RELACION CON
LOS PARAMETROS CLINICO

Investigador Principal: Luis Felipe Upegui J

Facultad de Odontologia, Universidad de Antioquia

Este formulario de consentimiento puede contener algunas palabras que usted
probablemente no entiende. Por favor pida explicacion a uno de los integrantes del grupo

de investigacion para que lo asesore.

Antes de tomar la decision de participar en la investigacion, lea cuidadosamente este

formulario de consentimiento y discuta cualquier inquietud que usted tenga con el
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investigador. Usted también podra discutir su participacion con los demas miembros de

su familia 0 amigos antes de tomar la decision.

La invitacién a participar en la investigacion no necesariamente implica que usted u otros
miembros de su familia sufran de una enfermedad particular o tengan riesgo genético

para esa enfermedad.

1. Usted ha sido invitado a participar en un proyecto de investigacion bajo la
supervision del Dr. (a) Luis Felipe Upegui J. En la Clinica Odontoldgica de de la
Universidad de Antioquia. EIl propdsito de esta investigacion es tomar muestras
microbioldgicas de la microbiota presente en los conductos radiculares a los cuales
se les hara tratamiento endoddntico, para hacerles pruebas de resistencia a los

antimicrobianos.

2. Su participacion incluye:

a) Recoleccion de los datos necesarios para determinar si puede participar en el
estudio.

b) Se realizara el mismo procedimiento que se realiza para hacer una endodoncia
convencional, con la Unica diferencia de que se tomara la muestra de la
microbiota presente en los conductos radiculares con unas puntas de papel
absorbentes, las cuales seran llevadas al laboratorio para su cultivo y analisis
de susceptibilidad antimicrobiana. El estudiante encargado para su tratamiento
endoddntico continuara realizando el procedimiento una vez recogida la
muestra.

Esto se hace so6lo para propésitos de investigacion y los resultados no seran

reportados ni a usted ni a su médico.
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c) El procedimiento de la toma de muestra no representa ningun riesgo adicional
fuera de los inherentes al tratamiento endoddntico. Tampoco tiene ningun

costo adicional, fuera del requerido para su tratamiento endodéntico.

Acepto No acepto

Todos los datos obtenidos seran codificados para su uso actual o futuro.
Los resultados individuales serdn anénimos y nunca seran mostrados (sin

su consentimiento) a nadie fuera del proyecto de investigacion.

3. Riesgo y efectos adversos que pueden estar asociados a la investigacion:

a) Las preguntas personales para conocer su estado de salud actual e historia
clinica pueden ser tediosas y embarazosas. Usted puede discutirlas con el
entrevistador, y puede decidir no responder a determinadas preguntas o no
continuar con su participacion. Tanto las respuestas como la informacion que

usted suministre son confidenciales.

b) Los resultados de la investigacion son estrictamente confidenciales. No se
entregara informacién de las evaluaciones clinicas realizadas durante la
investigacion a compariias de seguros ni otras personas o instituciones sin su

previa autorizacion.

c) A sus datos se le asignara un codigo numérico. Esto prevendra que la persona

gue trabaje con su muestra conozca la identidad del paciente. Las personas
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fuera del proyecto de investigacion nunca podran relacionar los resultados de

la investigacion con los pacientes en el estudio.

4. Beneficios para usted/sociedad: Usted no recibird ningun beneficio médico o
econdmico por la participacibn en este proyecto. Sin embargo, usted estara
haciendo una libre y generosa donacion para la investigacion que podra ser
beneficiosa para futuras generaciones. Tenga en cuenta que en la mayoria de los
casos el conocimiento cientifico avanza de forma lenta. El estudio podria resultar
en nuevas pruebas clinicas o tratamientos y por lo tanto podra ayudar a prevenir o
a curar esta enfermedad en un futuro. Los investigadores de la Universidad de
Antioquia lo consideran a usted como un importante colaborador y le agradeceran

su decision de participar en este estudio.

5. La participacion es voluntaria y usted puede rehusarse de participar o retirarse de
la investigacidén en cualquier momento sin ninguna penalidad. Si una vez realizado
el procedimiento usted desea retirarse del proyecto de investigacion, estos datos
seran destruidos a peticion suya. Sin embargo una vez procesados sus datos los
resultados derivados de la investigacion no podran ser eliminados de aquellos

trabajos cientificos derivados de este estudio y que ya estén publicados.

La Universidad tomard medidas para proteger la confidencialidad de su registro
médico y su identidad no sera divulgada en ninguna publicacion que resulte de
este estudio. Para proteger sus derechos, la agencia que suministra los fondos
para este proyecto podria en algin momento inspeccionar los registros
suministrados por usted para este proyecto (no por nombres, sino utilizando
solamente cédigos numéricos). Esto con el fin de asegurarse de que sus derechos

han sido protegidos en este proyecto.
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Este proyecto de investigacion no esta destinado a proveer diagnostico ni
tratamiento de aquellos problemas médicos no mencionados explicitamente. Su
participacion en este proyecto de investigacion no debe reemplazar las visitas de

rutina a su odontdlogo.

Usted sera informado de cualquier hallazgo derivado de su participacion en la
investigacion, que pueda cambiar su decision de continuar en este estudio. El
investigador puede retirarlo de esta investigacién, si entiende que existen

circunstancias médicas que lo aconsejan

Si tiene preguntas o preocupaciones sobre este estudio, 0 si experimenta cualquier

problema, puede llamar:

Dra./Dr. Luis Felipe Upegui J Teléfono. 235 37 37

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica Cientifico y de
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Antioquia.

Cualquier consulta llamar al teléfono............
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PREGUNTAS RELATIVAS A OTROS PROYECTOS DE INVESTIGACION

» Podria algan miembro del grupo de investigacién contactarlo e invitarlo a participar

en futuros estudios de investigacién?

» Podriamos compartir sus datos (s6lo con cddigos numéricos) con investigadores
que estén haciendo estudios en campos similares en la Universidad de Antioquia y
en otros centros de investigacion? Los otros investigadores no recibirdn su

nombre ni ninguna otra forma de identificacion.

Los investigadores de la Universidad de Antioquia, quienes estan realizando esta
investigacion, reconocen la importancia de su contribucién a la ciencia. La Universidad de
Antioquia hara esfuerzos para tratar de minimizar, controlar, y tratar las complicaciones
que puedan resultar de la investigacion. Si usted cree que ha desarrollado alguna
complicacion derivada de esta investigacion, por favor comuniquese con el Investigador

Principal/especialista Dr. Luis Felipe Upegui J.

He leido este formulario de aprobacion y he tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Entiendo que me daran copia de este documento. Consiento en

participar en esta investigacion
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Nombre del partiCipante: ...

CC Firma......cooooi Fecha.......................
Nombre del testigo (si el estudio lo amerita) ...
CC, Firma..........ooooi, Fecha

Nombre del Investigador u odontdlogo designado............c.ouieiiiiiiiiiii e
CC Firma.......cooooi Fecha
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Anexo 3

Escuela de

Susceptibilidad Antimicrobiana por Dilucién en Agar | Microbiologia

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA
EEE

Susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos anaerobios aislados de

infecciones endoddnticas primarias y su relacién con los pardmetros clinicos

i Hoja de registros _ _ _
Pag.1de 2 i Responsable: Luis Felipe Upegui
Fecha creacion: 14-10-14

Posicion en la caja de Petri Fecha:

1.

2.

3.

4,

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.
Antimicrobiano evaluado: Rango dilucién
Cepa ATCC
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Cepa ATCC

Lectura 24 horas

Cepa | Control
No. cto pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/mb | pg/mb | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/mb | pg/mbL | pg/mbL | pg/mL | pg/mL

Ol 0 N| O O | W N| B~

=
o

[N
=

=
N

MIC: concentracion en la cual ocurre una marcada reduccién en la apariencia del
crecimiento en la caja de Petri comparado con la caja de control de crecimiento

(+): Crecimiento bacteriano (-): Reduccion de crecimiento o ningln crecimiento
observado, en comparacion con la caja control de crecimiento.

Lectura 48 horas

Cepa | Control
No. cto pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/mb | pg/mb | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/mb | pg/mbL | pg/mb | pg/mL | pg/mL
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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11

12

Puntos de corte segun EUCAST:

CLSI:

Interpretacién cualitativa:

Cepa

Lectura 24 horas

Lectura 48 horas

MIC

Interpretacion®

MIC

Interpretacion®

1

©| 0 N O O | W N

[N
o

=
=

[EEN
N

! Para las cepas ATCC, es términos de cumplimiento (C) o no cumplimiento (No C) de

acuerdo a los puntos de corte establecidos por CLSI. Para las cepas en estudio sensible

(S) Intermedio (I) Resistente (R), segun los puntos de corte para cada antimicrobiano.
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