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RESUMEN

El fracaso de la terapia endoddntica esta relacionado a la persistencia de Enterococcus
faecalis, y su patogenicidad se asocia a la capacidad de formar biopeliculas, expresar
genes de virulencia, resistencia a los antibidticos, y sobrevivir tanto a condiciones
ambientales adversas como a los procesos de irrigacion, preparacion biomecanica y
materiales de obturacidn empleados en endodoncia. Sin embargo, se desconoce si
existe un genotipo caracteristico de los aislamientos de Enterococcus faecalis aislados
de cavidad oral, y cudl es la relacidn de estos con los factores de virulencia.

Este estudio analiza la diversidad genética en aislamientos provenientes de muestras de
cavidad oral y de origen endoddntico, a los cuales se les detectd la presencia de los genes
Asa, Esp, Efa A, Ace, Asa373, gelkE, CylA, formacién de biopelicula, y se analizé la
diversidad genética mediante arboles filogenéticos elaborados a partir del alineamiento
de secuencias del producto amplificado de una PCR 16S RNAr. El andlisis bioinformatico
permitid observar que existen varias agrupaciones genéticas, siendo estas, diferentes
entre todos los pacientes, pero con un alto grado de similitud entre muestras de un
mismo paciente. La presencia de genes de virulencia y formacién de biopelicula es
independiente a la agrupacién genética, pero esta relacionada al tipo de muestra.
Palabras Claves: Enterococcus faecalis, Gen 16s ribosomal, filogenia.

ABSTRACT

The failure of endodontic therapy is related to the persistence of Enterococcus faecalis
and its pathogenicity is associated with the ability to form biopeliculas, express virulence
genes, resistance to antibiotics, and survive both adverse environmental conditions and
irrigation processes. preparation and filling materials used in endodontics. However, it
is unknown whether there is a characteristic genotype of Enterococcus faecalis strains
isolated from the oral cavity, and what is the relationship between these and virulence
factors.

This study analyzes the genetic diversity in isolates from oral cavity samples and
endodontic origin, in which the presence of genes Asa, Esp, EFA, Ace, Asa373, gelE, CylA,
biopelicula formation was detected, and the presence of the genes was analyzed.
Genetic diversity through phylogenetic trees made from the sequence alignment of the
amplified product of a 16S rRNA PCR. The bioinformatic analysis allowed us to observe
that there are several gene groups, these being different among all patients, but with a
high degree of similarity between samples from the same patient. The presence of
virulence genes and formation of biopelicula is independent of gene cluster but is
related to the type of sample.
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INTRODUCCION

El factor principal asociado al fracaso en el tratamiento de endodoncia es la persistencia
de la infeccidn microbiana en el sistema de conductos radiculares. Los microorganismos
implicados pueden sobrevivir a los procedimientos biomecanicos que se realizan
durante la ejecucion de dicho tratamiento, o pueden invadir los conductos como
consecuencia de las filtraciones que se suscitan desde la corona de los dientes®?3,
Diversos estudios han revelado que los microorganismos que se encuentran en la
infeccion endodéntica y en dientes que presentan fracaso del tratamiento de
endodoncia son predominantemente anaerobios facultativos y Gram positivos, siendo
Enterococcus faecalis (EF), la especie que se aisla con mayor frecuencia. El papel de los
factores de virulencia de EF a nivel de cavidad oral, no se ha dilucidado por completo y
ha llamado la atencion su capacidad para potenciar la infeccidon y generar respuestas
exacerbadas. Estos aislamientos a nivel del diente, incluso en presencia de un ambiente
nutricional restringido pueden poseer diversos mecanismos de virulencia dependientes
del proceso de intercambio genético entre ellos, durante la infecciéon®>®.

Los factores de virulencia relacionados a esta capacidad de supervivencia son: la
proteina fijadora de coldgeno (ace), la sustancia de agregacion (asa y su variante
asa373), activador de hemolisina (CylA), el antigeno de endocarditis (Efa A), la proteina
de superficie (esp), la enzima Gelatinasa (gelE). La expresion de estos genes en la
biopelicula endoddntica puede permitir o exacerbar distintas respuestas tisulares en la
regidn periapical’. Por esta razon, se sugiere que las investigaciones evaltien los
mecanismos de persistencia y su asociacién a factores de virulencia, con el fin de
comprender su papel en las infecciones endoddnticas®®.

EF estd ampliamente distribuido en la naturaleza, a nivel odontolégico EF ha sido aislado
de mucosa oral, dorso de la lengua, infecciones pulpares y periapicales, y por ultimo en
bolsas periodontales. Aunque se desconoce como llegan a esta parte del cuerpo, se
conoce que tiene la capacidad de evolucionar adaptdndose a diferentes medios
bioldgicos, y causando diversas infecciones, ha hecho que su epidemiologia cambie,
pues los aislamientos en el conducto radicular no sélo tienen capacidad de sobrevivir a
la adversidad del medio, sino que expresan diversos genes de virulencia, y muestran
resistencia antimicrobiana a los regimenes de tratamiento convencionales
recomendados para procedimientos dentales!®!?,

Teniendo en cuenta la importancia clinica de EF y su amplia distribucién en la naturaleza
y en el cuerpo humano, un objetivo de su estudio ha sido la comprensién de las
relaciones entre aislados de diferentes fuentes, como un mecanismo para establecer el
origen de la contaminacion o de la infeccidén, o la capacidad de transferir genes de
resistencia a antimicrobianos o de virulencia a aislamientos no patégenos 1.

todos los aislamientos expresan los mismos genes de virulencia y resistencia, razéon por
la cual se sugiere que un andlisis de diversidad genética debe realizarse con genes cuya
expresidn sea comun para todos los aislamientos, pero que, a su vez permita ver
diferencias significativas para poderlas clasificar en agrupaciones genéticas o cluster
siendo la subunidad ribosomal 16S rRNA la de mejor aplicacién para EF 8213,

Bajo el contexto dado y el vacio de conocimientos planteado para el tema, el presente
trabajo busca evaluar si en una poblacion de EF provenientes de aislamientos
realizados en pacientes que acuden a consulta de endodoncia, existe algun tipo de
agrupacion genética, y si la diversidad de esta se asocia a la presencia de genes de
virulencia, la formacion de biopelicula o al tipo de muestra de la cual fue aislado el EF.



METODOLOGIA

Estudio transversal de muestreo por conveniencia, a partir de 30 aislamientos de
E.faecalis provenientes de hisopado de mucosa oral, conos de papel, eyectores, limas
endoddnticas K, y material de obturacion gutapercha, tomado de individuos que
acudieron a tratamiento endoddntico. La identificacién del microorganismo se realizé
mediante espectrometria de masas MALDI-TOFMS Biotyperidentification (Bruker,
Daltonics, Alemania) y la base de datos estandar (BrukerTaxonomy database
version3.3.1); la deteccion de los genes de virulencia se realizd por PCR con primer
especificos para cada gen; la formacién de la biopelicula se realizé mediante analisis
espectrofotométrico a 595nm de un cultivo continuo en placas de poliestireno. Para el
analisis de la diversidad genética de las cepas, se realizd amplificaciéon del gen que
codifica para la subunidad del ribosoma bacteriano 16S rRNA con primer universales, y
posterior secuenciacién. La secuencia del producto amplificado fue analizada en el
programa MEGA version 6, y el alineamiento multiple realizado en Clustal - Multiple
Sequence Alignments. Para mirar la diversidad genética, se construyd a partir de los
alineamientos, un arbol filogenético por medio de UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). La relacidon entre genes — biopeliculas, y diversidad
genética mostrada en el arbol, se evalud mediante pruebas estadisticas no
paramétricas.

RESULTADOS

Para cumplir el primer objetivo EF fue identificado mediante MALDI-TOF-MS
Biotyperidentification (Bruker, Daltonics, Alemania) y la base de datos estandar
(BrukerTaxonomy database version3.3.1). Se identificaron el 100% de los aislamientos
mediante comparacion de los espectros de los datos obtenidos contra la base espectral
de las proteinas ribosédmicas 16S y glucoproteinas de pared de 5000 especies que
referenciaban marcadores de 2000 a 20000 dalton >3De acuerdo con los puntos de corte
establecidos para identificar género y especie los 30 aislamientos se ubicaron en
puntajes mayores a 2.300 (color verde), valores que son considerados consistentes y de
alta probabilidad para la identificacién de género y especie. La Tabla 1 muestra los
puntos de corte usados por el software para la interpretacién de resultados, y la tabla 2
los datos obtenidos para las 30 aislamientos testeadas.

Tabla 1. Puntos de corte de los puntajes asignados en Bruker Daltonik MALDI Biotyper para
la Identificacion de EF

Rango del Descripcion Simbologia  Color
puntaje
2.300... Alta probabilidad de (+++) Verde
3.000 identificacion que incluye
especie, subespecie
2.000 ... Segura identificacion del género (++) Verde
2.299 con probable identificacion de
especie
1.700 ... Probable identificacién de género (+) Amarilla
1.999 sin identificacidn segura de
especie

0.000 ... Identificacion no confiable (-)
1.699



Tabla 2. Puntajes obtenidos en el programa BrukerTaxonomy database version 3.3.1 para
identificar género y especie en los 30 aislamientos de EF utilizados en el estudio

Aislamiento Score Aislamiento Score Aislamiento Score
No 01 2.385 No 11 2.924 No 21 2.508
No 02 2.235 No 12 2.982 No 22 2.367
No 03 2.408 No 13 2.319 No 23 2.300
No 04 2.451 No 14 2.389 No 24 2.300
No 05 2.306 No 15 2.316 No 25 2.300
No 06 2.381 No 16 2.415 No 26 2.400
No 07 2.584 No 17 2.319 No 27 2.500
No 08 2.532 No 18 2.375 No 28 2.350
No 09 2.426 No 19 2.359 No 29 2.450
No 10 2.453 No 20 2.474 No 30 2.510

Deteccidn de los genes de virulencia

1.Frecuencia absoluta genes de virulencia por aislamiento bacteriano

En cumplimiento del segundo objetivo especifico, las PCR primer-especifica para genes
de virulencia permitieron observar que en el 100% de los aislamientos se detecté al
menos la presencia de un gen. El gen que se presentd en mayor proporcion fue Ace
100% (30 aislamientos), seguido de Efa A 96.7% (29 aislamientos), y Asa 80% (24
aislamientos). El gen que presentd el menor nimero de casos fue Asa373 en un 3.3% (1
aislamiento).
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Figura 1. Numero total de genes de virulencia detectados en los 30 aislamientos de EF utilizados en el
estudio.

2.Frecuencia relativa genes de virulencia por tipo de muestra

Analizando los genes por tipo de muestra, pudo observarse que se detectd un nimero
similar de casos para cada uno de los tipos de muestra usados para el aislamiento. La
muestra que presenta mayores factores de virulencia es gutapercha y mucosa, cada uno
con un 93.3% correspondiente a 28 genes detectados. La muestra en que se detect6 el
menor numero de genes es el cono de papel con un 63.3% correspondiente a 19 genes
detectados. En todas las muestras se detectaron 6 genes, y solo en gutapercha hay un
caso que reune la totalidad de los 7 genes analizados.



Numero aislamientos
o = N w H [0, [e)}

bl .l

efaA Ace Asa373 gelE CylA
MW Eyector 4 3 6 6 0 3 1
B Lima K 3 1 6 6 0 1 2
Cono papel 6 4 6 6 0 3 2
Gutapercha 6 3 6 6 1 4 2
B Mucosa 5 3 5 6 0 5 4

Figura 2. Distribucidn de genes de virulencia en los 5 origenes de muestra usadas para el aislamiento
de EF

3.Formacion de biopelicula

3.1.Estandarizacion placa de micro titulacion

En cumplimiento del tercer objetivo especifico, se realizé una micro titulaciéon en placa
para observar la formaciéon de biopelicula. Los datos mostraron que todos los
aislamientos que se consideraron formadores de biopelicula estuvieron por encima del
valor del punto de corte positivo, y los que no formaban biopelicula estuvieron por
debajo del mismo. Los resultados se validaron solo cuando habia reproducibilidad en las
réplicas y los controles funcionaban correctamente. La tabla 5 muestra los valores
usados para la interpretacion. Las mayores densidades dpticas se presentan a nivel de
gutapercha (19 a 24), y las mas bajas en los eyectores (1 a 6).

Tabla 3. Absorbancias obtenidas para evaluar en la micro titulacion en placa la formacién de
bi0p9|l'CU|a por EF (Punto de corte base 0.040, en rojo negativo, verde positivo.)

Aislamiento Score Aislamiento Score Aislamiento Score

No 01 000108 No11 000607 No 21 10.118
No 02 B00I0N No12 PO nNo22 10.099
No 03 100438 nNo13 100048 No23 10.039
No 04 J00758 No 14 J00508 No 24 10.022
No 05 100458 nNo1s N0077] No2s 10.045
No 06 - No 16 - No 26 -
No 07 00041 No17 000458 No27 0.101
No 08 I n~ois 000042 No2s 10.081
No 09 BOEOE nNo 19 10208 No29 10.014
No 10 N nNo20 J0M00Y No30 10.076



3.2.Aislamientos formadores de biopelicula

A nivel de los aislamientos se pudo observar que en el 63.3% (19 casos) se indujo
formacién de biopelicula. Todos los tipos de muestras mostraron la formaciéon de
biopelicula siendo mayor el nUmero en mucosa y cono de papel, cada uno con 16.6% (5
casos) y los que presentaron el menor nimero de casos fueron las limas K 6.6% (2 casos).
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Figura 3. Frecuencia absoluta y frecuencia relativa de la formacion de biopelicula en los 30
aislamientos de EF usados en el estudio

4.Diversidad genética

4.1.PCR 16s rRNA

En cumplimiento del cuarto objetivo, inicialmente se realizé una PCR 16s rRNA, donde
se obtuvo un fragmento aproximado de 960pb en cada uno de los aislamientos
realizados, el cual concordaba con lo reportado en literatura, con los aislamientos
control utilizadas en el estudio, y posteriormente con la secuenciacion realizada.
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Figura 4. Gel de agarosa 1% con los productos de amplificacion de 960pb del fragmento 16s rRNA de
EF.

PM Marcador de peso molecular, 1-3 aislamientos positivos, CP Control positivo, CN control negativo.



4.2. Secuenciacién, BLASTn y cromatograma

Como segundo paso en el cumplimiento de este objetivo, los productos de amplificacién
de la PCR 16s rRNA se secuenciaron a través de un servicio técnico. Dicha secuencia se
utilizé para hacer un analisis BLASTn de cada muestra y verificar que correspondia a un
EF y en segundo lugar para realizar un analisis filogenético.

El analisis BLASTn mostré que para la subunidad 16s ribosomal, la secuencia obtenida

guarda una identidad mayor al 98.5% con mas de 100 aislamientos de EF reportadas en
el Gen bank.

Puntuaciones de alineacion [ll<40 [40-50 [O50-80 [80-200 [= 200

pistribucién de los100 100 mejores Blast Hits en secuencias tematicas
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Figura 5. BLASTn de la secuencia de los productos de amplificacion por PCR 16s rRNA de EF. Las lineas
rojas corresponden a secuencias de EF reportados en otros estudios donde todos tienen similitud
elevada en el score de identidad.
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Figura 6. Cromatograma de la secuencia del amplificado de la PCR 16s rRNA de EF del estudio.

5.Analisis filogenético

Como segunda actividad en el cumplimiento del cuarto objetivo, a partir del
cromatograma obtenido se realizo el alineamiento multiple (Clustal- Multiple Sequence
Alignments) para la construcciéon del arbol a partir de las distancias evolutivas usado la
metodologia UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

El arbol mostré que a nivel de muestras Inter paciente, hay diversidad genética en los
aislamientos, y que estos se agrupan en 5 cluster diferentes (lineas de color).

Sin embargo, en muestras intra paciente (encerradas en cuadro de color azul claro),
existe un elevado grado de similitud. Es asi como, como 4y 30; 15y 28; 16 y 24 se ubican
en la misma rama indicandonos que tienen un alto grado de homologia, en tanto, que
las muestras 7 y 29 aunque parten de la misma rama al final se ubican en diferente
posicién. lIgual situacién se presenta con las muestras 17, 20, 27, donde comparten
homologia, pero al final la 17 se ubica aparate de las otras dos.

Analizados los aislamientos por origen de la muestra, hay un comportamiento
heterogéneo en los resultados. Se ubican en tres diferentes agrupaciones como las de
lima K (muestras 7 a 12), conos de papel (muestras 13 a 18), gutapercha (muestras 19 a



24), mucosa (muestras 25 a 30). Solo las del eyector (muestras 1 a 6) parten de un
ancestro comun (cuadro de fondo amarillo).
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Figura 7. Arbol filogenético de las secuencias del producto de PCR 16S rRNA que muestran cinco

agrupaciones principales entre los aislamientos de EF del estudio.
*Las agrupaciones parte de una linea de color diferente para cada agrupacién; cuadros azules son muestras de un mismo paciente y cuadros amarillos son

muestras del mismo origen.

DISCUSION

EF es ubicuo y ha sido aislado de diferentes nichos, incluidos el tracto gastrointestinal,
las heces, la sangre, la orina, el agua, alimentos fermentados y en la cavidad oral, aunque
este constituye solo una pequeia proporcion de la flora inicial de los dientes con pulpas
necrdéticas no tratadas, los enterococos, particularmente EF se ha encontrado con
frecuencia en conductos radiculares obturados, dando como resultado el fracaso de este
tratamiento?2. Estos datos concuerdan con Pinheiro y cols. destacan que E. faecalis fue
la bacteria mas frecuentemente aislada de los sistemas de conductos radiculares
(45,8%) en casos previamente tratados.>* Siqueira y Rogas y Sedgley y cols. informaron
resultados similares. >>°® Observaron que la prevalencia de E. faecalis fue del 77 % vy el
79,5 %, respectivamente, utilizando la reaccidon en cadena de la polimerasa. >’

Existen diferentes técnicas para la identificacién de microbiolégica de EF como cultivos,
pero estos presentan ciertas desventajas como el alto riesgo de contaminacion de la
muestra, se necesita un alto nivel de habilidad para obtener resultados éptimos,
prolongado tiempo y dependiendo de las caracteristicas del método y el fundamento
bioquimico del medio, algunos identifican solo género o género especie, pero no llegan
a subespecie.”® Mientras que el anélisis de identificacion por MALDI TOF presenta unas
caracteristicas operativas ventajosas como es la rapidez, automatizacién, facil manejo,



y a nivel microbiolégico permite una identificacién a nivel de género y especie, en
ocasiones subespecies, eliminando los sesgos de falsos positivos/negativos o resultados
incompletos que se pueden presentar en métodos convencionales. °>%0 En este estudio
se identificd al EF con una puntacion muy alta de los aislamientos mediante MALDI-TOF-
MS, dando un alto grado de confianza de los resultados de la identificacidon para cada
muestra, indicando una alta congruencia con los resultados de otros estudios como el
de Saha y cols. ®! sobre la identificacion bacteriana alrededor de implantes dentales
donde todos los aislados bacterianos fueron identificados en el sistema MALI-TOF sin
fallar. De la misma manera Werner y cols.®? en su estudio sobre la identificacién de
estreptococos de mastitis confirman la superioridad de MALDI-TOF MS comparado con
los esquemas de identificacidn cldsicos, indicando una alta calidad en la identificacién
de especies. Amitabh y cols.?® igualmente indicaron que el uso de técnicas avanzadas
como MALDI-TOF MS es util presentando una alta identificacion para la deteccién de
patégenos periodontales.

Los EF identificados en cavidad oral y endodoncia se caracterizan por presentar genes
de virulencia como son Asa, Asa373, Esp, Efa A, Ace, gelE y CylA, en este estudio en todos
los aislamientos se detecté al menos la presencia de un gen. El gen que se presenté en
mayor proporcion fue Ace 100%, seguido de EFA 96.7%, y Asa 80%. El gen que presenté
el menor nimero de casos fue Asa373 en un 3.3%. Estos resultados son similares al
estudio de Barbosa y cols.” que detectaron Ace en un 100% de los aislamientos, seguido
de EFA con un 95%y el Asa con un 60%, igual que en el presente estudio Asa373 obtuvo
el menor porcentaje con un 15%. Ace es una adhesina al coldgeno de EF expresada
condicionalmente después del crecimiento en suero o en presencia de coldgeno, es un
factor importante para el establecimiento de estas bacterias en la dentina de los
conductos radiculares infectados. Por otra parte, se planted la hipdtesis de que EFA
podria ser una adhesina en la endocarditis, la produccién de EFA por aislamientos de E.
faecalis es comun. Al igual que en el presente estudio Sedgley y Zhu y cols3864
encontraron una alta prevalencia de Ace y EFA en todas las muestras endoddnticas. El
gen Asa con altos porcentajes al igual que el estudio de Zhu y cols. se indica que esta es
una adhesina bacteriana codificada por un plasmido sensible a las feromonas que media
el contacto eficiente entre la bacteria donante y la receptora, lo que facilita el
intercambio de pldsmidos, ademds media la unién a las proteinas de la matriz
extracelular, incluido el colageno tipo |, la unidn al coldgeno tipo | por bacterias puede
ser de particular importancia con respecto a las infecciones endoddnticas porque este
es el principal componente organico de la dentina.

El gen Asa373 difiere del asa cldsico en su estructura proteica y se informd que exhibe
algunos motivos de aminoacidos moderadamente conservados cuando se comparo su
secuencia de base de datos con la de algunas otras adhesinas bacterianas. El gen Asa373
se identificd con un 3,3% de los aislamientos en nuestro estudio, lo que no concuerda
con los hallazgos de Sedgley y Zhu y cols. 3364 en donde no detectaron este gen en las
muestras, esto puede deberse a que en los estudios de Sedgley y Zhu y cols. 386% se
toman solo muestras endoddnticas y en nuestro estudio se toman muestras
endododnticas y orales.

Adicional a factores de virulencia, se ha visto la formacién de biopeliculas debido a la
persistencia del EF después del tratamiento del conducto radicular, esto puede estar



asociado con su capacidad para inducir precipitacién de apatita en las biopeliculas
maduras, la habilidad del EF para formar una biopelicula calcificada sobre la dentina de
los conductos radiculares puede ser un factor que contribuya a su persistencia después
del tratamiento endoddntico. En este estudio se encontré a nivel de los aislamientos
que en el 63.3% se indujo formacién de biopelicula y eso es similar a lo reportado por
Francisco y cols., donde evaluaron aislamientos de EF presentaron formacién de
biopelicula en un 84%, de igual manera en el estudio de Wang y cols. confirmé un total
de 75,47% de las cepas fueron biopeliculas positivas, el porcentaje mayor comparado
con nuestro estudio puede deberse a que en este trabajo se tomd solo muestras de
origen endodéntico y no se tomaron de origen oral. La biopelicula puede localizarse
dentro del sistema de conductos pudiéndose ocultar en diversas irregularidades
anatédmicas lo cual complicaria el tratamiento para erradicarlo, o también en la regién
periapical cuyo aporte nutritivo circulatorio, mucho mas importante que el de la pulpa,
les propiciara a los microorganismos una poderosa via de difusion y diseminacién para
localizarse extrarradicularmente?®. Duggan y cols.%> evaluaron la formacion de
biopeliculas por parte de aislamientos aisladas de E. faecalis, provenientes de conductos
radiculares y de la cavidad oral, sus resultados sefialan al igual que el presente estudio
gue no existe diferencia significativa entre la habilidad de E. faecalis de formar
biopeliculas y la fuente de aislamiento. Esto se debe a que tanto los conductos
radiculares y la cavidad oral presentan condiciones ambientales y nutricionales para la
formacién de biopelicula.

Se considera que EF es el responsable de los fracasos endodonticos, pero se desconoce
como estos llegan a cavidad oral. En este estudio se encontrd que esta distribuido en
lima K, conos de papel, gutapercha, mucosa, eyector y esto difiere de otros estudios que
han tomado muestras de diferentes partes como es el reportado por Anderson y cols.?’
quienes tomaron muestras del conducto radicular obturado, placa dental-saliva,
infeccién nosocomial y de alimentos. De la misma manera Delboni y cols.®® tomaron de
3 sitios diferentes que fueron la saliva, cdmara pulpar y conductos radiculares. Al igual
que Segdeley y cols.>® que tomaron muestras de lengua, enjuague bucal, surco gingival
y en los conductos radiculares. Se observa una que no hay lugares establecidos para la
recoleccidn de muestras, debido a que cada estudio toma muestras dependiendo a su
conveniencia.

Si bien este trabajo no permite conocer la fuente de contaminacién, algunos autores
sugieren que existe una gran incertidumbre si esas bacterias que persisten en los
conductos radiculares se mantuvieron de la infeccion original, pudiendo resistir los
protocolos de desinfeccidn, irrigacién y obturacién endoddntica, o si provinieron de la
saliva y pudieron invadir el sistema de conductos radiculares a través de una filtracién
por un material de restauracion defectuoso.?®®” Existe otra hipdtesis es que EF coloniza
transitoriamente la cavidad oral por una via exégena de infeccidn transmitida por los
alimentos3>t%68  EF sobrevive en estos sitios como lo indicaron ciertos autores como
Montero, Kayaoglu y cols.?>%° quienes demostrando que los conos de gutapercha
comercialmente disponibles, tomados directamente del paquete sellado del fabricante,
albergan microorganismos cultivables, mientras mayor fue el uso clinico de los paquetes
igualmente aumentd el nimero de microorganismos que contaminan los conos de
gutapercha.

Para sobrevivir y adaptarse a estos sitios, EF necesita tener una plasticidad genética que
le permita adaptarse a los diferentes ambientes. Esa plasticidad se evalua mediante



Filogenia, que es un tipo de clasificacidn cientifica que considera de manera unica las
relaciones evolutivamente cercanas entre las especies que habitan en nuestro
planeta.3%7%7! Esta informacién ademds de ser vital a la hora de conocer una especie,
saber por qué tiene tales o cuales caracteristicas, es super enriquecedora porque
también nos permite conocer a ciencia cierta qué especies provienen de otras, las
desapariciones intempestivas de algunas, sus mutaciones, entre otras cuestiones.3%34 E|
ARNr 16S es la macromolécula mds ampliamente utilizada en estudios de filogenia y
taxonomia bacterianas, se ha utilizado ampliamente para establecer las relaciones
filogenéticas, causando un profundo impacto en nuestra visién de la evolucién y, como
consecuencia, en la clasificacion e identificacion bacteriana., presentando varias
ventajas como en precision, llegando incluso a competir de manera favorable con otras
técnicas rapidas y eficaces, como las inmunoldgicas.”>’3

En este estudio el andlisis filogenético mostré una diversidad genética en los
aislamientos, en el que se muestra fueron agrupados en 5 cluster diferentes, se observo
heterogeneidad genética cuando se compararon entre diferentes sujetos y son similares
en un mismo individuo, lo que corrobora los resultados de estudios previos Delboni y
cols.®® que utilizaron Rep-PCR y AP-PCR con electroforesis en gel con un gel de agarosa y
sus muestra provienen de 3 lugares: conducto radicular, cdmara pulpar y saliva,
mientras que Pinheiro y cols.”* que utilizaron métodos de tipificacién basados en
secuencias electroforesis en gel de campo pulsado y métodos de tipificacion basados en
secuencias, solo tomaron muestras de conductos radiculares.

Encontrar EF en diferentes partes orales y endoddnticas, que se desconoce aun la via de
colonizacién, con agrupaciones que expresan genes de virulencia, biopeliculas y con
heterogeneidad genética entre pacientes, presenta un problema por la persistencia de
la infeccidon microbiana en el sistema de los conductos radiculares y la dificultad para su
eliminacidon completa de este microorganismo, produciendo en gran medida que se dé
el fracaso del tratamiento endoddntico.

CONCLUSIONES

e EF es un microorganismo que puede aislarse en diferentes materiales de uso
endoddntico como son limas K, eyectores, gutapercha y conos de papel.

e Los aislamientos de EF de diferente origen endoddntico expresan de manera
diferencial y heterogénea los factores de virulencia, y la generacion de
biopelicula.

e Existe diversidad genética en los aislamientos de EF a nivel endoddntico, y esta
varia entre un individuo y otro.
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