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RESUMEN 'Odontologa general, estudiante

- . | semestre Maestria en Odontolo-
Objetivo: el propésito de este estudio in vitro, fue extraer el Acido Desoxirribonucleico (DNA) de una lesion gia, docente Facultad de Odonto-

periapical y amplificar un fragmento de DNA de la subunidad ribosomal 16s bacteriano (DNAr 16s), utilizando

) . ! logia, Universidad Santo Tomas,
la prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y electroforesis.

Colombia.
Materiales y métodos: se analizé una muestra obtenida de un paciente al cual se aplicé la técnica de co-
lumnas de Silice para la extraccion de DNA. Posteriormente la muestra se procesé con QlAamp® aplicando el . |
protocolo correspondiente para confirmar la presencia de bacterias a través de PCR y electroforesis. Sandra Milena Alonso Gonzalez
Correo electrénico:

Autor de correspondencia:

Resultados: el volumen de DNA obtenido fue de 61 ng/pL con una pureza de 1,96. El resultado de electrofo-
resis resultoé negativo para DNA bacteriano, lo que permitié concluir que no se trasladaron bacterias al peria-  sandra.alonso@ustabuca.edu.co
pice de forma mecénica, ya que la muestra se obtuvo de un molar que no tenia antecedente de endodoncia

previa.

Conclusiodn: este resultado mostr6 que a pesar de la especificidad y sensibilidad de la técnica utilizada, las
lesiones periapicales también pueden ser estériles con presencia de tejido de cicatrizacion, lo cual puede ser
explicado por la accion de los macréfagos del huésped como mecanismo de defensa en ausencia de agentes
patégenos.
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ABSTRACT

Objective: the purpose of this in vitro study was to extract DNA from a periapical lesion and amplify a frag-
ment of DNA from the bacterial 16s ribosomal subunit (DNAr 16s) using the Polymerase Chain Reaction (PCR)
and electrophoresis.

Materials and methods: a sample obtained from a patient, the technique silica columns for DNA extraction
was applied was analyzed. Subsequently the sample was processed with QIAamp® applying the correspon-
ding protocol to confirm the bacteria presence by polymerase chain reaction (PCR) and electrophoresis.

Results: the volume of DNA obtained was 61 ng / uL purity 1.96. The electrophoresis results were negative for
bacterial DNA. Which allowed to conclude that bacteria were not transferred to the peri-penice mechanically,

since the sample was obtained from a molar that had no previous history of endodontics.
Recibido para publicacion:

Conclusion: this result showed that although the specificity and sensitivity of the technique used, periapical 12 de febrero de 2016.
lesions may also be sterile with the presence of healing tissue, which can be explained by the action of host Aceptado para publicacién:
macrophages as a defense mechanism in absence of pathogens. 29 dejulio de 2016.
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INTRODUCCION

Las lesiones periapicales cronicas, conocidas co-
muinmente como granulomas, son consecuencia di-
recta de procesos infecciosos producto de la necrosis
pulpar, en los cuales, las bacterias avanzan a través de
los canales radiculares hacia la region perirradicular,
lo que conlleva la inflamacién periapical. Estos even-
tos presentan la formacién de un tejido de reaccion
de granulacion rodeado por una cépsula de tejido co-
nectivo fibroso, donde los linfocitos son las principa-
les células; igualmente se observa la participacion de
plasmocitos, neutréfilos, histiocitos y, ocasionalmen-
te, mastocitos y eosinofilos'.

La agresion al periodonto comienza por la libera-
cién de productos del metabolismo bacteriano como
enzimas histoliticas y toxinas, las cuales pasan por el
foramen apical hacia el tejido conectivo del ligamento,
causando una reaccion inflamatoria. Los macroéfagos
(histiocitos) de la region perirradicular a través del sis-
tema complemento activado por la via alternativa ata-
can los antigenos bacterianos, reconociendo elementos
de la superficie bacteriana como el receptor de la mano-
sa, del glicano y del CD14, lo que facilita la fagocitosis'.

El quiste radicular es uno de los quistes odontogé-
nicos mas frecuente dentro de las alteraciones a nivel
periarradicular. Generalmente se desarrollan a partir
de un granuloma de origen inflamatorio. A nivel his-
tologico se observa una cavidad patoldgica recubierta
por epitelio pavimentoso estratificado de diverso es-
pesor y rodeada por una capsula de tejido conectivo
fibroso con evidencia de abundante infiltrado infla-
matorio linfoplasmocitico y presencia ocasional de
macrofagos, neutrdfilos y eosindfilos'.

La fuerte accién mitogénica de las endotoxinas
bacterianas produce reacciones sobre las células epi-
teliales, que conducen a la estimulaciéon de células
inflamatorias y no inflamatorias a la sintesis de ci-
toquinas acelerando la proliferacion epitelial, lo que
hace pensar que las endotoxinas juegan el papel prota-
gonico en el inicio de la patogénesis de estas lesiones
peri-radiculares®.

Los métodos de biologia molecular como la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) han aportado
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considerablemente al analisis de la microflora endo-
doéntica, resultando ser una técnica altamente sensible
para revelar la minima presencia de DNA de los mi-
croorganismos presentes en este tipo de infecciones.
Es importante resaltar que la sensibilidad y especi-
ficidad de los métodos de identificacion empleados,
al igual que la ubicacién geografica pudieran expli-
car las diferencias en las prevalencias reportadas en
diversos estudios®?.

El cultivo microbiolégico de los microorganismos
de origen endodontico puede ser una tarea compleja
y dificil, por lo que se han venido utilizando méto-
dos de genética molecular para su identificacién en
los ultimos afios. Basicamente, estos métodos anali-
zan el dcido ribonucleico (RNA) RNAr 16S y el acido
desoxiribonucleico (DNA) DNAr 165", a partir de se-
cuenciacion para obtener informacion filogenética y
taxonomica de las bacterias. La PCR es un método de
diagnostico molecular y su objetivo principal es de-
tectar el gen RNAr 16S de los principales microorga-
nismos causales de infecciones endodonticas, lo cual
ofrece una mayor precisiéon y un menor tiempo en el
hallazgo de patdgenos nuevos de conductos radicu-
lares infectados' 2.

El andlisis molecular de la microbiota asociada con
las infecciones endoddnticas indica que la diversidad
bacteriana es mayor que la descrita en los andlisis
realizados a través de los métodos de cultivo, y que la
estructura de la microbiota difiere significativamente
entre las infecciones asintomaticas y sintomaticas'. La
electroforesis en gel con gradiente de desnaturaliza-
cion ha sido utilizada para investigar las comunida-
des bacterianas asociadas a infecciones endodénticas
sintomaticas y asintomaticas, donde la microbiota es
comparada por el método PCR-DGGE (Reaccién en
cadena de la polimerasa-Electroforesis en gel con gra-
diente de desnaturalizacion)'. Ademds, por analisis
molecular se ha encontrado la presencia de anaerobios
estrictos como Filifactor alocis, Tannerella forsythia y
Treponema denticola en los conductos radiculares in-
fectados con lesion periapical®.

Filotipos no cultivados del grupo Synergistes se
han identificado como patdégenos en la periodontitis
apical, utilizando PCR protocolo de 16S RNAr basado
en genes especificos'. La presencia de especies bac-
terianas diferentes implicadas en la etiologia de las
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infecciones endoddnticas fue determinada utilizando
técnicas de hibridacion DNA-DNAY. La extraccién y
purificacion inadecuada de DNA puede resultar en fal-
s0s positivos, por lo que se requiere controlar la pérdida
de DNA, reacciones cruzadas de DNA y que los cultivos
puros de DNA no se mezclen con tejido libre de bacte-
rias'®. Se determind que la calidad del DNA extraido de
secciones histoldgicas de las lesiones perirradiculares es
excelente para la hibridacion DNA-DNA',

Por tanto, el objetivo de este estudio fue extraer el
Acido Desoxirribonucleico (DNA) de una lesién pe-
riapical y amplificar un fragmento de DNA de la subu-
nidad ribosomal 16s bacteriano (DNAr 16s) utilizan-
do la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y electroforesis.

DESCRIPCION DEL CASO

Se hizo el estudio de un caso donde se analizé una
muestra de lesion perirradicular tomada de un molar
extraido, al que no se le habia realizado endodoncia,
perteneciente a un paciente asintomatico de 37 afnos
de edad, de sexo masculino y sin compromiso sistémi-
co. El paciente asistié a la consulta odontoldgica para
solicitar la exodoncia del primer molar superior dere-
cho, el cual presentaba una obturacién amplia y desa-
daptada que involucraba las superficies mesial, distal,
oclusal y vestibular; la pieza dental requeria un trata-
miento de rehabilitacion oral con nucleo y corona; sin
embargo, el paciente reporté que no podia acceder a
dicho procedimiento, debido a los costos, por lo tanto
se indicd la exodoncia del diente 16. El paciente no
refirié sintomatologia dolorosa espontdnea, clinica-
mente se observo movilidad dental grado I, sin edema
gingival ni presencia de bolsa periodontal.

Radiograficamente se observo a nivel coronal una
imagen radiopaca amplia que involucraba las superfi-
cies mesial, distal, oclusal y vestibular, compatible con
obturacion en amalgama. A nivel de los conductos ra-
diculares, no se observé ninguna imagen compatible
con material de obturacién que sugiriera la realizacion
de un tratamiento de conductos. A nivel periapical se
observo una imagen radiolucida de aproximadamente
1 cm con bordes definidos, el trabeculado dseo cir-
cundante a la imagen radiolicida no mostré evidencia
de anormalidad, en cuanto al espacio del ligamento
periodontal este se observé levemente ensanchado.
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Se realizo la exodoncia segun el protocolo estable-
cido por la institucién y posteriormente se realizé una
toma de muestra del tejido adherido al apice de la raiz
palatina, se sumergié en un medio de conservacion
bufter PBS y se almacend a -80°.

Extraccion de DNA bacteriano

Para la extraccién de ADN se usd el estuche co-
mercial QIAamp® DNA Mini Kits de QIAgen®. Se des-
congel6 la muestra en bafio maria, se tomaron 25 mg
de su tejido, triturandose en pequefas porciones y se
colocaron en un microtubo de 1,5 ml, posteriormen-
te, se adicionaron 180 pl de buffer TL (TISULAR LI-
SIS) para luego someter el tubo a ciclos de vortex por
20 segundos y 10 minutos de incubacién en seco de
manera alterna durante 40 minutos. Posteriormente
se adicionaron 20ul de proteinasa K (para la desna-
turalizacion de la proteina), se agitd en el vortex y se
incubo a 56°C por 40 minutos, luego se retir6 de la
incubadora y se adicionaron 180 ul de buffer AL, se
homogenizd con vortex antes y después de adicionar
la lisozima. El siguiente paso consistié en la incuba-
cién a 70°C por 10 minutos, una vez mas se paso por
el vortex y se adicionaron 200 ul de etanol absoluto,
esta mezcla se vertid a un tubo filtro que posee una
membrana tipo silica, a través de esta los dcidos nu-
cleicos se unen selectivamente a la silica ayudando a
retener el DNA. Después de este proceso la muestra
se centrifugd durante 1 minuto a 6000 gr. (8.000 rpm),
luego se descarto6 el filtrado del tubo colector y se co-
locé la misma membrana de silica en un nuevo tubo
colector de 2 ml, seguidamente se adicionaron 500 pl
de buffer AW1 y se realizé un centrifugado por un mi-
nuto a 6000 gr (8000 rpm) se descartd el filtrado del
tubo colector y se colocé nuevamente la misma mem-
brana de silica en un nuevo tubo colector de 2 ml, se
adicionaron 500 pl de buffer AW 2 y se centrifugé a
20.000 gr (14000 rpm) durante 3 minutos y nueva-
mente se descartd el filtrado, después se pas6 la mem-
brana de silica a otro tubo colector y se aplicaron 200
pl de buffer AE directamente sobre la membrana para
la elucién y se centrifugd por 2 minutos a 10.000 rpm,
este ultimo filtrado no se descarté y se dejé 1 minuto
a temperatura ambiente. Posteriormente se realizd un
procedimiento en el Nanodrops Thermo Scientific®
para cuantificar y establecer la pureza de DNA obte-
nido (Figura 1).
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Figura 1. Andlisis de pureza de la muestra realizado en
equipo Nanodrop Thermo Scientific®.

Método reaccion en cadena dela polimerasa (PCR)

Para la deteccion e identificacion de las bacterias se
procedid a amplificar un fragmento de DNA cromo-
somal mediante la técnica PCR. Con este método se
pretendia amplificar un fragmento de la subunidad
ribosomal 16S de las eubacterias que corresponde a
1500 pares de base aproximadamente.

El protocolo de PCR utilizado fue el siguiente: se
empled el kit Platinum® PCR SuperMix de la casa co-
mercial Invitrogen by life tecnologie. Durante el pro-
cedimiento se utilizaron 20pl del SuperMix, 1pl de
forward primer (P27), 1 pl de reverse primer (P152S),
los cuales fueron llevados a un minisplit, luego se ho-
mogenizo con el vortex y se centrifugd. Posteriormen-
te, se adicionaron 3 pl de DNA de la muestra obtenida
del tejido en estudio, para un total de 25 pl.

Las secuencias utilizadas en el ensayo de PCR fue-
ron las siguientes:

o Primers Reverse: 5'- GAA AGG AGG AGA TCC
AGC-3"

e Primers Forward: 5'- GAG TTT GAT CCT GGC
TCA -3

Las condiciones de la PCR cambian, dependiendo
de la enzima y la casa comercial que se esté utilizando.

El paso inicial conocido como la desnaturaliza-
cion se realizé a 94°C durante 2 minutos, para permi-
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tir abrir la doble cadena de DNA, que esta unida por
puentes de hidrégeno que se rompen al subir la tem-
peratura. Si hay mucho contenido de Guanina y Ci-
tocina en el fragmento que se va a amplificar, la tem-
peratura de 94°C debe mantenerse por mds tiempo.
Se hicieron 45 ciclos, pues a mayor nimero de ciclos,
hay mas probabilidades de amplificaciéon del DNA. Se
continué desnaturalizando, por otros 30 seg. a 94°C.
En el segundo paso de alineacion, la temperatura bajé
a 55°C por 30 seg., durante este paso, los primeros se
adhieren al DNA (es una de las variables mas impor-
tantes de la reaccion del ciclaje).

Posteriormente, se realizo el paso de extension
durante 2 minutos para polimerizar un fragmento de
1500 pares de bases, correspondientes a las Eubac-
terias. Se hizo otro ciclo a 72°C durante 10 minutos,
porque hay cadenas que quedan incompletas y esto
permite que la polimerasa complete lo que falta. Por
ultimo, la muestra se sometié a un ciclo a 4°C por
tiempo indefinido (Figura 2).

Figura 2. Esquema de programacion de temperatura.
Termociclador Apply Biosistems®

Electroforesis

Los productos de PCR amplificados fueron evalua-
dos por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez
finalizada la separacion electroforética los geles fue-
ron tefiidos con colorante de SYVR GreenO.

Para la realizacion de la electroforesis se utilizé un
buffer de carga para que el DNA pudiera correr y se
agregaron 11 pl de lader, se volvio a centrifugar. A par-
tir del pozo nimero 2 se agregaron las muestras, con
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un voltaje de 90w, durante 10 minutos y media hora
después fueron visualizados en un transiluminador UV.

RESULTADOS

Extraccion DNA

El resultado de la extracciéon de DNA vy la respecti-
va cuantificacion de micro-volumen de los 4dcidos nu-
cleicos arrojados por el Nanodrop fueron de: 61,0ng/
ul con una pureza del,96 (Figura 1).

Electroforesis

El resultado arrojado en el proceso de elec-
troforesis fue negativo, es decir, no se evidencio
DNA bacteriano de acuerdo con el Ladder Thermo
Scientific (Figura 3).

Los controles positivo y negativo de los ensayos
fueron coherentes con lo esperado. El positivo marcd
la banda amarilla y el negativo no marcé en la banda
correspondiente, lo cual muestra confiabilidad en la
metodologia utilizada.

12 mmrcador d e moleeulsr
24 mussiras

5 comtrol negagig

& comtrol posiiivo

Figura 3. Resultado de la Electroforesis Ladder Thermo
Scientific.

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evidenciar
DNA bacteriano a partir del tejido de una lesion pe-
riapical, utilizando una técnica de desnaturalizacion
del DNA a través de PCR y posteriormente una téc-

Sdenz-Torres ME, Alonso-Gonzdlez SM.

nica de electroforesis. Sin embargo, no se detectd en
la muestra el DNA bacteriano, lo que sugiere que hay
lesiones que pueden ser estériles o presentar tejido de
cicatrizacidn.

Una explicacién del fenémeno anterior podria ser
que la infeccién localizada en el periapice es contra-
rrestada por macrofagos del huésped como respuesta
de los mecanismos de defensa propios'.

Los resultados obtenidos pueden sugerir que la
muestra pudo corresponder a un quiste radicular,
cuyo contenido incluye endotoxinas bacterianas, las
cuales no se pudieron amplificar, ya que los primeros
utilizados eran especificos para bacterias y no para en-
dotoxinas bacterianas.

Por otro lado, la muestra fue obtenida de un molar
extraido, sin antecedente de endodoncia previa, lo que
nos permite concluir que es probable que no se tras-
ladaron bacterias de la pulpa necrética al peridpice de
forma mecdnica.

Es preciso mencionar que si se detecté DNA (euca-
riota) en la muestra, lo que confirma que el DNA no se
perdié durante el procedimiento de aislamiento tal y
como lo describe Subramanian K, Mickel AK".

Las patologias periapicales generalmente presen-
tan un agente causal de tipo polimicrobiano anaerobio
que emana del complejo pulpar; sin embargo, se han
aislado bacterias en dientes con pulpas necroticas y
coronas aparentemente intactas. Los granulomas o los
quistes periapicales producto de la inflamacién pul-
par se pueden originar por el transporte de irritantes
de lesiones cariosas incipientes a través de los tibulos
dentinarios al igual que por el paso de microorganis-
mos presentes en los materiales restauradores a través
de estos tubulos'.

Estudios como el de Siqueira y Roca* donde utili-
zaron métodos de genética molecular especifica con-
cluyen que especies bacterianas como P Propionicus
participan en infecciones endodoénticas primariasy se-
cundarias y probablemente pueden estar participando
en la patogénesis de diferentes lesiones perirradicula-
res. También Se ha demostrado la utilidad de la PCR
para detectar la presencia de cocos anaerobios gram
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positivos de muestras clinicas de dientes extraidos con
tejido de granulacidn y con quistes epiteliales™ >

La naturaleza multimicrobial de las infecciones
endodoénticas en los conductos radiculares con an-
tecedentes de necrosis pulpar y lesiones perirradi-
culares evidencia la presencia de microorganismos
facultativos, anaerobios y aerobios e incluso especies
bacterianas de dificil reconocimiento. Sin embargo,
a través del uso de métodos de biologia molecular se
han podido reconocer bacterias como Fusobacterium
nucleatum sp. nucleatum, Fusobacterium periodonti-
cum, Prevotella melaninogénica, Prevotella nigrescens,
y Prevotella intermedia®.

Seol y colaboradores® con el proposito de detectar
la presencia de endodontalis Porphyromonas gingiva-
lis, Prevotella intermedia, P. nigrescens y P. tannerae
tomaron muestras clinicas de manera aséptica de 40
conductos radiculares infectados y abscesos de los
pacientes. Las muestras se cultivaron en condiciones
anaerobias para la identificacion convencional usando
un Rapid ID 32 Un kit. Multiplex PCR, luego se pro-
cesé utilizando el DNA extraido de cada muestra. Al
menos una de las cinco especies de bacterias y negro
pigmentado (BPB) se detectaron en el 65% (26 de 40)
de las muestras usando PCR multiplex, y en 15% (6
de 40) utilizando los procedimientos de cultivo con-
vencionales. Multiplex PCR fue el método mas rapido,
sensible, especifico y eficaz en la deteccién de BPB que
los procedimientos de cultivo convencionales.

Es necesario resaltar que, cuando la banda de 1500
bp se observa en el gel de agarosa, el paso para seguir
es la secuenciacion del ARNTr 16S y su respectivo ana-
lisis, donde deberd observarse una sola banda (dnico
amplicén) con el tamano adecuado, permitiendo es-
tablecer las relaciones filogenéticas presentes entre los
microorganismos bacterianos. Este se convierte en un
método eficaz para el estudio de las bacterias, requi-
riendo las bases de datos disponibles en linea como
Genbank del NCBI, aunque las secuencias disponibles
en dichas bases presentan un tamafio variable y pue-
den tener modificaciones en sus datos, suelen anali-
zarse entre 500 y 1.500 pb*.

En el campo de la investigacion en odontologia el
método de la técnica PCR se ha convertido en una he-
rramienta indispensable para el diagndstico de bacte-
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rias donde su cultivo se hace dificil. Este método ofre-
ce confiabilidad, alta especificidad y sensibilidad. Otra
de las ventajas es la facilidad de realizacién comparada
con los cultivos de estos microorganismos*.

En la actualidad la PCR es implementada con alta
frecuencia en laboratorios e instituciones dedicadas
a la investigacién, quienes han hecho esfuerzos en la
adecuacion de infraestructura para su aplicacion, ya
que ofrece ventajas como la especificidad y sensibili-
dad frente a la ausencia de métodos diagnosticos di-
ferentes y efectivos o para complementar los métodos
convencionales. Otra de sus ventajas es la inmediatez
en el analisis que entrega un diagnodstico de los agentes
patdgenos etioldgicos para inicio terapéutico a través
de nuevas tecnologias*>**-!.

Uno de los mayores beneficios se centra en que en
esta técnica no se requiere que la secuencia especifica,
objeto de estudio, esté aislada del resto del genoma y
que adicionalmente, una vez completada su replica-
cion, se puede separar del DNA implementando la
técnica de electroforesis' 2.

Este estudio demostré que en algunas lesiones
perirradiculares créonicas como los granulomas y los
quistes no se encuentra DNA bacteriano, al utilizar los
métodos de biologia molecular como la PCR.

Los métodos moleculares que fueron utilizados en
este articulo, con el objetivo de verificar a través de
extraccion de DNA y uso de PCR la presencia de bac-
terias en lesiones periapicales, son de gran relevancia
en el campo de las ciencias basicas e investigacion de
microorganismos patogenos y en su caracterizacion,
por lo tanto deben ser empleados de acuerdo con los
requerimientos y finalidad del estudio por ejecutar.

Sobre la base de estos datos se recomiendan nue-
vos analisis para determinar la correlacion entre los
granulomas y los quistes perirradiculares y la presen-
cia de bacterias en estas lesiones utilizando métodos
de biologia molecular.
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