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METODOS DE IDENTIFICACION BACTERIANA Y SUS APLICACIONES EN LA
INVESTIGACION ODONTOLOGICA

Yesenia Carolina Romero Herazo*, Antonio José Diaz Caballero**, Barbara Arroyo Salgado ***
y Vivian Villalba Vizcaino ****

RESUMEN

Los avances de las ciencias bdsicas y la tecnologia aplicada a los diversos campos de investigacién, facilitan la
caracterizacion microbiolégica de la mayoria de patologias orales. Es por esto que desde hace un tiempo hasta el
presente, métodos que permiten identificar fenotipos tales como cultivos, pruebas bioquimicas y tinciones, se
convirtieron en gran ayuda para lograr ese objetivo en la bisqueda de respuestas a los interrogantes microbioldgicos,
lo mismo que sucede en aquellas circunstancias donde los organismos presenten retos para su aislamiento. Es alli
donde la identificacion se puede realizar a partir de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), hibridacién in situ, secuenciacion, andlisis del polimorfismo en los fragmentos de restriccion (RFLP) entre
diversos métodos con los que se cuenta en la actualidad. La identificacién adecuada y certera de genotipos en
la patologia, permite disefiar mejores estrategias de tratamiento que lleven a la curacién de los pacientes y a la
implementacién de programas de prevencion 6ptimos, evitando la recidiva de patologias clinicas en la Odontologia
moderna. (DUAZARY 2010, 247 - 256)

Palabras clave: Reaccion en cadena de la polimerasa, Hibridacion in situ, crecimiento bacteriano, microbiologia,
periodoncia, endodoncia.

ABSTRACT

Advances in basic science and applied technology to various fields of research, facilitate the microbiological
characteristics of most oral diseases. That is why for some time until the present, methods such as microorganism
culture, staining techniques and biochemical tests, became a great help to achieve that objective in seeking answers
to the questions microbiological same as those circumstances where agencies present challenges to its isolation. This
is where the identification can be made from molecular techniques such as the polymerase chain reaction of (PCR),
in situ hybridization, sequencing, polymorphism analysis of restriction fragment (RFLP) between different methods
with which they are at present. Adequate and accurate identification of the specific organism in the pathology allows
designing better treatment strategies that lead to the cure of patients and implementation of optimal prevention
programs, avoiding the recurrence of clinical pathology in modern dentistry.

Keywords: Polymerase chain reaction, in situ hybridization, culture media, microbiology, periodontics, endodontics.
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INTRODUCCION

aidentificacién de las especies bacterianas dentro

de las ciencias bdsicas aplicadas a las ciencias

de la salud, se realiza convencionalmente a
través de cultivos, pruebas bioquimicas y tinciones
para la adecuada identificacién y caracterizacién del
microorganismo y su morfologia. En la actualidad,
este campo permite observar un gran avance gracias
al desarrollo de técnicas aplicadas a la investigacién
en Odontologfa basdndose en la Biologia y la Genética
molecular'3.

El perfeccionamiento de las técnicas moleculares,
particularmente de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) facilita en gran manera el estudio
y caracterizacién de diversos microorganismos, que
anteriormente representaban un reto para su aislamiento
a través de técnicas convencionales (identificacion
fenotipica utilizando medios de cultivo y tinciones)*®.
La aplicacién de la Biologfa y Genética Molecular a la
Microbiologia permitié profundizar en el conocimiento
de la estructura genémica de los microorganismos
para comprender los mecanismos patogénicos en las
diversas enfermedades que afectan a los seres vivos
especialmente a los humanos™.

La PCR es una técnica de amplio uso en las investigaciones
debido a su alta sensibilidad y especificidad, ademds no
requiere la obtencidn de gran cantidad de organismos de
muestra, debido a que amplifica la muestra de ADN a
partir de un niimero muy pequeno de copias, contrario
a lo observado en otras técnicas microbioldgicas! .

CuLtivos

En la dltima década se estudiaron los microorganismos
patégenos del tracto respiratorio superior y de algunos
sitios de la cavidad oral, por medio de la utilizacién de
cultivos en medios liquidos, sélidos y semisdlidos'>é.

Estos medios permitieron por muchos afios la
identificacién fenotipica de bacterias productoras de
diversas patologias en el tracto respiratorio superior,
pues se trataban de microorganismos aerobios estrictos
o facultativos féciles de cultivar' %; caso contrario a
lo que ocurre en la cavidad oral en donde la mayoria
de microorganismos que causan los trastornos son
anaerobios estrictos, por lo que la recuperacién de estos
através de cultivos es muy compleja y no se obtienen los
resultados esperados en un gran rango de experimentos
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realizados, ya que se observa ausencia de crecimiento en
los medios aunque existan signos clinicos de enfermedad
en los pacientes bien sea en dientes, encias, paladar,
lengua y demads estructuras que componen la cavidad
oral y que de forma rutinaria pueden verse afectados por
estos microorganismos y as{ mismo producir diversas
infecciones o patologias?.

A través de los cultivos se puede realizar un total
aislamiento e identificacién del patdgeno que estd
causando la enfermedad en la cavidad oral, es asi
como existen protocolos establecidos para cada una de
las diferentes muestras a cultivar, donde se emplean
medios de cultivo especificos para la recuperacién e
identificacién y su respectivo antibiograma, para asi
de esta forma mirar el grado de sensibilidad y posible
resistencia a los antibiéticos utilizados en el tratamiento
y al conseguir aislar las cepas en cultivos puros se puede
realizar los respectivos estudios moleculares? .

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es una
técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener
un gran numero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir
de una unica copia de ese fragmento original o molde,
para obtener suficiente material genético que permita
una identificacién microbiolégica certera®: %,

Esta técnica se fundamenta en la propiedad que
tiene las DNA polimerasas para replicar las hebras de
ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN
recién formadas entre si tras cada fase de replicacion
y a continuacién, dejar que las polimerasas vuelvan
a unirse a los segmentos de ADN para que vuelvan a
duplicarlas®”%.

En los inicios la técnica era lenta, debido a que las
polimerasas se desnaturalizaban al realizar los cambios
de temperatura (95°C) y era necesario agregar nuevas
polimerasas en cada ciclo, para lo cual luego de multiples
investigaciones se encontraron DNA polimerasas
termoestables extral{das de microorganismos adaptados
a vivir a esas temperaturas, restrictivas para la mayoria
de los seres vivos®® 3.

En la actualidad todo el proceso es automatizado con
el empleo de un equipo llamado termociclador, el
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cual permite calentar y enfriar los tubos de reaccién
a la temperatura necesaria para cada etapa de la
reaccion, basdndose en la aplicacién del efecto peltier,
que permite tanto calentar como enfriar los tubos de
reaccién simplemente invirtiendo la corriente eléctrica.
Los tubos empleados en la técnica de PCR son de una
capa muy delgada lo cual permite que exista una buena
conductividad térmica, permitiendo que se alcance
rdpidamente el equilibrio térmico3> %,

La PCR es una técnica cotidiana y normalmente
indispensable en laboratorios de investigacién medica
y bioldgica para una variedad de aplicaciones dentro
de las que encontramos la clonacién de ADN para su
secuenciacion, la filogenia basada en ADN, el andlisis
funcional de genes, el diagnostico de trastornos
hereditarios, la identificacién de huellas genéticas
(usada en técnicas forenses y pruebas de paternidad), la
deteccidn y el diagnostico de enfermedades infecciosas
tales como se pueden observar en la cavidad oral *.

La reacciéon en cadena de la polimerasa es una
herramienta biotecnolégica muy ttil para el diagndstico
de bacterias o virus de dificil cultivo in vitro. En el 4rea
de la Odontologia son muchos los avances cientificos
que se hicieron en investigacién ya que se consiguid
la caracterizacién de la mayoria de los patégenos de la
cavidad oral y es gracias a la PCR que se pudo conocer
con exactitud los mecanismos moleculares implicados en
la patogenia de la enfermedad periodontal, de la caries
dental, entre otras patologias® ¥ %,

Hisripacion IN SITU

La técnica de hibridacién in situ esta basada en la
capacidad que tienen los dcidos nucleicos para hibridarse
entre si, es decir la existencia de determinada secuencia
de ADN o ARN, que resulta complementaria con otra
secuencia®” %,

Su utilidad reside en la capacidad de poder demostrar
mediante la utilizacién de una sonda (formada por una
secuencia de ADN previamente conocida) marcada
con un isétopo radiactivo, la presencia de determinada
secuencia de ADN o ARN complementaria, en la muestra
a estudiar® %°. Resultando mediante la utilizacién de
esta técnica, la hibridacién (union) de la sonda marcada
con la secuencia a buscar (en el caso de estar presente
en la muestra) y posteriormente mediante técnicas
especificas (autoradiograffa, inmunohistoquimica), se
de la transformacién de la secuencia de ADN o ARN

en algo visible que demuestre la presencia de estd en la
muestra estudiada®-*.

En general la hibridacién puede hacerse sobre soportes
solidos (filtros de nylon o nitrocelulosa), en solucién
(in vitro) o en cortes de tejido o preparaciones celulares
(in situ). Se pueden utilizar sondas marcadas con
elementos radioactivos, pero como se necesita proteccién
y manipulacién especiales, no son de eleccién para su
uso rutinario. Las técnicas no-isotdpicas o calorimétricas
son mas rapidas y permiten una localizacién mds precisa
de la reaccién. Las sondas marcadas sin elementos
radioactivos son mads estables y mucho mdas econdmicas.
La sensibilidad es igual o levemente inferior a la de
métodos isotépicos. Se utilizan sondas marcadas con
biotina y digoxigenina*.

La sensibilidad de la técnica depende de su efecto de la
preparacion del tejido sobre la retencidn y accesibilidad
de ADN celular blanco o ARN*-47; del tipos de sondas,
eficiencia de la marcacion de la sonda y sensibilidad del
método utilizado para la deteccién de la sefial*®* y del
efecto de las condiciones de hibridacién in situ sobre la
eficiencia de la hibridacién® .

La hibridacién in situ se utiliza primordialmente
en la deteccién de un bajo nimero de copias de
virus, en particular virus como agentes infecciosos
(Citomegalovirus) y como agentes carcindgenos tales
como Papillomavirus humanos®?, virus de la Hepatitis
B35, virus de Epstein barr®> .

APLICACION CLIiNICA DENTRO DE LAS
ESPECIALIDADES ODONTOLOGICAS

La biologia molecular se establece como una herramienta
indispensable para los profesionales de la salud™ %, se
utiliza para la identificacién de enfermedades de origen
genético, infecciosas y neopldsicas® ©. En el campo
de la odontologia se conocen muchas aplicaciones
de la utilidad que poseen los métodos de deteccién
anteriormente descritos ya que a través de estos es como
se estan llevando a cabo las dltimas investigaciones en
dreas como periodoncia, endodoncia, estomatologia,
microbiologia oral entre otras dreas de estudio® 3¢5,

En el drea de la Periodoncia con esta metodologia
se realizan estudios muy importantes tales como
la descripcién de perfiles epidemiolégicos de
microorganismos que son Utiles para el tratamiento
de patologias periodontales como son la pericoronitis,
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periodontitis agresivas, abscesos periodontales, gingivitis
ulcerativas y lesiones periapicales entre otros®*’.

Con la implementaciéon de los andlisis tecnolégicos
la deteccién de patdgenos utilizando la reaccién en
cadena a la polimerasa (PCR), mejorard la capacidad de
identificacién de bacterias especificas que intervienen,
ya que ciertos microorganismos parecen estar en mayor
proporcién que otros en las diferentes patologias dentro
de estas las periodontitis crénicas y las periodontitis
agresivas. Muchas de estas bacterias son residentes en
la cavidad bucal, compatibles con salud periodontal,
pero otros operan como patdgenos responsables de la
destruccién presente en este tipo de periodontitis® %7,

Para especialidades como la endodoncia estas
metodologfas permitirfan modificaciones importantes
en la taxonomia bacteriana, sin embargo, no deben ser
utilizadas aisladamente de las técnicas diagnosticas
convencionales llevadas a cabo en los laboratorios, ya
que ambas aportan datos complementarios que llevan a
una tipificacién taxondmica certera. Conocer y entender
los microcosmos presentes aumentaria la tasa de éxito
en los tratamientos de conductos realizados” ™.

En la medida en que la microbiologia ha evolucionado,
en el drea de la cavidad bucal, se han logrado aislar
aproximadamente unas 400 especies microbianas en
las infecciones del érgano dentinopulpar, de las cuales
el 30% de ellas aun no se han podido cultivar in vitro.
Sélo con la llegada de los avances en biologia molecular
la microbiota involucrada en dichos procesos infecciosos
sufrié modificaciones, gracias a la informacién genotipica
que permanecia oculta al protocolo tradicional de
aislamiento e identificacién de microorganismos en el
laboratorio. La microbiota principalmente implicada
en infecciones pulpares y periapicales, es una cuestion
de interés no solo para los endodoncistas sino para los
odontdlogos y estudiantes de odontologia™7.

A partir de la introduccién de las técnicas moleculares al
interior del diagnostico microbioldgico de la cavidad oral,
se logré acceder al genoma bacteriano lo que implicé un
cambio en la taxonomia de ciertos microorganismos ya
conocidos y ayudé al descubrimiento de nuevos géneros
y especies, estos hallazgos y modificaciones se asocian a
diversos ordenes y phylum existentes segun la homologia
que presente su ADN con el ADN de géneros y especies
del mismo orden (método molecular); asi observamos
cambios significativos en el orden Eubacteriales y
Actinomicetales, en la Familia Coriobacteriaceae (con
el descubrimiento de géneros nuevos como Cantonella
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sp., Mogibacterium sp. y Cryptobacterium sp. y en el
orden Spirochaetales, no solo se descubrieron especies
nuevas de Treponema, sino también se dilucid6 de
forma avanzada el papel que juegan en las infecciones
endoddnticas considerando su elevada incidencia en
las mismas®.

Los avances introducidos en el diagndstico
microbioldgico, favorecen al profesional de las distintas
ramas de la odontologia, debido a que en la mayoria de
las alteraciones de la pulpa estdn involucrados patégenos
y el propésito de la terapia es crear condiciones que
no favorezcan esta proliferacion; al tener mayor
conocimiento de los microorganismos que estdn
actuando en las numerosas patologias orales tendremos
mejor manejo de sustancias antimicrobianas utilizadas
durante el tratamiento y mayor efectividad al elegir la
antibioticoterapia, lo que nos llevard al logro de mayor
numero de casos exitosos®8,

Cabe resaltar que la PCR es la prueba de eleccién
mas utilizada en la mayoria de las investigaciones
odontolégicas en la actualidad en los centros de
investigacion mas importantes en Colombia y
alrededor del mundo, debido a que esta es una técnica
biotecnoldgica que tiene como fin el amplificar o
reproducir in vitro un ndmero de copias de una regién
especifica de ADN, con la finalidad de reproducir
cantidad suficiente de un fragmento para su evaluacion,
ademds de que la cantidad de material que hace falta
para el inicio de la reaccion es muy pequeiia y solo es
necesario la cantidad de ADN contenida en una sola
célula, esto le da una alta sensibilidad a la prueba y
facilita el trabajo a los investigadores en los proyectos
donde se toman cantidades minimas de muestra para
estudiar®- 487 8,

Al realizar una busqueda en la base de datos Pubmed
del National Center for Biotechnology Information, se
seleccionan como palabras claves en inglés los términos
“pcr” and “dentistry” and “research”, al plantear como
limitadores de btisqueda los siguientes parametros:
enlace a texto completo gratis, en idiomas inglés, espanol
y portugués, utilizando como tiempo de publicacién
los ultimos dos afos, arroja como resultado un nimero
de 102 encuentros dentro de sus publicaciones. Lo que
permite dilucidar de manera clara y contundente, que
las publicaciones relacionadas con el tema del presente
articulo, tienen una alta importancia dentro del campo
de la investigacion en Odontologia en la actualidad, con
una amplia y variada diversidad de campos temdticos, de
investigacion y en especial dentro de las publicaciones
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biomédicas que se exploran en la actualidad. Dentro
de esos resultados, se pueden citar de forma breve,
algunos temas como el control génico de condiciones
asociadas a los carcinomas orales®”!, también se
encuentran temas tales como la diferenciacién celular
osteobldstica®?, la asociacién entre Herpes virus oral
y las células madres hematopoyéticas®, la asociacion
entre diversos polimorfismos genéticos y la presencia de
enfermedad periodontal en Brasil®®. Son tantos temas,
tan diversos y tan ricos que el campo de la investigacion
en Odontologia, se abre, siempre tratando de dar un giro
marcado hacia la fortaleza de las ciencias bdsicas, de las
ciencias biomédicas, para intentar explorar alternativas
de mayor rigor y peso cientifico en la biisqueda de
soluciones a tantas condiciones clinicas y patologias
que afectan la cavidad oral®>’.

Discusion

La PCR es muy ttil dentro de los diversos campos de
investigaciéon en Odontologia, entre muchas de sus
aplicaciones, se puede utilizar en el diagndstico de
virus, pardsitos y bacterias de dificil cultivo debido a
que es una técnica de gran aplicabilidad por poseer
una alta especificidad, sensibilidad y seguridad; porque
ofrece un diagndstico confiable, mds rdpido y menos
laborioso que los cultivos normales de este tipo de
microorganismos® .

Otra de sus ventajas radica en que la secuencia especifica
de interés no necesita estar aislada del resto de su
genoma, pero una vez completada su reproduccion,
esta puede ser separada del resto del ADN por medio
de electroforesis en geles de agarosa'® .

Ademads gracias a que se masificd su utilizacién en
diversos centro, laboratorios y clinicas, los costos
disminuyeron con respecto a los costos de inicio del
uso de este método ya que estos eran elevados en un
principio y solo se realizaba en paises con alto nivel
tecnolégico como América del Norte, Europa y Asia,
en la actualidad aparte de estos continentes se esta
realizando PCR en la gran mayoria de los paises de
Latinoamérica incluyendo a Colombial®-1%,

Para concluir, se pueden establecer unos principios
fundamentales que faciliten el desarrollo y devenir de
las investigaciones en Odontologia, basados en este tipo
de recursos cientificos actuales.

Todos los métodos presentados en el presente articulo
para la identificacion bacteriana son de gran importancia
en el estudio de los microorganismos pero que cada
uno se utiliza dependiendo de las necesidades de cada
proyecto de investigacion y sus fines practicos!®” 18,

Se establece que los cultivos son de gran valor y
significancia cuando se estudian microorganismos poco
exigentes en cuanto a requerimientos nutricionales
y ambientales que favorezcan el crecimiento y
proliferaciéon de estos, a través de los cuales se logra
una identificacion total del microorganismo estudiado
obteniéndose con esto unos resultados confiables tanto
en el drea clinica como en el area de investigacion'®".

La hibridacién in situ se utiliza en los casos en que
los microorganismos a estudiar en la investigacion
resultan dificiles o imposibles de cultivar, como en
el caso de los virus que no se cultivan con medios
convencionales y las bacterias que requieren exigencias
nutricionales y ambientales que los medios de cultivo
no les proporcionan por lo cual estas no se desarrollan
en estos medios, que para poder estudiarse se utiliza
esta técnica de diagnostico. Se utiliza ademds cuando en
la muestra el material a estudiar es insuficiente lo que
proporciona una ventaja en los estudios microbioldgicos
especialmente en lo que compete al drea de los virus
que presentan un bajo ntimero de copias!2.

La PCR es la técnica de eleccién que en la actualidad
se utiliza con mayor frecuencia en los centros de
investigacion y laboratorios de referencia que cuentan
con la infraestructura adecuada para su implementacion,
debido a su alta sensibilidad, especificidad, a los costos y
ademads cuando existe ausencia de métodos diagnésticos
alternativos o cuando estos son muy complejos, también
se usa para mejorar la eficacia diagnostica de campos
de la ciencia como la Odontologia, donde se pueden
ir complementando métodos convencionales o si se
requiere de un diagnostico rdpido y precoz del agente
etioldgico para poder iniciar el tratamiento especifico,
con el uso de novedosas tecnologfas'™ "¥17,

Esta técnica molecular ademds de las areas de
investigacién ya expuestas abarca otros estudios
como son el de la genotipificacion, identificaciéon de
mutaciones, determinantes de resistencias a fairmacos

o de virulencia, epidemiologia molecular entre otros'
86, 118-120
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