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Identificación molecular de Fusobacterium nucleatum en 
conductos radiculares necróticos de dientes con 
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RESUMEN 

 

La periodon//s apical crónica es una enfermedad 

inflamatoria que afecta a los tejidos que rodean la 

parte apical de la raíz dental y es causada 

principalmente por microorganismos que se 

encuentran infectando el conducto radicular. 

Fusobacterium nucleatum es uno de los 

microorganismos más frecuentemente iden/ficado 

en los conductos radiculares con necrosis pulpar y 

su presencia se ha asociado a síntomas 

preoperatorios y al aumento de la patogenicidad de 

otros microorganismos. El obje/vo de este estudio 

fue iden/ficar F. nucleatum en conductos 

radiculares con necrosis pulpar de dientes con 

periodon//s apical crónica mediante la técnica de la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). En total 

se estudiaron 92 muestras obtenidas de un grupo de 

pacientes del Posgrado de Endodoncia de la 

Facultad de Odontología de la Universidad 

Autónoma de Yucatán, de las cuales en 83 fue 

posible aislar el DNA, de ésta, en 4 fue posible 

iden/ficar a F. nucleatum lo que correspondió a una 

prevalencia del 4.81%. Es importante con/nuar 

realizando estudios de este /po que contribuyan a 

establecer la epidemiología de microorganismos 

endodón/cos nuestro país.  
 

Palabras clave: Periodon/ts apical, Fusobacterium 

nucleatum, conducto radicular, PCR. 

ABSTRACT 

 

Chronic apical periodon//s is an inflammatory 

disease that affects the /ssues surrounding the 

apical part of the tooth root and is mainly caused 

by microorganisms that are infec/ng the root canal. 

Fusobacterium nucleatum is one of the most 

frequently iden/fied microorganisms in root canals 

with necro/c pulp and their presence has been 

associated with preopera/ve symptoms and the 

pathogenicity increased other microorganisms. The 

aim of this study was to iden/fy F. nucleatum in 

root canals with necro/c pulp of teeth with chronic 

apical periodon//s using the technique of the 

Polymerase Chain Reac/on (PCR). In total 92 

samples were studied by a group of pa/ents in the 

Graduate Endodon/cs, Faculty of Den/stry, 

Autonomous University of Yucatan, in 83 samples it 

was possible to isolate the DNA, of these, in 4 it 

was possible to iden/fy F. nucleatum which 

corresponded to a prevalence of 4.81%. It is 

important to con/nue such studies to establish the 

epidemiology of microorganisms endodon/c in our 

country.  
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INTRODUCCIÓN 

 

L a Endodoncia es la especialidad odontológica 

que se encarga de la prevención, diagnós/co y 

tratamiento de las enfermedades de la pulpa dental 

y de los tejidos circundantes afectados por la 

misma. El principal obje/vo del tratamiento 

endodón/co es eliminar los microorganismos del 

sistema de conductos radiculares y prevenir la 

infección o reinfección de la pulpa, tanto en 

conductos radiculares como en los tejidos 

periapicales (1). 

La Periodon//s apical crónica es una enfermedad 

inflamatoria que afecta a los tejidos que rodean la 

parte apical de la raíz dental y es causada 

principalmente por bacterias que se encuentran 

infectando el conducto radicular (2). Es de origen 

polimicrobiano y mixto, de tal manera que incluyen 

anaerobios estrictos, anaerobios faculta/vos o 

microaeroIlicos (1). Bacterias pertenecientes a los 

géneros Porphyromona, Prevotella, Bacteroides, 

Peptostreptococcus y Fusobacterium han sido 

frecuentemente asociadas a este /po de 

infecciones (3) y son consideradas como 

potencialmente patógenas ya que en este si/o, 

factores de virulencia como la ac/vidad 

proteolí/ca, producción de endotoxinas, capacidad 

para inhibir la quimiotaxis y la fagocitosis, pueden 

tener acceso a los tejidos periradiculares (4). 

Fusobacterium nucleatum, es un bacilo anaerobio 

estricto, Gram nega/vo, no formador de esporas, 

que habitualmente se presenta en la cavidad bucal 

(5) que frecuentemente ha sido aislado en 

conductos radiculares con necrosis pulpar (3) e 

infecciones endodón/cas sintomá/cas (6). También 

se ha observado que su presencia influye en el 

incremento de la patogenicidad de otras bacterias 

como P. gingivalis y P. intermedia (3). 

Los microorganismos de origen endodón/co son 

imposibles o diIciles de cul/var por métodos 

microbiológicos, por lo que, durante las úl/mas 

décadas se han empleado métodos de gené/ca 

molecular para su iden/ficación. Estos métodos se 

basan en el análisis del RNAr 16S (DNAr 16S) (7), 

molécula muy an/gua presente en todas las 

bacterias actuales a par/r de cuya secuencia se 

puede obtener información filogené/ca y 

taxonómica (8). La técnica de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR), es un método de 

diagnós/co molecular basado en la detección del 

gen RNAr 16S de los principales patógenos 

endodón/cos y su empleo representa una ventaja 

tanto en /empo como en precisión, lo cual ha 

conducido al descubrimiento de nuevos agentes 

patógenos especialmente en la cavidad oral 

facilitado la /pificación de más especies 

relacionadas a la infección endodón/ca lo que ha 

permi/do obtener conocimientos significa/vos 

acerca de la microbiota de conductos radiculares 

infectados (9). Estudios realizados por Siqueira, en 

conductos radiculares infectados, han reportado 

una prevalencia de F. nucleatum del 26% (2) y del 

10.5% (10) en dientes con periodon//s apical 

crónica, en tanto que Fouad, en conductos 

radiculares infectados con pulpa necró/ca, reportó 

una prevalencia del 82% (3). Un estudio realizado 

por Baumgartner reportó una prevalencia del 73% 

en Estados unidos, mientras que en Brasil dicha 

prevalencia fue del 4%, concluyendo esta diferencia 

en las prevalencias podrían deberse a la influencia 

geográfica en la composición de la microbiota del 

conducto radicular (11). 

A pesar de que la periodon//s apical crónica es una 

de las patologías periapicales más frecuentes, en 

México no se /enen datos que reporten la 

prevalencia de F. nucleatum en este /po de 

infecciones, por lo que el obje/vo de este estudio 

fue iden/ficar F. nucleatum en conductos 

radiculares con necrosis pulpar de dientes con 

periodon//s apical crónica mediante la técnica de 

la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), lo 

cual contribuirá a establecer la epidemiología de 

este microorganismo en nuestro país.  

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se estudiaron noventa y dos pacientes órganos 

dentarios con periodon//s apical crónica con 

necrosis pulpar, provenientes de igual número de 

pacientes que acudieron para su atención al 

Posgrado de Endodoncia de la Facultad de 

Odontología de la UADY de mayo de 2009 a marzo 

de 2010. 

Toma de muestra 

1. Se administró la técnica de anestesia necesaria y 

se aisló el diente con dique de hule. 
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2. Se colocó material de obturación provisional 

provisit para evitar la filtración de saliva a través del 

dique al área de trabajo.  

3. Para el área de trabajo se desinfectó el dique, la 

grapa y la corona del diente con peróxido de 

hidrógeno al 30% y /ntura de yodo al 5%, posterior 

a esto se limpió con hipoclorito de sodio al 5.25%.  

4. Se ingresó a la cámara pulpar con fresas de alta 

velocidad de fisura no. 701 estériles, sin empleo de 

refrigerante. 

5. Se determinó la longitud de trabajo con un 

localizador electrónico apical y se comprobó 

radiográficamente que esta fuera la correcta.  

6. Se instrumentó sin u/lizar alguna solución 

irrigadora, a longitud de trabajo hasta una lima 

manual número 25 /po K. 

7. Si el conducto se encontró seco, se depositó 

solución salina estéril para evitar la contaminación 

proveniente de la cámara pulpar.  

8. Las muestras se obtuvieron colocando 3 puntas 

de papel estéril No. 20 durante 1 minuto cada una 

en el interior del conducto (en el más amplio, en 

caso de ser mul/rradicular) para absorber el 

contenido del mismo. Posteriormente, las puntas de 

papel se colocaron en un vial estéril con 1ml de 

buffer TE 1X (Tris HCl 10mM y EDTA 1mM) pH 8. Los 

viales se congelarán a -70°C hasta el momento de la 

extracción del DNA (3). 

Extracción de DNA 

La extracción de DNA se llevó a cabo mediante la 

técnica de calentamiento-congelamiento. El vial con 

las puntas de papel se descongeló a temperatura 

ambiente, y la muestra se resuspendió en el buffer 

TE agitando en el vórtex durante un minuto. Para el 

lavado de la muestra, la suspensión microbiana se 

transfirió a un tubo de ependorff y se centrifugó a 

2500g durante 5 minutos. Enseguida el precipitado 

se resuspendió en 200µL de agua des/lada estéril y 

se centrifugó en las mismas condiciones, este paso 

se realizó tres veces. Después del úl/mo lavado, el 

precipitado se resuspendió en 200µL de agua 

des/lada estéril y se calentó a 95°C por diez minutos 

e inmediatamente después se congeló por a -80°C 

por cinco minutos. Al cabo de este /empo, el vial se 

descongeló a temperatura ambiente y se centrifugó 

a 9000 g a 4°C durante 3 minutos; para remover los 

desechos celulares así como las células que no se 

hayan roto. Se recolectó el sobrenadante y se le 

midió la can/dad de DNA extraído por 

espectrofotometría para posteriormente ser usado 

como templado para la amplificación por PCR (2). 

Iden7ficación por el método de PCR 

Se usaron los oligonucléo/dos específicos para F. 

nucleatum FN 5047-1 (CAA 

ATGCTTGTGTCAATAATACT) y FN 5047-2 

(TTTAGAAATGGT AGAATAAT) los cuales amplifican 

una secuencia de DNA de 500pb. La mezcla de 

reacción se preparó a un volumen total de 25 µl: 

2.5 µl de buffer PCR 10X, 1 µl de cada 

oligonucleó/do (0.4 µM), 0.5 µl de dNTPs (0.2 µM), 

0.1 µl de Taq DNA polimerasa (0.5 µM), 1 µl del 

templado de DNA (10ng) y 18.9 µl de agua 

inyectable. 

La amplificación se llevó a cabo de acuerdo al 

siguiente protocolo: Calentamiento a 94
o
C por 5 

minutos, 30 ciclos de 30 segundos a 94
o
C, 30 

segundos a 72
o
C y un ciclo de extensión final de 

72
o
C durante 5 minutos (12). En cada amplificación 

se incluyó como control posi/vo la cepa de 

referencia de F. nucleatum ATCC 25586 y uno 

nega/vo que no contenía el templado de DNA.  

Electroforesis en gel de agarosa 

Las muestras amplificadas se colocaron en un gel 

de agarosa al 1% en Buffer TBE 1X (Tris-EDTA-

Borato de sodio) y corrió a un voltaje constante de 

70 volts durante 2.5 horas (12). En cada gel se 

u/lizó un marcador de peso molecular de 100 pb. 

Al cabo de este /empo, el gel se /ñó con bromuro 

de e/dio y se observó con la ayuda de una lámpara 

de luz UV.  

 

RESULTADOS 

 

Se estudiaron un total de 92 muestras obtenidas de 

conductos radiculares con periodon//s apical 

crónica. Del total de muestras estudiadas, en 9 no 

fue posible extraer el DNA, esto probablemente se 

haya debido a que la muestra tomada de los 

conductos radiculares no fue suficiente o al /empo 

transcurrido entre la toma de la muestra y el 

traslado al laboratorio para su congelamiento a -70°

C, lo que tal vez pudo ocasionar que el DNA se 

degradara. De las 83 muestras en donde si fue 

posible aislar el DNA, en 4 se observaron 

amplificados correspondientes a los 

oligonucleó/dos específicos de F. nucleatum, lo que 

correspondió a una prevalencia del 4.81%.  
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DISCUSIÓN 

 

La periodon//s apical crónica es una de las 

enfermedades más comunes de e/ología 

bacteriana, diversos estudios han reportado la 

presencia de F. nucleatun en conductos radiculares 

con necrosis pulpar. Los métodos de biología 

molecular como la PCR han contribuido al estudio 

de la microflora endodón/ca ya que esta técnica 

resulta ser lo suficientemente sensible como para 

detectar pequeñas can/dades de DNA de los 

microorganismos presentes en este /po de 

infecciones.  

Rocas ha reportado prevalencias de F. nucleatum 

del 44% (13) y 53% (14) en conductos radiculares 

de órganos dentales con periodon/s apical crónica, 

Gomes del 11.5% en conductos radiculares 

necró/cos (15), Siqueira en conductos radiculares 

infectados reportó una prevalencia del 26% (2) y 

10.5% en periodon//s apical crónica (10). En este 

estudio la prevalencia encontrada fue de 4.81%. Si 

bien las diferencias en las prevalencias reportadas 

en los diferentes estudios pudieran deberse a la 

sensibilidad y especificidad de los métodos de 

iden/ficación empleados, también ha mencionado 

que ubicación geográfica pudiera tener alguna 

influencia sobre estos resultados.  

 

CONCLUSIONES  

 

Esta inves/gación, cons/tuye el primer reporte en 

México de F. nucleatum mediante una técnica 

molecular como la PCR. Es importante que se lleven 

a cabo estudios de este /po, u/lizando el mismo 

protocolo de iden/ficación, para establecer con 

más precisión la epidemiología de F. nucleatum en 

México.  
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