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INTRODUCCION

El ser humano es desdentado en el nacimiento y tiene una flora caracteristica en
este estado; cuando los dientes primarios comienzan a erupcionar, hay un cambio
significativo en ese medio que se refleja en la flora oral. Una vez presente la
denticion primaria, las condiciones son relativamente estables hasta que
comienzan a erupcionar los dientes permanentes. Durante el periodo de la
denticién mixta, las condiciones varian al tiempo que se pierden algunos dientes y
erupcionan otros nuevos, produciendo estados ambientales variables que puedan
afectar la flora oral: una vez presente la denticién permanente las condiciones se

vuelven mucho mas estables.

La variabilidad de la microflora oral se demuestra comparando la composicion
microbiana de muestras tomadas de sitios similares de distintas bocas. Distintos
sitios de la cavidad oral de un mismo individuo tienen una microflora diferente.
Aunque cada sitio tiene practicamente todos los microorganismos en algun
momento, cada uno de estos tiene una ubicaciéon en la que predomina. La
naturaleza de la microflora depende de sus requerimientos fisicoquimicos y
nutricionales. Las necesidades de crecimiento de los microorganismos pueden ser
provistos por la dieta del huésped, sus tejidos, o por otros microorganismos, por

otro lado, las bacterias de la cavidad oral humana se agrupan para formar biofilms
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bacterianos que en algun momento pueden interactuar adversamente con el
periodonto y llegar a formar procesos patoldgicos como gingivitis y periodontitis
(KINDER S.A, 1989).

Siendo la gingivitis una enfermedad que afecta principalmente a las encias,
asociada a la deficiencia de higiene oral, faciltando la formacién de placa
bacteriana, esta formada por restos alimenticios, células epiteliales, mucina que
proporcionan un medio ideal para la formacién de microorganismos; eésta
enfermedad es mas frecuente en los adolescentes e infantes; también es una
inflamaciéon no dolorosa o degeneracion del tejido de la encia, causada por el
aumento de la placa bacteriana (una pelicula de bacterias que se pega a los
dientes en la linea de la encia). Es un proceso reversible, se manifiesta
clinicamente por enrojecimiento intenso de la encia alrededor de los dientes

siendo un signo clinico de la inflamacién (MATSON L, 1978).

Entre los microorganismos de la microflora oral se han identificado varias especies
que se han relacionado con gingivitis y periodontitis entre las cuales estan
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forshythus, Prevotella intermedia,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Actinobacillus
actinomycetemcomittans. La microflora subgingival anaerobia en nifos con
denticion mixta no ha sido estudiada en el C.0.C; con esta investigacion se
pretende determinar la presencia de microorganismos anaerobios en placa
subgingival en niflos con denticion mixta con el objetivo de relacionar el grado de

inflamacién gingival y la presencia de placa bacteriana con los mismos.



1. ASPECTOS TEORICO CIENTIFICOS

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La flora subgingival en relaciéon con la denticion mixta y la presencia de gingivitis,
en nifios ha sido objeto de muchos estudios e investigaciones, pero a nivel

institucional no se tiene ningun tipo de referencia sobre esta.

La placa bacteriana y el proceso de erupcion dental han sido las variables mas
utilizadas junto con la saliva para la realizacion de estas investigaciones. La placa
dental se forma con mayor rapidez en los nifios de 8 a 10 afos de edad; sin
embargo, la erupcién dentaria no causa por si sola la gingivitis. La inflamacion
surge de la acumulacién de la placa, no tanto con la remodelacion histica
secundaria a la erupcion. La retencién de la placa alrededor de la denticion
primaria facilita la formacion de la placa en la perisferia de los dientes

permanentes contiguos.

Teniendo en cuenta la frecuente presencia de gingivitis en nifios con denticion
mixta cabe preguntarse: ;Qué tipo de microflora subgingival anaerobia esta
presente en nifios con denticién mixta atendidos en la clinica de odontopediatria

del Colegio Odontolégico Colombiano durante el 14 febrero hasta 22 marzo?
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1.2 JUSTIFICACION

La salud oral es una preocupacion a nivel mundial, especialmente si se refiere a la
salud infantil, pues es en ésta etapa de la vida cuando se pueden prevenir la
mayor cantidad de enfermedades bucales, como las relacionadas con la
periodoncia.

En el colegio odontolégico colombiano aun no se han realizado estudios
referentes a la microflora subgingival anaerobia en nifios con denticiéon mixta, por
lo cual, la presente investigacion es una ventana abierta a futuras investigaciones
relacionadas con microorganismos asociados a enfermedades periodontales, y asi
lograr establecer soluciones para el control y la prevencion de la enfermedad
periodontal en la poblacién infantil que asiste a las clinicas Pediatricas del Colegio

Odontolégico Colombiano.

1.3 PROPOSITO

|dentificar la presencia de microorganismos anaerobios en placa subgingival en
nifios con denticién mixta atendidos en las clinicas de odontopediatria del Colegio
Odontologico Colombiano para recopilar informacién acerca de estos
microorganismos dejando hipétesis abiertas que sirvan como punto de partida
para investigaciones de periodoncia y odontopediatria, y como material de
consulta sobre microorganismos anaerdbios asociados a placa bacteriana y su

relacion con la gingivitis en ninos.
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1.4 MARCO REFERENCIAL

Anatomicamente en la cavidad oral se pueden distinguir diferentes zonas cada
una de ellas con caracteristicas especificas debido a su configuracién asi:

La encia y el revestimiento del paladar duro que forma la mucosa masticatoria; el
dorso de la lengua, cubierto por mucosa especializada y la mucosa bucal, que
cubre el resto de la boca. La encia es un tipo de piel especializada que rodea los
dientes y cubre el hueso que sostiene a los mismos por lo que forma parte el
sistema de soporte de los dientes a los maxilares; anatdbmicamente se divide en:

encia marginal, insertada e interdental. (PERSON P, 1965)

Segun Carranza 2004, el surco gingival es un espacio circundante del diente que
forma la superficie dental por un lado y el revestimiento epitelial del margen libre
por el otro. Normalmente la profundidad del surco gingival es de 2 a 3 mm. Por
otro lado, sostiene que, la encia insertada se continda con la encia marginal; es
firme y resistente y esta fijada con firmeza al periostio subyacente del hueso
alveolar. La superficie vestibular de la encia insertada se extiende hasta la mucosa
alveolar relativamente laxa y movil, de la cual esta separada de la unién
mucogingival. La encia interdental ocupa el espacio interproximal por debajo del
area de contacto, puede ser piramidal o tener forma de “col’. La forma de la encia
es un espacio interdental determinado, depende del punto de contacto entre los
dos dientes contiguos y de la presencia o ausencia de cierto grado de

recesion.(CARRANZA, 2004)
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Denis F & Finane, 2000, afirman que la encia saludable normal se caracteriza por
su color rosado y su firme consistencia. Interdentalmente, los tejidos saludables
de la encia, no sangran en sondeo suave y llenan el espacio bajo las areas de
contacto entre los dientes. La encia saludable a veces muestra una apariencia con
un margen en borde de cuchillo entre tejidos blandos y el diente. La encia normal
esta libre de evidencia histolégica de inflamacion, pero esta condicion ideal es
muy poco vista en secciones de tejido microscépico. Esto se debe a que la
mayoria de tejidos de encia humanos estan (-no importa cuan saludable
clinicamente en apariencia-) ligeramente inflamados debido a la constante
presencia de placa microbiana. Incluso, en condiciones muy saludables, la encia
tiene infiltrado leucocitario que estd predominantemente comprendido de

neutrofilos o leucocitos polimorfonucieares. (MOMBELLI'Y COL, 1995).

Microscopicamente el epitelio gingival constituye un revestimiento continuo de
epitelio escamoso estratificado en el que se pueden definir tres areas diferentes en
términos morfoldgicos y funcionales: epitelio bucal, epitelio del surco y epitelio de
unién. En este tipo de epitelios podemos encontrar queratinocitos, células claras
como las de Langerhans, Merkel y melanocitos. La principal funcion del epitelio
gingival es proteger las estructuras profundas y permitir un intercambio selectivo
con el medio bucal que se puede lograr mediante la proliferacion y diferenciacion
de queratinocitos. Por lo general, el color de la encia insertada y la marginal se

describe como rosa coral y se debe al aporte vascular, grosor y grado de
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queratinizacion del epitelio, asi como la presencia de células que contienen
pigmentos. El color varia entre las personas y parece relacionarse con la
pigmentacioén de la piel. La mucosa alveolar es roja, uniforme y brillante. El epitelio
de la mucosa alveolar es mas delgado, no esta queratinizado y carece de
proyecciones epiteliales interpapilares. La melanina es la encargada de la
tonalidad de la encia y las mucosas bucales. El tamaro de la encia corresponde a
la suma total de la masa de elementos celulares e intercelulares de la encia y su
irrigacion. La superficie de la encia posee una textura similar a la cascara de
naranja y se alude a ella como graneada. La porcién central de las papilas
interdentales suele ser graneada, aunque los bordes marginales son lisos. Esta
caracteristica guarda relacién con la edad; no lo hay en la infancia, aparece en
algunos nifios alrededor de los cinco arios, aumenta hasta la edad adulta y suele

desaparecer en el anciano. (KOBAYASHI K, 1979)

Enfermedad periodontal asociada a microorganismos: gingivitis

Una de las enfermedades mas comun en la encia es la gingivitis, no suele producir
dolor, por lo que muchas veces se padece sin saberlo. Los primeros signos y
sintomas en aparecer, son sangrado espontaneo o al cepillado y enrojecimiento y
agrandamiento de la encia. Cuando la patologia gingival avanza, suelen aparecer
otros sintomas como: recesion gingival, aparicion de pus, halitosis, presencia de

depositos blandos y calcificados. (AINAMO J, 1975)
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La gingivitis es una enfermedad inflamatoria que afecta las encias principalmente.
Esta asociada con la deficiencia de higiene oral, lo que facilita la formacién de
placa bacteriana que a su vez es formada por restos alimenticios, células
epiteliales, mucina, que proporciona un medio ideal para el desarrollo de
microorganismos presentes en la enfermedad. Clinicamente se manifiesta como
un enrojecimiento en la encia alrededor del diente, asociada a una inflamacion sin
producir ningun tipo de sintomatologia en su etapa inicial, a pesar de que exista un

sangrado leve como respuesta a un estimulo externo.(NEVILLE BW, 1995)

Clinicamente la patologia gingival inducida por placa aparece como una
inflamacion rojiza y una tendencia aumentada a que la encia sangre al mas
minimo sondeo. En esta etapa, la inflamacion gingival es reversible si la placa es
retirada mediante efectivas medidas de control de placa. En etapas tempranas de
gingivitis, los cambios clinicos son bastante sutiles. No obstante, el examen
microscopico de los tejidos revela marcados cambios histopatologicos. Estos
cambios incluyen alteraciones en la red de vasos sanguineos y muchas camas
capilares se abren las cuales deberian estar cerradas. Hay transudado
inflamatorio lo que ocasiona inflamacion a nivel clinico y hay un influjo de células
inflamatorias o leucocitos dentro del tejido. Las células inflamatorias incluyen
linfocitos, macréfagos y neutréfilos. Los macrofagos y neutrdfilos son células
fagociticas que absorben y digieren la bacteria, mientras que los linfocitos estan
mas involucrados en montar una respuesta inmune contra los microbios.

(MOMBELLIY COL, 1995).
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La gingivitis inducida por placa bacteriana es vista comunmente en individuos que
dejan de cepillarse los dientes en un lapso de 10 a 20 dias. Los sintomas clinicos
se acrecientan y la encia es mas edematosa e inflamada en individuos que
atraviesan alteracion hormonal, tal como en nifos durante la pubertad y en las
mujeres durante el embarazo. Algunas terapias de droga tales como la nefidepina
(un blogueador canal de calcio usado en pacientes hipertensos), fenitoina (usada
para controlar la epilepsia), y la ciclosporina (una droga inmunodepresiva) pueden
ocasionar un crecimiento excesivo en aproximadamente 30% de los individuos
qgue toman estas medicinas. Este crecimiento exagerado gingival es una respuesta
exagerada a la placa bacteriana que es necesaria para la gingivitis y por
consiguiente a los efectos de la droga sobre la encia. La forma mas frecuente de
enfermedad gingival es la que se asocia a la presencia de placa bacteriana. Esta
interaccion entre microorganismos que se hallan en la biopelicula de la placa
dental, los tejidos y las células inflamatorias del huésped puede alterarse por
efecto de factores locales, generales, medicamentos y la desnutricion, que influye

sobre la intensidad y la duracién de la respuesta.(AINAMO J, 1975)

Carranza 2004, define la placa dentobacteriana como los depdsitos blancos que
forman una biopelicula adherida a la superficie dentaria u otras superficies duras
en la boca, entre ellas las restauraciones removibles y fijas. La placa se diferencia
de otros depdsitos que pueden encontrarse en la superficie dental, como la
materia alba y el calculo. La materia alba se refiere a las acumulaciones blandas

de bacterias y células histicas que carecen de la estructura organizada de la placa
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dental. El calculo es un depdsito sélido que se forma por mineralizacion de la
placa dental; por lo general esta cubierto por una capa de placa sin mineralizar.
Segun sea su posicion sobre la superficie dental, la placa se clasifica, en términos
generales, como supragingival o subgingival. La placa supragingival, se localiza en
el margen gingival o por encima de este; si esta en contacto directo con el margen
gingival recibe el nombre de placa marginal. La placa subgingival se encuentra por
debajo del margen gingival, entre el diente y el tejido del surco gingival. La placa
dental estd compuesta sobre todo por microorganismos. Un gramo de placa (peso
himedo) contiene aproximadamente 2*10(11) bacterias. Dado que 1g de células
estreptococicas puras concentradas por centrifugacion contiene 2.3*10(11)
bacterias, estas constituyen casi todo el peso de la placa. Estudios de cultivos, en
los cuales las bacterias se aislan y caracterizan en el laboratorio, indican que en

la placa se hallan mas de 500 especies microbianas distintas.(CARRANZA, 2004).

La gingivitis se relaciona con cambios patolégicos debido a la presencia de
microorganismos en el surco gingival. Esos gérmenes tienen la capacidad de
sintetizar productos que dafan las células de los tejidos conectivos y epiteliales,
asi como los componentes intercelulares como la colagena, la sustancia
fundamental y la cubierta celular. El ensanchamiento de los espacios
intercelulares del epitelio de unién permite que agentes lesivos derivados de las

bacterias o ellas mismas pasen al tejido conectivo (NEVILLE BW, 1995).

La secuencia del fendmeno en el desarrollo de la gingivitis se produce en tres
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fases diferentes.

Lesion gingival, en esta etapa también es posible reconocer cambios sutiles en el
epitelio de union y en el tejido conectivo perivascular. El caracter y la intensidad de
la respuesta del huésped determinan si la lesion inicial se resuelve con rapidez,
con restitucion del tejido a su estado normal, o si se convierte en una lesion

inflamatoria créonica. (COTAYASHI K, 1979)

Lesion temprana, al microscopio la encia revela infiltrado leucocitario en tejido
conectivo por debajo del epitelio de unidon que se compone sobre todo de
linfocitos, también incluye algunos neutréfilos migratorios, asi como macrofagos,

células plasmaticas y mastocitos (DENIS F Y FINANE, 2000).

Todos los cambios que se encuentran en la lesién inicial siguen intensificandose.
Se observa un incremento en el grado de destruccion de colageno; 70% se
destruye entorno al infiltrado celular. Los principales grupos de fibras que se

afectan son las circulares y dentogingivales (NEVILLE BW, 1995)

Lesion establecida; en cortes histolégicos se observa una reaccion inflamatoria
crénica e intensa. Un rasgo clave que diferencia la lesidon establecida es el
incremento de la cantidad de células plasmaticas que llega a ser el tipo de células

inflamatorias mas abundantes (MOMBELLIY COL, 1995).

Las células plasmaticas invaden el tejido conectivo no solo justo por debajo del
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epitelio de union sino también la profundidad del tejido conectivo, alrededor de los
vasos sanguineos y dentro de los haces de fibra de colageno. También se observa
en el epitelio de union espacios intercelulares ensanchados ocupados por
desechos de células granulares como lisosomas, linfocitos y monocitos destruidos.
El epitelio de union presenta proyecciones interpapilares y la lamina basal se
destruye en algunas zonas. La profundidad promedio del surco gingival de la
denticion primaria es 2.1 mas 0 menos 0.2 mm, el ancho de la encia insertada es
mayor en la zona incisiva, disminuye en los caninos y aumenta de nuevo sobre los

molares primarios y los molares permanentes (NEVILLE BW, 1995).

Durante el laxo de la denticidon mixta es normal que la encia marginal en torno a
los dientes permanentes sea bastante prominente, en particular en la regidon
anterior superior; en esta fase de erupcidén dental la encia todavia se halla

insertada en la corona.

Gingivitis marginal cronica se presenta cuando la placa dental se forma con mayor
rapidez en los nifios de 8 a 10 afios de edad. La gingivitis relacionada con la
erupcion dentaria es frecuente y origina el término de gingivitis de la erupcion. Sin
embargo, la erupcién dentaria no causa por si sola la gingivitis. La inflamacion
surge de la acumulacion de la placa, no tanto con la remodelacion histica
secundaria a la erupcién. La retencién de la placa alrededor de la denticiéon
primaria facilita la formacion de la placa en la periferia de los dientes permanentes

contiguos. ( BIMSTEIN E, 1999)
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La placa dental

La placa dental fue descrita por primera vez en 1898 por black, como una masa
microbiana que recubria las lesiones cariosas . en 1976, bowen, define a la placa
dental como depdsitos blandos que forman una biopelicula que se adhiere a la

superficie dentaria o a otras superficies duras de la boca.

Actualmente, marsh y martin ( 2000 ) Definen la placa dental como una comunidad
microbiana compleja que se encuentra en la superficie de los dientes, embebida

en una matriz de origen bacteriano y salival.

La placa dental se clasifica segun su localizacion en supragingival y subgingival,
segun sus propiedades en adherentes y no adherentes, y segun su potencial
patégeno en cariogenica y periodontopatogenica. La placa dental supragingival se
encuentra en las superficies dentales, y esta constituida predominantemente por
flora bacteriana sacarolitica gram positiva, en las cuales se encuentran
microorganismos cariogenicos; sin embargo es posible que esta placa se extienda
hasta el fondo del surco gingival, y entre en contacto con la encia, recibiendo la
denominacion de placa marginal. La placa dental subgingival, se encuentra por
completo del surco gingival o de los sacos periodontales, y esta constituida
principalmente por flora bacteriana proteolica gram negativa en la cual se

encuentran microorganismos periodontopatogénicos (MARSH PD, 2005)

La formacion de placa dental es el resultado de una serie de procesos complejos

que involucran una variedad de bacterias y componentes de |a cavidad bucal del
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hospedero. Estos procesos comprenden en primer lugar la formacién de la
pelicula adquirida sobre la superficie del diente; seguido de la colonizacion por
microorganismos especificos adheridos sobre la pelicula adquirida; y finalmente la

formacion de la matriz de la placa (NEVILLE BW, 1995).

La formacion de placa se da al cabo de uno o dos dias de no realizar la higiene
bucal. Su color es blanco, grisaceo 6 amarillento y tiene aspecto globular. El
desplazamiento de los tejidos y los alimentos sobre los dientes causa Ia
eliminacion mecanica de la placa. Esa remocién es muy eficaz en los dos tercios
coronarios de la superficie dentaria. En consecuencia, lo caracteristico es observar
la placa en el tercio gingival de la superficie dental, donde se acumula sin
desorganizarse por el movimiento de los alimentos y tejidos sobre la superficie
dental en el transcurso de la masticacion. Los depdsitos de placa también se
forman de manera preferente en hendiduras, fosas y fisuras de la estructura
dentaria. Asi mismo, lo hace por debajo de restauraciones desbordantes y
alrededor de dientes en mal posicion. La localizacion, velocidad y formacion de la
placa varia entre los individuos. Factores determinantes incluyen la higiene bucal y
elementos relativos al huésped como la dieta o la composicion salival y la

velocidad del flujo.(CARRANZA, 2004)

En las interacciones entre bacterias de la placa dental hay un grado elevado de
especificidad, como muestran los estudios de coagregacion. Esto es mas evidente

mediante ensayos llevados a cabo con microscopia Optica y electronica sobre la
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estructura de la placa dental formada in vivo. La placa supragingival presenta una
organizacion caracteristica estratificada de morfotipos bacterianos. Cocos
grampositivos y bacilos cortos predominan en la superficie dental, mientras que en
la superficie externa de la placa madura predominan bacilos y filamentos
garmnegativos, asi como espiroquetas. Interacciones muy especificas entre
células fambién son evidentes en las estructuras en mazorca observadas a
menudo. Las estructuras en mazorca aparecen entre células bacterianas con
forma de bastoncillo (Bacterionema Matruchotii o F. Nucleatum) que constituyen el
nucleo interno de la estructura y células cocicas que se fijan sobre la superficie de

la célula con forma de bastoncillo. (CARRANZA, 2004)

La placa en contacto con el diente se caracteriza por bacilos y cocos
grampositivos, entre ellos bacterias como Streptococus Mitis, S. Sanguis, A.
Viscosus, A. Naeslundii y especies de eubacterium. El margen apical de la masa
de la placa se separa del epitelio de unidn por una capa de leucocitos del
huésped. Entre las bacterias de esa regidon apical en contacto con el diente hay
mayor concentracién de bacilos garmnegativos. (Carranza 2004). Segun Suda R
y colaboradores, 2003, el mayor porcentaje de patégenos que se encuentran en la
placa bacteriana y afectan la salud periodontal son bacterias gram negativas,
sostienen también que estudios recientes demuestran como la presencia de
bacterias forman una compleja biopelicula la cual actia de manera negativa

afectando el periodonto (SUDA R, 2003)
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Los dientes primarios moviles, exfoliados en parte, pueden ser causa de gingivitis.
Otros factores que favorecen la acumulacion de la placa son la impactacion de
alimentos y materia alba que se acumula a los dientes destruidos parcialmente por
caries. (Carranza 2004). Un estudio adelantado por Gavin P. Gafan y
colaboradores, sustenta que la presencia de bacterias como Porphyromonas
gingivalis, A. actinomycetemcomitans y Tannerella forsythensis,, estan implicadas
directamente en la enfermedad periodontal, especificamente en la gingivitis, para
sustentar tal hipotesis, analizaron dos grupos de nifios con y sin gingivitis,
extrajeron placa bacteriana y fue analizada en laboratorio, efectivamente a los
nifios que presentaban gingivitis se les encontré un mayor numero de bacterias

en la placa bacteriana.(GAVIN P Y COL, 2004)

La gingivitis sucede mas a menudo y con mayor intensidad alrededor de los
dientes en mal posicién debido a su mayor tendencia a reunir placa y materia alba.
Los cambios graves incluyen el aumentd de volumen gingival, coloracion roja
azulada, ulceracion y la formacién de las bolsas profundas de las cuales es
posible extraer el pus. La gingivitis aumenta en los nifios con resalte y
entrecruzamiento excesivo, obstruccién nasal y el habito de respirar por la boca

(GAVIN P Y SOL, 2004).

El infiltrado inflamatorio esta formado casi por completo por linfocitos B sin
transformar. Las lesiones clinicas resultantes no son progresivas ni destructivas.

El infiltrado esta compuesto principaimente por células T que cambian a células B
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cuando la lesidon se torna destructiva. En la denticion mixta el periodonto de los
dientes permanentes puede estar traumatizado porque los dientes permanentes
soportan mayores cargas oclusivas cuando los dientes primarios vecinos se

exfolian. (NEVILLE, 1995)

La variabilidad de la microflora oral se demuestra comparando la composiciéon
microbiana de muestras tomadas de sitios similares de distintas bocas. Distintos
sitios de la cavidad oral de un mismo individuo tienen una microflora diferente.
Aunque cada sitio tiene practicamente todos los microorganismos en algun
momento, cada uno de estos tienen un ubicacion en la que predomina (WOOD

SR, 2000).

En la microflora oral, como otras floras, es un reflejo de su ambiente. Su
naturaleza depende de su requerimientos fisicoquimicos y nutricionales. Los
requerimientos de crecimiento de los microorganismos pueden ser provistos por la
dieta del huésped, sus tejidos, o por otros microorganismos. La naturaleza y la
cantidad de hidratos de carbono o proteinas determinaran cuales habran de
florecer y cuales simplemente existiran. Segun Kamma JJ, y colaboradores, 2000,
la erupcion de los dientes primarios tiene una gran influencia para el desarrollo de
nichos para la colonizacion bacterial, asi como el ecosistema oral que provee tal

denticion (KAMMA JJ, 2000).

Las bacterias de la cavidad oral humana tienen una amplia variedad de
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requerimientos de tension de oxigeno. Se han detectado tanto aerobios obligados

como anaerobios, anaerobios facultativos y microaerdfilos.

Aunque ninguna toma contiene una muestra representativa de la flora oral en su
conjunto, pueden hacerse censos significativos que representen principalmente la
flora de tres focos principales: el dorso de la lengua, el surco gingival y la placa
coronaria. Los habitantes del surco y la placa parecen evaluarse adecuadamente
por el examen de raspados de estas zonas. Dado que la concentracion de
bacterias en estas muestras es de aproximadamente 100 veces la de la saliva, la
contaminacion bacteriana salival no afecta seriamente el resultado. Las tomas con
hisopos de la cavidad oral, ya sea en forma local o general, han demostrado ser
Utiles en situaciones particulares, por ejemplo en nifios muy pequefios (TANNER

ACR, 2003).

La microflora oral es regulada por la saliva dado que es el medio de cultivo en el
que los microorganismos orales deben vivir, crecer, reproducirse y realizar sus
distintas funciones la saliva entera es una mezcla compleja de secreciones de la
glandula parétida, submaxilar y sublingual, y numerosas glandulas menores de las
mucosas de la cavidad oral, segun Tanner ACR y colaboradores, 2002 aseguran
que microorganismos como el streptococos mutans son transmitidos de madre a
hijo por la saliva, favoreciendo enfermedades como la caries de infancia

temprana.(MARSH PD, 2005)
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La biopelicula de placa esta formada mayormente de microbios y proteinas
huésped que se adhieren a los dientes a los pocos minutos de una profilaxis
dental. En la salud gingival, los organismos Gram. positivos como Actinomices y
streptococci dominan la biopelicula de placa. En las posteriores etapas de
formacion de biopelicula de placa (por ejemplo, dias o semanas de mala higiene
oral), la placa “madura”, ocasionando un cambio hacia los anaerobios Gram.
negativos y organismos moviles. Algunos de los organismos mas comunes
asociados con enfermedades periodontales son Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacteroides forshythus, Campylobacter  rectus, y
Actinobacillus actinomycetemcomittans, asi como los treponemas. Un estudio
realizado por Kamma JJ, y colaboradores, sostiene que en la biopelicula formada
por la placa dental se puede llegar a encontrar mas de 34 especies de bacterias,
las cuales se desarrollan en distintos sitios dentro de la cavidad bucal y siendo

diferente segun el tipo de denticion. (PAUL E Y CHRISTOPHER, 1982)

Marsh PD, en su estudio titulado “Placa Dental: significado bioldégico de una
biopelicula y el estilo de vida de la comunidad”, define la placa como una matriz
de poblaciones microbianas adheridas a la superficie dental, como una biopelicula
compuesta de una diversidad de microorganismos, los cuales, por los diferentes
estilos de vida, costumbres y habitos de higiene oral, han formado resistencia
antimicrobial, generando una resistencia a o tolerancia incluso a los dentrificos

(MARSH PD, 2005).



Para medir el acumulo de placa se utilizan algunos indices, en éste caso, el indice
de Lée y Silness, permite establecer grados de intensidad del acumulo de placa,
no necesita la aplicaciéon de sustancias descubridoras y puede utilizarse en piezas
dentarias seleccionadas representativas de toda la boca, en cuatro sitios por

diente, mesial vestibular distal y palatino.

Criterios clinicos para el indice de placa de Loe y Silnes
Grado Caracteristicas
0 No hay placa

No hay placa a simple vista. Hay placa cuando se realiza el pasaje de sonda ¢ explorador
poe el area dentogingival

2 Hay placa bacteriana a simple vista

Hay placa bacteriana a simple vista rodeando el diente, incluso por espacios
interdentales. Puede haber calculos.

Se estima el promedio de las piezas seleccionadas para tal fin. Incluyendo las
cuatro areas del diente. Se estima que el paciente posea buen estado de salud
bucal cuando el indice de O’Leary es inferior al 20% y el de Lée y Silness se

mantiene en cero (0). Sintesis del indice gingival segun Lée y Silness.

Grado Caracteristicas Signos clinicos
0 Ausencia de inflamacion
1 Inflamacién leve Leve cambio de color y textura
brillo moderado, enrojecimiento, edema e
2 Inflamacién moderada hipertrofia, sangre al sondaje (esperar 10
segundos.
o2 Tendencia al sangrado espontéaneo.
on s o
3 Inflamaci evera Ulceracidn

FUENTE: Dra. Bordoni Noemi, Dra. Dono Raquel, Dra. Miraschi

Organizacién Panamericana de la Salud 1992.



En cualquier estudio de investigacion una cuestion clave es la fiabilidad de los
procedimientos de medida empleados. Tradicionalmente se ha reconocido una
fuente importante de error de medida en la variabilidad entre observadores.
Consecuentemente, un objetivo de los estudios de fiabilidad debe consistir en
estimar el grado de dicha variabilidad. En este sentido, dos aspectos distintos
entran a formar parte tipicamente del estudio de fiabilidad: de una parte, el sesgo
entre observadores, dicho con menos rigor, la tendencia de un observador a dar
consistentemente valores mayores que otro y de otra, la concordancia entre
observadores es decir, hasta qué punto los observadores coinciden en su
mediciéon. Cifiéndonos a este segundo aspecto, la manera concreta de abordar el
problema depende estrechamente de la naturaleza de los datos: si éstos son de
tipo continuo es habitual la utilizacion de estimadores del coeficiente de
correlacion intraclase, mientras que cuando se trata de datos de tipo categérico el
estadistico mas empleado es el indice kappa, El indice kappa representa una
aportacion en esta direccion, basicamente mediante la incorporacion en su formula
de una correccion que excluye la concordancia debida exclusivamente al azar

FUENTE: www. fisterra.com

En el Taller Mundial de 1996 sobre Periodoncia Clinica, un grupo que estudiaba
patogenos periodontales especificos como agentes causativos en la enfermedad
periodontal, limit6 sus descubrimientos a tres organismos. A.
actinomicetencomitans, b. forshythus, y P. gingivalis. Aunque hay mas de 300

especies que se aislan en sacos periodontales, solo un pequefio porcentaje de
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ellas se consideran etiologicamente importantes. Por consiguiente, se comenzara
centrando en cada uno de estos tres organismos a su vez, con la advertencia que
éstos no existen en aislamiento in vivo, pero son parte de una comunidad

microbial. (TATSUJI'Y COL, 2000).

GENERO PREVOTELLA

Las especies que conforman el Género Prevotella, anteriormente clasificadas
dentro del Género Bacteroides; son bacilos cortos, pleomorficos, generalmente de
0,4um por 0,6 a 1um de longitud, inmdviles, no esporulados. Capaces de producir
pigmentos, moderadamente fermentativos, sensibles a la bilis y resistentes a la
vancomicina. Al igual que Porphyromonas, son exigentes en cuanto a Vitamina K,

hemina y sangre para su crecimiento (TATSUJI'Y COL, 2000).

Atendiendo a la produccién de pigmento marrén oscuro o negro, caracteristica que
se observa de 2 a 3 semanas en sus colonias desarrolladas en agar sangre; las
especies de interés odontolégico se clasifican en dos grupos: 1 Especies
pigmentadas: P. intermedia, P. melaninogenica,P. loescheii, P. corporis, P.
nigrescens, P. pallens, y, 2) Especies no pigmentadas: P. bivia, P. buccae, P.
buccalis, P. disiens, P. oralis, P. oris, P. oulorum, P. veroralis, P. heparinolytica, P.

zoogleoformans

Todas estas especies, tienen su habitat en la cavidad bucal, principalmente en el
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surco gingival, y de todas ellas, P. melaninogenica y P. loescheii son las de mayor
poder fermentador; las demas especies solo poseen capacidad sacarolitica sobre
un determinado numero de azucares. Cabe resaltar que P. nigrescens,
fenotipicamente idéntica a P. intermedia, es una nueva especie derivada de un
grupo genotipicamente diferenciado de cepas incluidas antiguamente en P.
intermedia. Las especies mas implicadas en la periodontitis son P. intermedia, P.
loescheii y P. melaninogenica, en las que se han descrito fimbrias, como
adhesinas, que intervienen en la adhesion y coagregacion bacteriana. También se
ha comprobado su capacidad para degradar inmunoglobulinas, su accion toxica
sobre fibroblastos, su actividad fibrinolitica, y el estimulo de su crecimiento por
hormonas como estradiol y progesterona. Igualmente, se ha demostrado in Vitro
que P. loescheii y P. melaninogenica tienen efecto inmunosupresor por inhibir la
proliferacion de linfocitos B e inmunoglobulinas. La significacién patogena en el
resto de especies no es bien conocida, por lo que se relacionan en esta
enfermedad unida a otras bacterias, con caracter sinérgico y polimicrobiano

(MOORE WEC, 2000).

PREVOTELLA INTERMEDIA

El genero prevotella son bacilos cortos, pleomorficos, generaimente de 0.4 um X
0.6 a 1 Um de longitud inmdviles no esporulados capaces de producir pigmentos,
moderadamente fermentativos, sensibles a la bilis y resistentes a la bancomicina.
Al igual que porfirohormonas son exigentes en cuanto a vitamina K, Hemina y

sangre para su crecimiento (EMILIA C, 2004).
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Prevotella intermedia en las que se ha descrito fimbrias como adhesivas que
intervienen en la adhesion y la coagregacion bacteriana. Se ha comprobado su
capacidad para degradar inmunoglobulinas, su accion toxica sobre el fibroblasto
su actividad fibrinolitica y el estimulo de su crecimiento por hormonas como

estradiol y progesterona.

Es el segundo bacteroide de pigmentacion negra que suscita gran interés. Los
niveles de este bacilo gramnegativo, corto de extremo redondeado estan
particularmente elevados en la gingivitis ulcerativa necrozante aguda (Loesche Y

Cols en 1982) y en ciertas formas de periodontitis.

Segun lvan Darby & Michael Curtis 2000, en su estudio de microbiologia de
enfermedades periodontales en nifios y adultos jovenes, sostienen que la
prevotella intermedia se encuentra asociado a enfermedades periodontales como
el inicio de la periodontitis, sostienen también que ésta familia alcanza un 2,9% de

la flora bacteriana en adultos jévenes.

A. ACTINOMYCETEMCOMITTANS

Es una especie bacterial cuya asociacion con la enfermedad periodontal localizada
agresiva (antiguamente periodontitis juvenil localizada) ha sido mas claramente
demostrada. Es un bacilo pequefo, no movil, gramnegativo, sacarolitico,

capnofilico, de extremos redondeados y forma de aquellas colonias convexas con
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un centro en forma de estrella cuando se cultiva en placa de agar sangre. Esta
especie fue reconocida por primera vez como posible patégeno periodontal por su
frecuencia en lesiones de periodontitis juvenil localizada La prevalecia subgingival
de A. actinomycetemcomittans varia ampliamente e incluso aumenta tipicamente
con la enfermedad. Por ejemplo, se encontré que 0 26% de nifios saludables
mostraban subgingivaimente A. actinomycetemcomittans es un agente causativo

en la enfermedad periodontal agresiva localizada (LARS MATSON, 1978).

Interactia con el huésped mediante la produccidn de diversos factores de
virulencia. La leucotoxina, el factor de virulencia mas estudiado hecho por A.
actinomycetemcomittans es un RTX (Repeticiones en Toxina) Se ha mostrado que
A. actinomycetemcomittans leucotoxina mata leucocitos polimorfonucleares de
humanos y primates no humanos y monocitos de sangre periféricos, evadiendo de
este modo la respuesta inmune innata atacandolo directamente. . La apoptosis o
muerte de célula programada es un proceso en donde las células huésped
experimentan degeneracion nuclear, desencadenando su evacuacion mediante

fagotitos (KEIKO TSUDA Y COL, 1995).

A. actinomycetemcomitans podria beneficiar en alguna etapa en el proceso de la
enfermedad (por ej. cuando ésta emerge de una célula epitelial gingival infectada)
amortiguando su produccion de leucotoxina y por consiguiente mitigando la
respuesta inflamatoria. Teniendo en cuenta que se ha mostrado que A.

actinomycetemcomitans penetra las células huésped, uno podria presumir que
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este organismo podria beneficiarse de producir apoptosis. Las caracteristicas
estructurales de A. actinomycetemcomitans lipopolysacarida son tipicos e incluyen
una superficie anfigena compuesta de diversos azucares, una profunda region
lipida A dentro de la membrana externa, y un nucleo interno polisacarido

(polysaccharide). (SUDA R, 2003)

Tal vez lo mas relevante de la capacidad de A. actiomycetemcomitans para evadir
las defensas innatas y sobrevivir a terapia periodontal mecanica es su capacidad
de invadir los tejidos gingivales y en particular, invadir las células epiteliales. Se ha
especulado que una vez que A. actinomycetemcomitans gana entrada dentro del
tejido conectivo, su produccion de colagenaza permitira adquirir nutrientes y
posiblemente diseminario. Uno de los clasicos hallazgos en periodontitis, podria

ocasionar descomposicion de colageno. (TATSUJI N, 2000)

Discutiblemente la capacidad de un microorganismo para penetrar células
huésped es un rasgo importante comun en aquellos organismos que estén mas
probablemente asociados con la enfermedad. La capacidad de patdgenos
periodontales para encubrirse ellos mismos en células huésped podria permitirles
sobrevivir a una terapia periodontal convencional y emerger ocasionando
enfermedad nuevamente. En el World Workshop (Taller Mundial) de 1996, se
conocié que la presencia de A. actinomycetemcomitans y pacientes mas jovenes
era un indicador de riesgo para el desarrollo de enfermedad periodontal.(ARIE J,

2005)



Esto apoya la mayor parte del trabajo hecho antes de 1996 que indica que es la
presencia de P. gingivalis o B. forsythus la que mas frecuentemente se
correlaciona con la enfermedad cronica progresiva. Por ello, se puede describir a
A. actinomycetemcomitans como ser el iniciador de enfermedad agresiva.

(TATSUJI N, 2000)

GENERO FUSOBACTERIUM

Las bacterias que conforman el Género Fusobacterium, se caracterizan por ser
bacilos largos fusiformes, inmdviles, no esporulados y generalmente no
fermentativos. La produccion de acido butirico como principal producto metabdlico

permite diferenciar Fusobacterium de Prevotella, Porphyromonas y Bacteroides

Se han descrito varias especies que habitan en el surco gingival en la cavidad
bucal, entre ellas las mas comunes son F. nucleatum, F. naviforme, F.
periodonticum, F. alocis y F. sulci. Estas especies han sido relacionadas con la
enfermedad periodontal, sin embargo, su significacion como patogenos es dudosa,
a excepcion de F. nucleatum, especie que se ha sido aislado con mayor
frecuencia en el surco gingival. Se han descrito hasta los momentos cinco
subespecies de esta especie bacteriana: F. nucleatum nucleatum, F. nucleatum
polymorphum, F. nucleatum fusiforme, F. nucleatum vincentii y F. nucleatum
animalis. De ellas F. nucleatum nucleatum, es significativamente frecuente en la

periodontitis. Su poder patégeno esta asociado a la presencia de fimbrias,
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lipopolisacaridos, a la produccién de factores solubles inhibidores de la quimiotaxis
de los polimorfonucleares y a la elaboracion de metabolitos que se comportan

como compuestos toxicos tisulares

FUSOBACTERIUM NUCLEATUM

Las bacterias que conforman este genero se caracterizan por ser bacilos largos
fusiformes inmoviles no esporulados y generalmente no fermentativos. La
produccion de acido butirico como principal producto metabdlico permite
diferenciar F Nucleatum Su poder patdégeno esta asociado a la presencia de
fimbrias, lipolisacaridas a la produccion de factores solubles inibidores de la
quimiotaxis de los polimorfonucleares y a la elaboracion de metabolitos que se

comportan como compuestos toxicos titulares

Es un bacilo fusiforme gramnegativo, anaerobio que ha sido considerado parte de
la microflora subgingival durante mas de 100 afios. Esta especie constituye el
cultivo mas comun hallado en los estudios de muestras de placa subgingival,
ilegando aproximadamente al 6- 10% de los cultivos totales de las diferentes
situaciones clinicas (SUDA R, 2003).

La octava edicion del Manual de Bergey reconoce 16 especies, siendo la especie
tipo el Fusobacterium Nucleatum. El F. Nucleatum y el F. Plauti constituyen las
especies reconocidas aisladas de la cavidad oral. ElI F. Nucleatum produce

pequenas colonias traslucidas en agar sangre de caballo.
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Mecanismos patogenicidad

El rasgo sobresaliente de la periodontitis cronica es la destruccion de los tejidos
del soporte del diente. La existencia de placa dental es fundamental en este
proceso. La colonizaciéon de los tejidos periodontales por especies bacterianas
patdgenas es el primer paso para el desarrollo de esta enfermedad. Este proceso
destructivo se debe a la entrada de la bacteria o de sus productos bacterianos a
los tejidos periodontales. En consecuencia, la destruccion periodontal deriva de
productos bacterianos que causan directa o indirectamente dafio en los mismos

(ARIE J, 2005)

Lindhe (2000), expresa que todos los tipos de enfermedad periodontal estan
asociados a la presencia de microorganismos patégenos en la placa subgingival,
principalmente por especies Anaerobias Gram Negativas, que colonizan y
proliferan en el tejido periodontal y a la susceptibilidad del hospedero. El resultado
de esta interrelacion, en el caso de la periodontitis, es la formacién de un saco
periodontal y una reaccion inflamatoria del tejido mediada por células fagociticas,
plasmaticas, linfocitos T y B, las cuales podrian dafiar estructuras del tejido

conectivo y el hueso alveolar.

Marsh y Martin (2000), sefialan que los determinantes de patogenicidad de los
periodontopatégenos comprenden factores que favorecen a una especie
bacteriana para colonizar e invadir el tejido periodontal, y mecanismos que

permiten evadir las defensas del hospedero y causar dafio en el tejido periodontal
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1. Colonizacion e invasion de los periodontopatogenos en los tejidos:
La adherencia de bacterias a diferentes superficies del medio como placa, dientes
y tejidos, favorecen la colonizacién y posterior invasion de dichas bacterias a los
tejidos periodontales. Las bacterias que colonizan inicialmente el tejido periodontal
probablemente se fijan a la superficie dental, tal es el caso de A. viscosus que se
adhiere mediante fimbrias a proteinas ricas en prolina presentes en las superficies

dentales.

De igual forma, las interacciones entre las especies bacterianas y diferentes
superficies determinadas por moléculas especificas, llamadas adhesinas, son
importantes en la colonizacion del tejido periodontal. Socransky (1991), describe
las interacciones entre A. viscosus por medio de fimbrias a un receptor
polisacarido de S. sanguis, entre P. loescheii a través de fimbrias a residuos de
galactosil de S. sanguis y entre F. nucleatum por medio de proteinas de
membrana externa a residuos de galactosil de P. gingivalis que se encuentran en

la masa de placa dental (SINDER SA, 1989)

Moore (1991) y Kamma (1995), senalan que la colonizacion de los dientes por
Actinomyces sp. y Streptococcus sp. coagregados con F.nucleatum y otras
especies, producen irritacion de los tejidos, sangramiento y exudado, y a su vez
estimula el crecimiento de especies de Porphyromonas, Prevotella y de otros
microorganismos asociados con la destruccion del tejido, confirmando asi el

I 20,21

escenario para el desarrollo de la enfermedad periodonta . Esta colonizacion
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podria ser un paso critico en el proceso de la invasion bacteriana y en
consecuencia, permitir que P. gingivalis, P. intermedia y F. nucleatum puedan
fijarse a otras bacterias, a células epiteliales del tejido, al fibrindgeno y fibronectina

del tejido.

La invasién por parte de las bacterias o de sus productos metabdlicos a los tejidos
del periodonto es esencial para el desarrollo de la enfermedad periodontal. Las
bacterias pueden penetrar los tejidos a través de ulceraciones en el epitelio del
surco gingival o del saco periodontal, por la penetracién directa de las bacterias al
interior del tejido conectivo del hospedero, y mediante la acciéon de enzimas como
las colagenasas, fibrinolisinas, hialuronidasa, entre otras.

Las especies bacterianas identificadas con capacidad para invadir los tejidos se
asocian firmemente con sitios enfermos. Investigaciones realizadas han
demostrado la capacidad de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T.
denticola de invadir directamente las células del tejido del hospedero. Esta
capacidad de invasion por parte de las bacterias, se ha descrito como un como
factor clave para distinguir las especies patégenas Gram Negativas de otras no
patdgenas.

2. Mecanismos de evasion o alteracion de las defensas del hospedero:
La capacidad de las bacterias de adherirse a superficies, no permite que sea
desplazada por secreciones en los tejidos del hospedero, y la invasion por parte
de ellas a las células del tejido favorece la alteracion de las barreras naturales de

defensa de los tejidos del hospedero. Otros mecanismos mediante los cuales las
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bacterias periodontales pueden evadir las defensas del hospedero se deben a la
capacidad de algunas patogenos de producir proteasas que degradan
inmunoglobulinas producidas por el hospedero, las cuales, operan para facilitar la
fagocitosis de las bacterias o para bloquear la adherencia fijandose a la superficie

de la célula bacteriana. (GAVIN P Y COL, 2004)

Se ha demostrado que P. gingivalis, P. intermedia, P. melaninogenica y
Capnocytophaga, producen proteasas con capacidad de destruir las
inmunoglobulinas (IgA, IgM e IgG), factores del complemento (C3, C4 y C5), y
otras proteinas plasmaticas importantes en la iniciaciéon y control de la respuesta
inflamatoria como P -2 macroglobulina, inhibidor de C1, antitrombina, p -2
antiplasmina y plasminégeno. Asimismo, producen cambios en los
polimorfonucleares, degradan proteinas transportadoras de hierro, como albumina

haptoglobina, hemopoxina y transferian.

Diversos autores coinciden en senalar que las proteasas bacterianas pueden jugar
un papel critico en la colonizacién y supervivencia de las bacterias en sitios
subgingivales y posterior progresion de la enfermedad periodontal. Estas enzimas
alteran los mecanismos de defensa del hospedero, degradan las proteinas del
mismo, incluyendo componentes del tejido periodontal, sin embargo, aun no se
precisa la funcion de las proteasas bacterianas en la enfermedad, dado que
enzimas similares en el medio periodontal podrian provenir de células de los

tejidos del hospedero.
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3. Mecanismos que inducen dafo al tejido periodontal del hospedero:
Muchas de las investigaciones sobre los factores de virulencia de los patégenos
periodontales se han enfocado hacia las propiedades de las bacterias
relacionadas con la destrucciéon de los tejidos del hospedero. Dichas propiedades
han sido clasificadas como las que producen dafio directamente a los tejidos y las
que estimulan indirectamente Ia liberacién de metabolitos biolégicamente activos a

partir de las células de los tejidos del hospedero.

Estudios realizados sefialan que dentro del grupo de Bacilos Anaerobios Gram
Negativos, P. gingivalis y P. intermedia, junto con otras especies menos
patégenas, producen una variedad de enzimas, tales como hialuronidasas,
condroitin  sulfatasa, heparinasa, B-glucosidasa y N-acetilglucosaminidasa,
mediante la cual pueden hidrolizar componentes del tejido, lo que favorece la

destruccion del mismo

Es importante sefalar la gran actividad colagenolitica que posee P. gingivalis, la
cual le permite degradar el colageno, principal constituyente de los tejidos
gingivales humanos, favoreciendo asi la colonizacion e invasion del
microorganismo y posterior destruccion del tejido. Asimismo, produce ciertas
proteasas tioliticas y casenoliticas, conocidas como gingipainas, que contienen
cisteina y poseen especificidad sobre proteinas que contienen arginina o lisina.
Estas proteasas se comportan como colagenasas que actuan, degradando el

colageno, en consecuencia produce dafio en el ligamento periodontal, tejido
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conectivo del diente y resorcion ésea; destruyen los eritrocitos para la obtencion
de hierro; y provocan destruccién de las inmunoglobulinas y proteinas reguladoras

de la respuesta inmune

Grenier y Turgeon (1994), determinaron la presencia de bacterias proteoliticas en
placa subgingival de pacientes adultos con periodontitis. P. gingivalis y P.
intermedia, fueron las especies mas frecuentes aisladas en sacos periodontales
en 11 de 13 pacientes estudiados. Otras bacterias proteoliticas encontradas
fueron Capnocythophaga sp., Actinomyces sp.,P. acnes y P. micros, las cuales
pueden contribuir significativamente a la actividad proteolitica en los sitios
afectados. Los resultados obtenidos de este estudio demuestran que las proteasas
elaboradas por estas bacterias, no solamente favorecen la progresion de la
enfermedad, sino también afectan la integridad del tejido y los mecanismos de

defensa del hospedero.

Por otra parte, algunos periodontopatégenos producen ciertos metabolitoé que
contribuyen con la destruccion del tejido periodontal, tales como: amoniaco,
compuestos de sulfuro, acidos grasos, péptidos e indol. Estos metabolitos tambien
pueden inhibir la quimiotaxis leucocitaria, inducir la activacion policlonal de los
linfocitos B, ejercer una accion inhibidora de la proliferacion fibroblastica, e incluso
inducir a las células del hospedero a elaborar una procolagenasa, que
determinaria, en ausencia de respuesta local del mismo, un fendmeno de

autodestruccion (DENIS R'Y FINANE, 2000)
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Cabe destacar, que el sistema inmunolégico del individuo es una compleja red de
interacciones entre células y moléculas reguladoras. Los productos bacterianos
pueden afectar dicho sistema, dando como resultado la inhibicion del mismo. Una
interaccién bien definida abarca la liberacidon de interleuquina 1, factor de necrosis
tumoral y prostaglandinas de macréfagos y monocitos expuestos a la endotoxina
bacteriana (lipopolisacarido). Estas citocinas derivadas poseen el potencial de
estimular la reabsorcion 6sea y activar o inhibir otras células inmunitarias.
Dado que durante la investigaciéon se encontraron ciertos organismos que
probablemente ponen a un paciente en riesgo de enfermedad periodontal, es
conveniente evaluar las similitudes de estas bacterias. Las tres principales
similitudes de A. Actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Prevotella

intermedia y Campilobacter incluyen:

Todas son Gram. negativas y por consiguiente producen lipopolysacarida la cual
puede modular la respuesta (reaccion) inflamatoria en células huésped que
expresan patrones receptores de reconocimiento. Las tres son capaces de
invasion de la barrera mucosa en la infeccion y posiblemente de ser capturados
dentro de células epiteliales. De este modo; “ellas pueden aguardar hasta que los
malos tiempos terminen” y re-emerger cuando las condiciones sean permisivas
para su crecimientos. Finalmente, todas producen factores que les permiten
evadir las funciones antibacteriales de la respuesta inmune innata ya sea
pasivamente (capsula anti-fagocitica) o activamente (leucotoxina, gingipains, otras

proteasas, induccion de apoptosis). (WOOD SR, 2000)
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Para conseguir una recuperacion éptima de bacterias anaerobias es fundamental
elegir correctamente los medios de cultivo primarios. La mayoria de estas
bacterias requieren para su crecimiento vitamina K; y hemina. Para su aislamiento
e identificacidon presuntiva se aconseja utilizar una combinacion de medios

enriquecidos no selectivos, selectivos y diferenciales, entre los que se incluyen:

- Un medio de agar sangre para anaerobios como agar Brucella o agar Schaedler
con un 5% de sangre de carnero, a los que se anaden vitamina Ky (1 pg/ml) y
hemina (5 pg/ml). En estos medios crecen tanto las bacterias anaerobias
facultativas como las anaerobias obligadas.

- Agar Bacteroides bilis esculina con amicacina (BBE). Es un medio selectivo
para Bacteroides del grupo fragilis y Bilophilia spp. Contiene amicacina (100 pg/ml)
que inhibe la mayoria de facultativos, bilis (20%) que con casi exclusividad sélo
permite el crecimiento de las especies citadas y esculina que al ser hidrolizada en
presencia de un indicador (citrato férrico) vira el medio a color negro. Permite una
facil deteccidon de las especies de Bacteroides del grupo fragilis al ser esculina
positivas. A veces, pueden crecer otras especies, como Fusobacterium
mortiferum, Fusobacterium varium, algunas enterobacterias, Pseudomonas
aeruginosa, enterococos, levaduras, etc., aunque se distinguen de los Bacteroides
del grupo fragilis por el tamafio de sus colonias, que normalmente es inferior a 1
mm de diametro.

- Agar con alcohol fenil-etilico (PEA) con un 5% de sangre de carnero. El alcohol

inhibe el crecimiento de bacilos gramnegativos facultativos, principalmente el
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crecimiento en velo de las especies de Proteus. También evita el crecimiento en
velo de algunas especies de Clostridium como Clostridium septicum, facilitando de
este modo su aislamiento. Se aconseja sembrar en este medio las muestras
purulentas o cuando sea previsible una infeccion mixta.

- Un agar sangre selectivo, como agar Schaedler con neomicina (75 pg/ml) y
vancomicina (7,5 pg/mi) (SNV) o con kanamicina (75 pg/ml) y vancomicina (7,5
ug/ml) (SKV) o el clasico agar Brucella con kanamicina, vancomicina y en este
caso sangre lacada (ASLKV). Son medios selectivos para bacilos gramnegativos
como el grupo de Bacteroides fragilis y especies de Prevotella. La presencia de
neomicina o de kanamicina inhibe a la mayor parte de los aerobios facultativos y la
presencia de vancomicina inhibe la mayoria de los grampositivos y especies de
Porphyromonas. A veces pueden crecer en estos medios levaduras y anaerobios
facultativos resistentes a estos aminoglicésidos por lo que siempre debe realizarse
una tincion de Gram y un ensayo de aerotolerancia a todos los aislados.

- Agar con yema de huevo (AYE). Cuando se sospecha la presencia de
clostridios, para detectar la produccion de lipasa y/o lecitinasa.

- Un agar selectivo para Clostridium difficile, cuando se investigue la presencia
de esta especie, como agar fructosa-cicloserina-cefoxitina (CCFA) o agar yema de
huevo-cicloserina-cefoxitina (CCEY).

Como medio liquido de enriquecimiento o de mantenimiento se recomienda usar
caldo de tioglicolato sin indicador, suplementado con vitamina K; (200 pl) y hemina
(20 ul). Este medio se utiliza para recuperar las bacterias anaerobias en caso de

que falle la anaerobiosis en la incubacion de los cultivos primarios, haya una
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inhibicion del crecimiento debido a antibidticos o a otros factores, o bien cuando

las bacterias se encuentran en cantidades muy pequefias. (MARSH, PD, 2005)

Sistemas de incubacion en anaerobiosis

Su eleccidn viene determinada por el coste, numero de cultivos y limitaciones de
espacio. Los mas comunes son las camaras, jarras O cajas y bolsas de
anaerobiosis. Con independencia del sistema utilizado es importante monitorizar el
ambiente anaerobio con una tira indicadora de azul de metileno o de resarzurina, y

la temperatura de incubacion.

Las placas de agar brucilla se incuban en jarras para anaerobiosis que se cierran
herméticamente con un sobre generador en su interior. Este sobre, mediante una

reaccion quimica, genera h2 y Co2 que desplazan al O2 en interior de la jarra.

Existen diferentes modelos de camaras para anaerobios, en las que se consigue
una atmosfera anaerobia mediante una mezcla de gases que contiene 5% de Ho,
5-10% de CO, y 85-90% de N». Poseen un sistema de intercambio que consiste
en un compartimiento rigido con una puerta interior y otra exterior. Las jarras son
recipientes cilindricos, de metal o de plastico rigido, que deben cerrarse
herméticamente y en los que la atmosfera anaerobia se obtiene entre 1 y 2 horas
después de introducir unos sobres (GasPak, Becton Dickinson) en los que, al

afnadir H>0 se libera H, y CO2El H, se combina con el oxigeno existente formando
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agua gracias a la presencia de un catalizador. Actualmente existen sistemas en
los que no hace falta afadir H,O o introducir el catalizador (Anaerogen Oxoid).
Mediante una técnica automatizada, Anoxomat, también se puede lograr una
atmésfera anaerobia en las jarras. Como ya se ha sefalado debe introducirse un
indicador de oxigeno, que suelen ser tiras de papel con azul de metileno, que se
decoloran al desaparecer la presencia del oxigeno (KAMMA ACR, 2003).

También se encuentran disponibles en el mercado diferentes sistemas de bolsas
de anaerobiosis de plastico transparente y flexible como GasPack Pouch (Becton
Dickinson) o AnaerogenCompact (Oxoid) con generadores e indicadores
adecuados. Se pueden utilizar tanto para el transporte de muestras al laboratorio

como para la incubacién de cuiltivos.

Tiempo de incubacion

Inmediatamente después de su siembra las placas de cultivo se incuban a 35-
37°C en el sistema de anaerobiosis disponible. Si se utiliza una camara se pueden
examinar a las 24 h, puesto que no es necesario sacarlas, mientras que si se
emplean jarras o bolsas hay que esperar 48 h, a no ser que se busquen
microorganismos de crecimiento rapido y se empleen medios selectivos como el
BBE para el grupo de Bacteroides fragilis o el EYA para clostridios, en cuyo caso

se pueden examinar a las 24 h.

Si en las placas no se observa ningun crecimiento se deben reincubar hasta
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completar 7 dias, al menos las de agar sangre no selectivo, ya que algunos
anaerobios requieren este tiempo para formar colonias visibles (Actinomyces,
Porphyromonas, Propionibacterium, Bilophila,...). Se aconseja mantener la
incubacion del medio liquido de enriquecimiento entre 7 y 10 dias y se deben
realizar subcultivos, si se aprecia turbidez u otro signo de crecimiento, en agar
sangre y agar chocolate que se incubaran en una atmosfera con 10% de CO, y
en agar sangre para anaerobios incubado en anaerobiosis. Este mismo proceder
se realiza al final del periodo de incubacidn si no se ha detectado crecimiento para

considerarlo definitivamente estéril (TATSUJI'Y COL, 2000).

Los liquidos corporales habitualmente estériles, como ascitico, de dialisis
peritoneal, articular, pericardico, amniotico, pleural, sinovial, intraocular, etc. se
inoculan en frascos de hemocuitivo para aerobios y anaerobios, reservando un
pequefio volumen para hacer una tincion de Gram. A diferencia de otros liquidos,
el amnidtico y los liquidos obtenidos por culdocentesis no necesitan centrifugarse
antes de realizar esta tincion. La lectura se realiza diariamente durante 7 dias. En
el caso de que haya crecimiento, se extrae una muestra del frasco aerobio
mediante jeringa y aguja para realizar subcultivos en medios sélidos para aerobios
y facultativos (agar sangre, agar chocolate, agar sangre con colistina y acido
nalidixico y agar MacConkey, por ejemplo). Del frasco anaerobio se hacen
subcultivos en agar sangre, agar chocolate y agar sangre para anaerobios.

Las bacterias anaerobias raramente causan meningitis, por lo que el cultivo de

rutina del liquido cefalorraquideo no es necesario. Los anaerobios pueden estar
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implicados en la formacién de abscesos cerebrales, empiema subdural y absceso
epidural y en estos casos no es util el examen del liquido cefalorraquideo. (SUDA

R, 2003)

En el analisis microbiolégico de una muestra clinica se pueden distinguir, al menos
tedricamente, dos etapas. La primera esta dedicada a "buscar" los anaerobios que
pueda contener, obtenerlos en cultivo puro, identificarlos de forma preliminar (a
nivel de género o "grupo"), e informar al clinico lo antes posible. En una segunda
etapa se debe intentar conseguir una identificacion mas precisa y estudiar la
sensibilidad a los antibiéticos que habituaimente tienen actividad sobre estas
bacterias. Seria deseable que la primera etapa se realizara en todos los
laboratorios de microbiologia, mientras que la segunda puede quedar restringida a
unos pocos, cuya experiencia debe servir de base para el conocimiento general de
las bacterias anaerobias que se pueden encontrar en muestras clinicas
correctamente obtenidas y su sensibilidad/ resistencia a los antibibticos

habitualmente utilizados para su tratamiento.

Los medios con crecimiento deben observarse cuidadosamente para detectar
todas las colonias diferentes, independientemente de su tamano, y proceder a su
subcultivo. Algunos anaerobios pueden formar colonias morfologicamente
semejantes a las de los facultativos. Los subcultivos se realizan siempre a partir
de una unica colonia. Esta se inocula en una placa de agar sangre no selectivo
para anaerobios (ver el apartado 7.2.4 Medios de cultivo) y en una de agar

chocolate que se incuban en una atmoésfera anaerobia y aerobia con 10% de COy,
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respectivamente deben realizarse los reaislamientos necesarios para poder
subcultivar colonias Unicas de todos los tipos morfolégicos. Las colonias
subcultivadas que no crezcan en agar chocolate incubado en CO; se consideraran
en principio anaerobios estrictos y se procede a su estudio. Hay que tener en
cuenta que algunos bacilos grampositivos (Actinomyces spp., Propionibacterium
spp., Bifidobacterium spp., e incluso algunas especies de Clostridium) pueden ser
lo bastante aerotolerantes como para crecer en CO2 y sin embargo se deben
considerar como anaerobias. Por el contrario algunos estreptococos pueden
aparecer como anaerobios estrictos en el primer subcultivo y mostrarse como
perfectamente facultativos tras un periodo mas o menos largo de adaptacion.
Confirmado el caracter de anaerobio estricto de la bacteria aislada se comunica el
hallazgo lo antes posible al clinico, aunque sélo se le de una informacion muy

general e inespecifica. (KEIKO TSUDA'Y COL, 1995)

IDENTIFICACION SEGUN EMILIA CERCENADO Y RAFAEL CANTON.

PROCEDIMIENTOS EN MICROBIOLOGIA CLINICA 2004

El primer paso, el mas basico pero imprescindible, es la observacion detallada de
las caracteristicas de la colonia y de la tincion de Gram. Dado que entre los
anaerobios hay especies que retienen de forma variable el colorante principal
(cristal violeta), en ocasiones puede ser de gran ayuda un subcultivo con un disco
de vancomicina de 5 ug para determinar el caracter de grampositividad ©

gramnegatividad. Con los datos obtenidos de estas observaciones ya se puede
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informar sobre: cocos grampositivos anaerobios, Clostridium spp. (Vision adicional
de esporas o morfologia tipica de C. perfringens) o bacilos grampositivos
anaerobios, (en este Ultimo caso si la morfologia es de Propionibacterium se
puede notificar como tal si se detecta la produccion de catalasa). Los cocos
gramnegativos anaerobios se informan como tales o como Veillonella spp., puesto
que este es el género mas frecuentemente hallado en muestras clinicas. En el
caso de los bacilos gramnegativos anaerobios es aconsejable informar de ellos
una vez encuadrados en ciertos "grupos'": grupo Bacteroides fragilis,
Bacteroides!Prevotella, Prevotellal Porphyromonas, Bacteroides ureolyticus/
Campylobacter, Fusobacterium, o Bilophila/ Sutterella. Este encuadre preliminar
se puede lograr con algunas pruebas adicionales como: capacidad para crecer en
presencia de un 20% de bilis (resistencia a la bilis u oxgall), y su sensibilidad (S) o
resistencia (R) (halos de inhibicion) por el método de difusion con discos a
vancomicina (con carga de 5 pg), kanamicina (de 1000 pg), y colistina (de 10 pg).

La interpretacion de estas observaciones es la siguiente:

1. Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina R, colistina R = grupo

Bacteroides fragilis.

2. Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina S, colistina S = grupo

Bilophila/Sutterella.

3. Crecimiento en bilis (-), vancomicina variable (V), kanamicina R, colistina V

= grupo PrevotellalPorphyromonas.
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4. Crecimiento en bilis (-/+),vancomicina R, kanamicina S, colistina S =

Fusobacterium spp. (dos especies bilis+).

5. Crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S, colistina S = grupo
Bacteroides ureolyticus/Campylobacter (la diferenciacion presuntiva entre
este grupo y Fusobacterium tendria que basarse en las caracteristicas
morfolégicas de la cepa). También estaria en este grupo el género

Leptotrichia.

Aunque la sensibilidad a la vancomicina puede diferenciar los géneros Prevotella
(vancomicina R) y Porphyromonas (vancomicina S), se sugiere la agrupacion
imprecisa de "grupo PrevotellalPorphyromonas" para los bacilos gramnegativos
anaerobios que dan colonias negras, dada la dificultad que puede existir para
conseguirlos en cultivo puro a pesar de su facil deteccion por la pigmentacion de

sus colonias.

La identificacion a nivel de género y especie de todos los aislamientos clinicos
ayudaria a conocer con precision su implicacién en diferentes enfermedades
infecciosas, su sensibilidad a los antibidticos y los posibles mecanismos de
resistencia existentes. Sin embargo conseguir identificar la especie (e incluso en
ocasiones el género) de todos los aislamientos es una tarea practicamente
imposible y seguramente ni siquiera necesaria. No obstante seria conveniente que
al menos en algunos laboratorios con mayor capacidad se intentara su

identificacion con la mayor precision posible.



Las bacterias se clasifican segun su tolerancia al O2 en; Anaerobias estrictas
crecen con < 0.5 % de presion de 02; Anaerobias facultativas toleran > 3 % de
presién de 02; Microaerofilas crecen con 5-10 % de presion de O2; Aerobias
estrictas crecen con > 10 % de presion de 02, Las bacterias anaerobias
constituyen la flora normal en el ser humano, especialmente en la boca. El cultivo

de especies anaerobias es dificil por;

1. las dificultades técnicas para garantizar la anaerobiosis durante la manipulacion
de la muestra y su posterior cultivo. 2. La frecuente presencia de mezclas
complejas de especies anaerobias y facultativas y 3. Los requerimientos

nutricionales

Para considerar un aislado bacteriano con una especie anaerobia es necesario
comprobar primero que no es aerotolerante. Para ello se subcultiva en dos medios
incubando uno de ellos en condiciones de anaerobiosis y el otro es aerobiosis.
Tras 24 horas de incubacion se examinan las placas y se comparan los

crecimientos.

En sus Ultimos documentos el NCCLS recomienda utilizar agar Brucella
enriquecido con 5% de sangre de carnero lacada, vitamina K; (5 pg/ml) y hemina
(5 pg/ml), en lugar del medio recomendado anteriormente, agar Wilkins-Chalgren,

al comprobar que en el primero crecen mejor las bacterias anaerobias.

Preparacién del indculo: A partir de un cultivo en placas de agar Brucella

enriquecido para anaerobios, de 24 horas o del tiempo necesario para conseguir
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colonias de por lo menos 1 milimetro de diametro, se suspenden de 3 a 5 colonias
en un caldo de tioglicolato enriquecido sin indicador, que se incuba entre 6 y 24
horas o hasta que alcance una turbidez adecuada. Posteriormente, se ajusta la
turbidez a una densidad equivalente al 0,5 de la escala turbidométrica de
McFarland mediante la adicién de caldo Brucella u otro caldo previamente
reducido, o hervido y enfriado para eliminar el oxigeno. También se puede
preparar el indculo directamente haciendo una emulsién de las colonias y
ajustandola a la turbidez mencionada partiendo del cultivo, medios citados y segun
el procedimiento anteriormente indicado. Las placas con medio de agar Brucella

con antibiéticos no deben dejarse en aerobiosis un tiempo superior a 30 minutos.

La inoculacion en la superficie del agar se hace con la ayuda de un replicador de
Steers. El inoculo final debe ser, aproximadamente, de 10° UFC por punto de
inoculacion. Se recomienda, tanto al principio como al final de cada serie, inocular
dos placas control sin antibiético, una se incuba en una atmosfera con un 5% de
CO, y la otra en anaerobiosis, durante 42-48 h, con el fin de comprobar la
viabilidad y pureza del indculo. Se debe empezar a inocular siempre por la
concentracion mas pequeria de cada antibidtico. A las 42-48 h de incubaciéon en
anaerobiosis a 35-37°C, se lleva a cabo la lectura examinando en primer lugar las
placas control. La CMI (concentracién minima inhibitoria) se considera como
aquella concentracion de antibiético en la que se observa una reduccion marcada

en el crecimiento de la bacteria al compararlo con el crecimiento de la placa
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control, como es el cambio a una fina pelicula, 0 a numerosas colonias pequenas,

0 bien a una o varias colonias de tamafio normal.

MICRODILUCION EN CALDO SEGUN EMILIA CERCENADO Y RAFAEL

CANTON. PROCEDIMIENTOS EN MICROBIOLOGIA CLINICA 2004

Como se ha mencionado solamente estd aceptado por el NCCLS para las
especies del grupo de Bacteroides fragilis y para ampicilina-sulbactam, cefoxitina,
clindamicina, ertapenem, metronidazol, piperacilina y trovafloxacino. Para su
realizacion se recomienda usar caldo Brucella suplementado con hemina (5
pg/ml), vitamina Ky (1 pg/ml) y sangre lacada de caballo (5%). El indculo puede |
preparase siguiendo uno de los procedimientos descritos en el método de dilucion
en agar y debe ser de 1x10° UFClpocillo. Se aconseja realizar un control de
pureza de la suspension del inoculo, haciendo un subcultivo de una parte alicuota
en un medio enriquecido y no selectivo para incubar en aerobiosis y en

anaerobiosis.

A las 48 horas de incubacion en atmosfera anaerobia a 35-37°C, se realiza la
lectura en un fondo oscuro, con luz indirecta o mediante un espejo. Se considera
como CMI aquella concentracién del antibidtico en la que se observa una
reduccion significativa del crecimiento bacteriano al comparario con el crecimiento
del pocillo control, ya sea una inhibicién completa del crecimiento o un boton de

crecimiento muy tenue.
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Segun Suda R. y col en el Jornal Periodontology 2003 para prevenir el ataque o
progresion de la periodontitis se debe entender cuando se forman los patégenos
periodontales, primero como ellos desarrolian el biofilm que causan la enfermedad
periodontal. El propdsito de este estudio fue determinar la relacién entre el estado
fisico y el patogeno periodontal seleccionado en placa subgingival de nifios
escolares, este estudio se dirigid con 95 nifios escolares de 8 a 11 afos. La
presencia y distribucion de ocho patégenos periodontales. La primera prueba fue
realizada en el primer molar superior por una técnica de inmunofluorecensia y se
compararon con ciertos parametros clinicos. De los 95 nifios solo uno tenia todos
los ocho patdgenos, y 5 de ellos no tenian cualquiera de los ocho patégenos. El
numero de patégenos positivos fue de 3.5 + 0 — 1.8 y el porcentaje de patdgenos
positivos 3.82+ 0 — 4.22 %. El numero y el porcentaje total de patdégenos positivos
se puso en correlacion fuertemente con el indice de placa. El numero de
patégenos positivos fue puesto en correlacion a la presencia de calculos
subgingival. El patégeno mas frecuente que se encontrd fue el campylobacter
(4.2 % )y eikenella ( 83.2 % ) y el menor actinobacilos actinomicetocomicans de
(7.4 % ). De los ocho patégenos la frecuencia y distribucion de la porfiromona fue
puesto con relacion al indice de placa y la presencia de calculo, ademas las
porfiromonas gingivales y el fusobacterium mostr6 una correlacion con la
inflamacion gingival. En conclusién, la presencia de porfiromona gingivalis y
fusobacterium puede ser un marcador de riesgo importante para el ataque de la

enfermedad periodontal. (SUDA R, 2003).
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En un estudio realizado sobre el perfil de la microflora subgingival en nifios con
denticion mixta en el departamento de periodoncia de la escuela de medicina en la
universidad de Atenas en Grecia se encontrd una gran variedad de microflora en
ninos a temprana edad. Fueron estudiados 40 nifos de 7 a 8 anos
sistémicamente sanos escogidos aleatoriamente. Se tomaron muestras de placa
subgingival en la region mesial de los dientes 21, 11, 16, 36 para permanentes y
53, 73, 64, 84 para deciduos y las muestras fueron cultivadas anaerobicamente
usando medios selectivos y no selectivos y teniendo una concentracion de3 10 %
de dioxido de carbono. Cuarenta y cinco especies microbianas diferentes fueron
aisladas en ambos tipos de denticion. El desarrollo de la microflora oral
relacionada con la edad y colonizacion de anaerobios es todavia
inadecuadamente entendido. Ciertos gramnegativos han sido blanco de intensas
investigaciones en microbiologia oral y muchos otros estudios estan enfocados en
la composicién de microflora oral en la periodontitis. Fueron halladas prebotella,
fusobacterium nucleatum en nifios de 5 a 7 afos de igual manera en nifios de 8 a
12 anos con periodontitis. No fueron encontradas porfiromonas gingivalis y
ocasionalmente se hallo actinobacilos actinomicetocomicans. La examinacion
periodontal para este estudio incluyo la valoracion profunda de el sondeo, placa y
sangrado de seis zonas diferentes de los dienten ( m-d-mi-dl) de todos los dientes.
Las medidas fueron hechas a un milimetro usando la prueba periodontal de FOXS
WILLIAMS. Toda la evaluacion clinica fue realizada por un periodoncista. Los
resultados arrojados por el estudio muestran que en ninos con denticion mixta hay

gran cantidad de bacterias anaerobias gram negativas que pueden estar
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relacionadas con la patogénesis y la edad periodontal en la edad adulta (TATSUJI,

N, 2000)

Un estudio realizado por Arie J. Van Winkelhoff en 2005 se determiné que por
varios siglos la profesién medica ha sido usada en la microbiologia medica tanto
en el diagnostico como en la planeacidon del tratamiento de enfermedades
infecciosas. La identificacion de los agentes etiolégicos han ayudado a la
seleccion de la terapia farmacologica optima para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. La microbiologia clinica es utilizada en la odontologia
para el estudio de la caries de los implantes dentales vy la periodoncia.
Recientemente fue evaluado la microbiologia en el diagnostico en periodoncia con

diferentes técnicas para la deteccion y el conteo de bacterias (ARIE J, 2005).

En esta misma investigacion, se sostiene que la razén de la aplicacion clinica de la
microbiologia periodontal en el tratamiento de tipos severos de destruccion en la
enfermedad periodontal. El analisis microbiolégico es usado para la identificacion
del potencial mas efectivo en las estrategias de tratamiento. En conclusion el
analisis microbioldgico en periodoncia aposta a: La discriminacion de diferentes
tipos de microflora en la infeccién periodontal. Seleccién correcta de beneficios
para la terapia sistémica antimicrobios. Asistencia en la seleccion del antibidtico
mas apropiado para el tratamiento de acuerdo a la composicion de la flora
subgingival, ayuda a la disminucion de la potencia de los agentes antimicrobiales

y la emergencia de los microorganismos resistentes, ayuda en la seleccion
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correcta de pacientes 6ptimos para implantes con historia de periodontitis. (ARIE,

J, 2005)

Un estudio de Perrone, M. Profesor Titular. Instituto de Investigaciones
Odontolégicas "Ral Vicentelli" Facultad de Odontologia. Universidad Central de
Venezuela. Dice que pocos microorganismos, han sido hasta ahora denominados
patégenos periodontales, los cuales, estan relacionados con la iniciacion y
progresion de la enfermedad. Aunque hay mas de 300 especies que se aislan en
los sacos periodontales, solo un pequefio porcentaje de ellas se consideran
etiologicamente importantes. El grupo de Bacilos Anaerobios Gram Negativos
mayormente relacionados en la etiologia de la enfermedad periodontal comprende
los Géneros Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides y Fusobacterium, los cuales
estan ubicados dentro de la familia Bacteroidaceae, segun Bergey's Manual of
Systemic Bacteriology (1994). La clasificacion de estas bacterias ha sido dificil y
por ello a lo largo de los afios han emergido numerosas reclasificaciones

taxondmicas, que posiblemente continden en el futuro.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo General.
Determinar la microflora subgingival anaerobia en nifios con denticion mixta
atendidos en la clinica de odontopeiatria del Colegio Odontologico Colombiano en

el | semestre del 2006



1.5.2 Objetivos Especificos.
Relacionar las caracteristicas sociodemogréficas, edad y género de los nifios del

estudio con la microflora subgingival anaerobia

Determinar el grado de inflamacién gingival y la presencia de placa de los ninos

atendidos en la clinica de odontopediatria del C.0.C en el 2005

Identificar la presencia de microorganismos anaerobios en placa subgingival.

2. ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo Transversal

2.2 OBJETO DE ESTUDIO

Microflora subgingival anaerobia

2.3 POBLACION DE ESTUDIO

Niffios de 6 a 12 afnos con denticion mixta atendidos en las clinicas de

odontopediatria del Colegio Odontolégico Colombiano durante el | semestre del

2006.
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2.3.1 Criterios de Seleccion:

2.3.1.1 Criterios de inclusién

o Nifos con denticién mixta
o Nifios con inflamacion gingival
o Nifos cuyos padres hayan firmado el consentimiento informado

2.3.1.2Criterios de exclusion

o Nifios que reporten compromiso sistémico en el cuadro de anamnesis
o Nifios con algun tipo de discapacidad mental

o Nifios que hayan tomado antibiético 3 meses antes del estudio

2.4 MUESTRA

La muestra fue elegida por conveniencia segun los criterios de inclusion y de

exclusion
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2.5. VARIABLES
VARIABLE
Aspecto Sociodemografico

Edad
Genero

Inflamacién Gingival

Placa Bacteriana

Microflora Anaerobia
.Prevotella Intermedia

2.Fusobacterium Nucleatum

3.A.Actinomicenticomitans
4 Porfiromona Gingivalis
5. actinomyces
6. otros

DEFINICION

Edad: Afios cumplidos
medida de duracién del

vivir, lapso de tiempo
transcurrido desde el
nacimiento hasta el

instante o periodo que se
estima de la existencia
de una persona
Genero: Tipo de sexo
categoria de clasificacion
de los seres vivos
Agrandamiento y
enrojecimiento de la encia
asociado a placa
bacteriana.

Pelicula de bacterias que
se pega a los dientes en la
linea de la encia.

Conjunto de
microorganismos que
crecen con CO2

OPERAZIONALIZACION CATEGORIZACION

ANOS:
Cuantitativa
10 11 12

Femenino

Masculino Cualitativa

0: Ausencia de
inflamacioén
1: Inflamacién leve
2: Inflamacion
moderada
3: Inflamacién severa

Cualitativa

1: No visible

2: Visible Cualitativa

1. Presencia

2 ausencia Cuantitativa

ESCALA DE
MEDICION

Discreta

Nominal

Qrdinal

Ordinal

Discreta

INSTRUMEN

Instrumento «
recoleccior

Instrumento «
recoleccior

Visual

Visual

Estereoscop
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2.6 INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Colegio Odontoiégico Colombiano
MICROFLORA SUBGINGIVAL ANAEROBIA EN NINOS CON DENTICION
MIXTA ATENDIDOS SEGUN EL INDICE DE INFLAMACION GINGIVAL Y LA
PRESENCIA DE PLACA EN LA CLINICA DE ODONTOPEDIATRIA DEL
COLEGIO ODONTOLOGICO COLOMBIANO EN EL | SEMESTRE DEL 2006
Arias Diego, Benavides Marcela, Maldonado Jouffroy, Parra Mariana, Saenz
Jorge, Trujillo Edna.

Nombre y Apellidos Instrumento #__

4 Aspectos sociodemograficos

Edad: 6 7 8 9
|3 NSRSy Iy S 12 ..
Genero: M F

2. Indice gingival:

1Inflamacion Moderada 2 Inflamacion Leve

3. Indice de placa bacteriana Loe y Silness
1 No visible
2 Visible

4. Microflora Anaerobia
1 Presente 2 ausente
1.Prevotella Intermedia
2.Fusobacterium Nucleatum
3.A.Actinomicenticomitans
4.Campilobacter
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2.7. PROCEDIMIENTO

Para iniciar la prueba de campo de la investigacion se procedio en primer
lugar y antes de cualquier contacto clinico con los pacientes, a solicitar €l
permiso a direccion de clinica y la aprobacion al comité de ética del Colegio
Odontologico Colombiano, aclarando que este estudio no tenia ningun tipo
de riesgo, ni dafio a la integridad fisica de los participantes de la muestra.
Una vez teniendo su aprobacién se procedié a pedir su autorizacion
(consentimiento informado) a los padres de los nifios atendidos en la clinica
de Odontopediatria del Colegio Odontolégico Colombiano, atendidos en el
primer semestre del 2006, aclarandoles de manera concisa y exacta el

procedimiento a realizar (Ver Anexo 1).

Antes de proceder a la toma de muestras en boca se realiz6 una calibracion
de los examinadores teniendo como referencia el indice de Kappa, los
resultados pueden observarse en los anexos 3 y 4. Se inicié la recoleccion
de datos, utilizando un instrumento que contiene: nombre, género, edad,
grado de inflamacion, presencia de placa y presencia o ausencia de
microorganismos objetos de estudio, en pacientes nifios de 6 a12 anos que
no reportan ningun tipo de compromiso sistémico, ni consumo de antibibticos
3 meses antes de la muestra en el reporte de historia clinica.

Con el nifio sentado cémodamente en la unidad de trabajo, se procede a
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tomar la muestra de la siguiente forma: la encia que rodea el diente a evaluar
clinicamente se seca con la jeringa triple para retirar exceso de saliva, la
placa fue retirada con puntas de papel de segunda serie previamente
estériles, dibujando esta una o dos veces, a través de la parte subgingival de
la superficie bucal. Las muestras de placa fueron tomadas de la zona
vestibular del primer molar superior permanente en boca, y fueron
asépticamente transferidas al medio de transporte VGMA Il en el cual las
bacterias anaerobias estrictas y anaerobias facultativas permanecen viables
sin multiplicarse por un periodo de 48 horas. Durante dicho lapso de tiempo,
las muestras fueron transportadas al laboratorio de microbiologia oral del
instituto UIBO (unidad de investigacion basica oral) para su procesamiento y

cultivo.

El cultivo e identificacion de las especies se realizé6 desacuerdo con las
recomendaciones de Slots y col, cuyas técnicas fueron estandarizadas en el

laboratorio donde fue realizado el andlisis microbioldgico (UIBO).

Para la identificacion por cultivo de Porphyromonas Gingivalis, Prevotella
intermedia, Prevotella Nigrescens, Actinomyces, Eikenella Corrodens,
Campylobacter Rectus, Micromonas micros, Fusobacterium spp y Dialister
Pneumosintes. Se realizd licuefaccion en Vortex para realizar las mezclas
respectivas, donde las perlas qgue contienen VGMAIIl realizan el

desprendimiento de las bacterias que vienen en las puntas de papel. se
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hicieron diluciones en base 10 a partir del medio VGMA I, las cuales se
sembraron en agar brucella sangre enriquecido con hemina y menadiona
(BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD) y se llevaron a incubacion a
36°C en atmosfera de anaerobiosis (Anaerogen, Oxid, Hampsire, England)
durante 7  dias. Para la identificacion de  Actinobacilus
Actinomycetemcomitans, las muestras se sembraron en agar TSBV (Slots
1982) y se incubaron en atmoésferas de 10% de CO2 ( Campygen, Oxoid,
Hampshire, England) durante 3 a 5 dias. Para el aislamiento de bacterias
entéricas se utilizo agar Mac Conkey , el cual se incubo en aerobiosis

durante 24 a 48 horas a 37°C.

Para la identificacion de los diferentes microorganismos se analizd la
morfologia, pigmento y caracteristicas de las colonias de cada uno de ellos y

la coloracion de gram.

Para Porphyromonas Gingivalis se tuvieron en cuenta, ademas, la prueba de
luz ultravioleta negativa y la prueba de CAAM positiva. Para Tamnnerella
Forsythia se utilizo la prueba de CAAM; Para Campylobacter Rectus se
reconocié por su movilidad y Eikenella Corrodens con las pruebas de nitritos
y oxidasa. se realizaron ademas pruebas bioquimicas y enzimaticas
confirmatorias para todos los microorganismos, utilizando el sistema de
identificacion comercial Rapid ANA Il ( Remel Apogent, Santa fe Drive,

Lenexa KS 66215, USA) las capas presuntivas de Actinobacilus
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Actinomycetemcomitans fueron identificadas por la presencia de una estrella
en el interior de las colonias y las pruebas catalasa positiva y MUG negativo.

Las bacterias entéricas se reconocieron por sus caracteristicas morfologicas
y tintoriales y sus respuestas a la fermentacion de la lactosa. Para la
identificacion de género y especie se utilizo el sistema de identificacion BBL

CRISTAL ENTERIC/NON FERMENTER.

Finalmente los resultados adquiridos durante el proceso de investigacion y
luego del andlisis microbiologico, fueron tabulados en tablas y graficas en

hoja de célculo Microsoft Excel para su mejor entendimiento y manipulacion.

3. RESULTADOS

Se evaluaron 30 nifios de 6 a 12 anos con denticion mixta atendidos en las
clinicas de odntopediatria del C:0:C durante el primer semestre del 2006,
donde el 53.3% (16 ) corresponden al genero femenino y 46.7% (14)
corresponden al genero masculino. El promedio +/- la desviacion estandar de
la edad fue 8.97% +/- 1.73%, donde el 20% (6) de los nifios tenian 8 afios de

edad.
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GRAFICA No. 1. PORCENTAJE DE PACIENTES POR GENERO

a N

O femenino
B masculino

PORCENTAJE

GENERO

%, y

La tabla No. 1, Muestra el nimero de nifios correspondiente a cada edad, y

el porcentaje que cada grupo representa del total de la muestra (30 nifios).

TABLA No. 1 DISTRIBUCION DE LA EDAD

nifos edad porcentaje
2 6 6,70%
5 7 16,70%
6 8 20%
5 9 16,70%
5 10 16,70%
5 11 16,70%
2 12 6,70%
TOTAL 30 100,20%

GRAFICO No. 2. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS EDADES
( R

20,00%

15,00%

E6 afios
@7 afios
08 afos
09 afios
H10 afios
011 afios
@12 afios

10,00%

5,00%

PORCENTAJE

0,00% 2SR

EDADES

L

La tabla No. 2. muestra la distribucion o presencia de los microorganismos

estudiados sobre el total de la muestra y el porcentaje que ésta representa.
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TABLA No. 2 . DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LOS MICROORGANISMOS

Microorganismo Anaerobio % No. Nifios
Fusabacterium nucleatum 93.3% 28
Campylobacter 86.7 26
Protovella Intermedia 733 22
actinomyces 73.3 22

GRAFICO No. 3. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE
MICROORGANISMOS

f
< B Fusabacterium
2 nucleatum
2
8 E Capylobacter
o
2 OProtovella Intermedia
OActinomyces
MICROORGANISMO
\,

No existe diferencia significativa entre el género y la prevotella intermedia
(P= 0.689-prueba exacta de fisher.), fusobacterium nucleatum (P=1.00-
prueba exacta de fischer), campylobacter (P=0.602-prueba exacta de
fischer), actinomyces (P=0.689-prueba exacta de fischer), respectivamente,

como lo muestra la tabla No. 3.
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TABLA No. 3 RELACION DE GENERO CON MICROORGANISMOS

Microorganismo anaerobio Prueba exacta de Fisher
Fusabacterium nucleatum P=1,00
Campylobacter P=0,602
Protovella Intermedia P=0,689
actinomyces P=0,689

No existe diferencia significativa entre la edad y la prevotela intermedia
(P=0.237-prueba Tau-b de kendall), fusobacterium nucleatum (P=0.19S-
prueba Tau-b de Kendall),campylobacter (P=0.310-prueba de Tau-b de
Kendall), actinomyces (P=0.792-prueba Tau-b de Kendall) respectivamente

como lo muestra la tabla No. 4.

TABLA No. 4 RELACION DE EDAD CON MICROORGANISMOS

Microorganismo anaerobio Prueba Tau-b de Kendall
Fusabacterium nucleatum P=0,199
Campylobacter P=0,310
Protovella Intermedia P=0,237
actinomyces P=0,792

El 70%(21) de los nifios presentaron placa visible y el 30%(9) no visible; no
existe diferencia significativa entre la presencia de placa y prevotella
intermedia, como lo muestra la tabla No.5. ( P=1.00-prueba exacta de
fisher), fusobacterium nucleatum (P=0.199- prueba exacta de fischer),
campylobacter (P=0.310- prueba exacta de fischer),

actinomicteocomitans(P=0.792-prueba exacta de fisher) respectivamente
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TABLA No.5. PRESENCIA DE PLACA SUBGINGIVAL

No. nifios Porcentaje
Placa no visible 9 30%
Placa visible 21 70%

GRAFICO No. 4. PRESENCIA DE PLACA SUBGINGIVAL

r

placa no
e e VisiDle; 30%

placa me
Visible; 70%

El 50% (15) de los nifios presentaron grado de inflamacion leve y 50%(15)
grado de inflamacién moderada. No existe diferencia significativa entre grado
de inflamacion y prevotella intermedia (P=0.05-prueba Tau-b de
kendall),fusobacterium nucleatum (P=1.00-prueba de Tau-b de kendall),
campylobacter (P=1.00-prueba da Tau-b de kendall), actinomyces (P=0.404-
prueba de Tau-b de kendall) respectivamente, como lo muestra la tabla No.

6.
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TABLA No. 6 RELACION INFLAMACION CON MICROORGANISMOS

Microorganismo anaerobio Prueba Tau-b de Kendall
Fusabacterium nucleatum P=1,00
Campylobacter P=1,00
Protovella Intermedia P=0,05
Actinomyces P=0,404

GRAFICO No. 5. PRESENCIA DE INFLAMACION

I

inflamacion inflamacion
moderada leve
50% 50%
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\,

TABLA No.7. INDICE DE KAPPA / TAU-C DE KENDALL

Placa bacteriana Inflamacion gingival
Kappa Grado Tau-C de Grado
acuerdo Kendall acuerdo

Examinador 1 -0.235 Error 0.551 No relaciéon
Examinador 2 0.588 Media 0.551 No relacion
Examinador 3 0.696 0.367 No relacion
Examinador 4 1.00 Perfecto 0.401 No relacion
Examinador 5 1.00 Perfecto 0.367 No relaciéon

Examinador 6 0.696 0.612 No reiacion
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4. DISCUSION

Al hablar de enfermedades periodontales, se debe tener en cuenta multiples
factores de riesgo que influyen de una u otra forma en su desarrollo, éste
estudio pretende establecer la presencia de ciertos microorganismos en la

placa bacteriana y su relacion con la gingivitis en nifios entre 6 y 12 anos.

Segun Bimstein 1999, una de las condiciones que favorece la gingivitis es la
erupcion de los dientes permanentes, la cual puede ser considerada como
factor de riesgo, acomparnada de la higiene oral, sin embargo, ningun autor
confirma que las enfermedades periodontales estén relacionadas de alguna
manera con el género de los pacientes (BEIMSTEIN E, 199916), lo cual no
convierte dicha variable en un factor de riesgo, de hecho, los resultados
muestran que no existe diferencia significativa entre el género y la Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter, Actinomyces,

respectivamente.

Segun Lars Matsson 1978, la abstinencia de una correcta higiene bucal,
genera depositos bacterianos en los dientes, tanto en grupo de nifios como
en adultos jovenes; los tipos de bacterias comienzan a aparecer en
diferentes momentos, asi como el grado de inflamacion de las encias

(MATSSON L, 1978). Sin embargo no encontré evidencia alguna que
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establezca una mayor resistencia en nifios que en adultos a la inflamacion
gingival. Por otro lado, Keiko Tsuruda y colaboradores en 1995, afirman que
usando diferentes medios de conteo e identificacion bacterial, no es posible
establecer una diferencia significativa en los diferentes niveles de P.
Intermedia entre pacientes en pubertad (10 — 16 afios), hallazgo encontrado

en el presente estudio (KEIKO TSUDA'Y COL, 1995).

Existen segun su evidencia, dos tipos de placa, la visible y la no visible, sin
embargo los microorganismos que la conforman parecen ser los mismos.
Los resultados arrojados por ésta investigacion no sugieren ninguna
diferencia significativa con respecto a la presencia de los microorganismos
en pacientes con diferentes indices de placa (Tatsuiji Nishihara & Takeyoshi

Koseki., 2004).

Suda y colaboradores en el 2003, en un estudio de 95 ninos escolares entre
8 y 11 afios de edad buscaron la presencia y distribucion de 8 patégenos
periodontales determinados por una técnica de inmunofluorescencia indirecta
y encontraron que el nimero total de patégenos positivos estaba relacionado

fuertemente con el indice de placa (SUDA R, 2003).

Los patégenos encontrados mas frecuentemente fueron el Campylobacter
Rectus 84, 2% vy Eikenella corrodens 83.2 % y el menos encontrado fue el

el Actinobacyilus actinomycetecomitans con 7.4 %. Concluyeron que la
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presencia de Porphyromonas gingivalis, o la asociacion de Porphyromonas
gingivalis, y Tainnerella forsythensis puede ser un marcador de riesgo a

tener en cuenta en el monitoreo para el inicio de enfermedad periodontal.

En el presente estudio los microorganismos hallados con mayor frecuencia
fueron Fusobacterium Nucleatum, Campylobacter, Prevotella intermedia y
Actinomyces. Al igual que en el estudio anterior, en esta investigacion el
microorganismo aislado en menor proporcién fue el Actinobacillus
Actinomicetecomitans. En contraposicic’m a el estudio realizado por Suda y
col, en la presente investigacion no se hallé la presencia de Porfiromonas
Gingivales, a pesar de haber utilizado un medio selectivo para dicho

microorganismo.

Otro hallazgo importante es que en el estudio anterior la presencia de placa
bacteriana se relaciono con 8 patogenos periodontales determinados, en
este, sin embargo, no existid una relacion significativa entre los 4 patégenos

periodontales seleccionados y la presencia de placa bacteriana.

En cuanto al grado de inflamaciéon se encontré que el 50% (15) nifios
presentaron grado de inflamacién leve y el 50% restante presentaron grado
de inflamacién moderada, sin embargo no se encontro diferencia significativa
entre el grado de inflamacion y Prevotella intermedia, Fusobacterium

nucleatum, Campylobacter, Actinomyces, respectivamente.
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Gavin y colaboradores tomaron 3 patégenos periodontales seleccionados
Porphyromonas  gingivalis, Actinobacillus  actinomycetemcomitans, 'y
Tannerella forsythensis en nifios con y sin inflamacion gingival utilizando la
técnica de PCR encontrando que no habian diferencias significativas entre
los dos grupos con respecto a la presencia de Porphyromonas gingivalis o

actinobacyllus actinomyceticomitans en cada grupo(GAVIN P Y COL, 2004)

Solamente se concluyé que la presencia de Tanarella forsythensis esta
asociada con placa bacteriana en sitios sin  gingivitis, los resultados
obtenidos en el presente estudio en cuanto a estas tres especies, por el
contrario no representan un dato significativo que las relacione con la placa
bacteriana ni con la presencia de inflamacion gingival, de hecho
Porphyromonas gingivalis, no fue encontrada en ninguna de las muestras

analizadas.

Los hallazgos de este estudio demostraron que la presencia de microflora
anaerobia en nifios con denticion mixta atendidos en las Clinicas de
Odontopediatria del Colegio Odontolégico Colombiano no estuvieron
relacionadas con el grado de inflamacién gingival ni la presencia de placa
contradiciendo hallazgos encontrados en investigaciones anteriores
relacionados con la presencia de los mismos, el grado de inflamacion

gingival y el indice de placa.
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5. CONCLUSION

Luego de analizar las muestras de placa bacteriana recogidas para el
presente estudio, se encontrdé un numero elevado de bacterias que
conforman la biopelicula, sin embargo al observar la presencia de
microorganismos como Fusabacterium nucleatum, Campylobacter, Prevotella
Intermedia y actinomyces, se concluye que su presencia no esta relacionada
con el género o la edad de los individuos, sin embargo no se puede asegurar
que su presencia o ausencia no se vea transformada en edades mas

avanzadas.

A pesar de presentarse una diferencia significativa entre la presencia de
placa visible (70%) y la no visible (30), se observd que no existe una
diferencia notoria entre la presencia de placa y los microorganismos

estudiados.

Al encontrar que el grado de inflamacion presente en los nifios estudiados
fue de leve a moderada, se debe tener en cuenta que el proceso natural de
erupcion dental trae consigo un ligero enrojecimiento e inflamacion de las
encias, manifestaciones que no deben confundirse con una gingivitis

asociada a placa bacteriana.
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Puesto que en ninguno de los pacientes estudiados se pudo determinar la
presencia de gingivitis asociada a placa bacteriana, se puede deducir que los
habitos de higiene oral presentes en los nifios que asisten a las clinicas del
C.0.C., no son tan deficientes como para alcanzar un grado elevado de
acumulacion de placa bacteriana e incubaciéon de microflora bacteriana, pues
para ello es necesario permanecer cierto nimero de dias sin un cepillado

adecuado.

Al encontrar en la mayoria de las muestras la presencia de los cuatro
microorganismos analizados, se puede concluir que la placa bacteriana
funciona como un micro sistema, donde los microorganismos interaccionan
entre si y con el ambiente en el que se desarrollan, es casi inseparable |a

presencia de un microorganismo en relacion a los demas.

Para obtener unos resultados verosimiles, es necesario trazar un protocolo
adecuado y realizar todas las actividades con rigurosidad, asi como
manipular las muestras conforme lo exigen las normas, por lo anterior, ésta
investigacion cumple con los requisitos, y los datos consignados en éste

documento adquieren validez.
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6. RECOMENDACION

Dado que en una sola muestra no es posible encontrar todos los
microorganismos presentes en la placa bacteriana, es recomendable ampliar
el numero de individuos para la toma de muestras, de ésta manera se podria
tener mayor certeza de los microorganismos que se pueden observar en la

biopelicula.

Realizar reportes periodicos de la presencia de microorganismos en la flora
bucal de los pacientes que asisten a las Clinicas de Pediatria del C.O.C., con
el fin de prevenir enfermedades de salud publica como la gingivitis asociada

a placa bacteriana.

Partir de los resultados arrojados por la presente investigacion para adelantar
camparfias de promocion y prevencion de enfermedades periodontales, asi

como su manejo, tanto por parte de los odontélogos como de [os pacientes.

Realizar futuras investigaciones que den continuidad a los resultados
arrojados por éste trabajo, de tal manera que se pueda llevar una estadistica
real de la presencia o ausencia de microorganismos asociados a

enfermedades periodontales como la gingivitis.
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Tener en cuenta otros parametros o variables en futuras investigaciones,
como dieta, habitos de higiene oral, enfermedades sistémicas, presencia de
aparatologia, y demas circunstancias que puedan llegar a convertirse en

factores de riesgo.

Estudiar los microorganismos encontrados en la placa bacteriana segun el
sitio bucal donde se ubique, especialmente en los diferentes dientes, pues
algunos resultan ser un habitat mas adecuado para el establecimiento y

desarrollo de la microflora bucal.
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
COLEGIO ODONTOLOGICO COLOMBIANO

PERFIL DE LA MICROFLORA EN NINOS CON DENTICION MIXTA ATENDIDOS EN
LA CLINICA DE PEDIATRIA DEL COLOEGIO ODONTOLOGICO EN 1 SEMESTRE
DEL 2006

Dejo constancia que he comprendido que el objetivo de este estudio es determinar el perfil de la
microflora oral en nifios con denticion mixta atendidos en las clinicas de odontopediatria del colegio
odontologico.

En el Colegio Odontolégico Colombiano aun no se han realizado estudios referentes al perfil de la
microflora oral en nifios con denticion mixta y nuestro fin ¢s una vez identificados. clasificarlos de
acuerdo al grado de inflamacion gingival y presencia de placa bacteriana. Esto nos permitira
recopilar informacion acerca de cada microorganismo presente en boca que sirva como punto de
partida para investigaciones en periodoncia, odontopediatria , como material de consulta sobre estos
y su relacion con la gingivitis en nifios.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION COLEGIO
ODONTOLOGICO COLOMBIANO CLINICA DE ODONTOPEDIATRIA

FECHA

YO

Identificado con cedula de ciudadania No de
, autorizo a los estudiantes DIEGO FERNANDO ARIAS, EDNA
TRUJILLO, JORGE SAENZ, JOUFFROY MALDONADO, MARIANA PARRA Y MARCELA
BENAVIDES ( Tel 311 8488673) del colegio odontologico colombiano, para que diligencien el
instructivo  correspondiente  sobre  la  informacion  necesaria con mi  hijo(a)
que ¢s para su proyecto
de investigacion y asi mismo para que realicen las actividades de toma de muestra de placa y saliva
en cavidad oral con puntas de papel en la parte distal del 6 superior, teniendo en cuenta que no hay
ningun tipo de riesgo ni complicaciéon para mi hijo, que no me representa ningin costo participar
en la investigacion, que la duracion del estudio es de 15 minutos, que tengo la capacidad de elegir
en participar o no en la investigacion, y que puedo retirarme en cualquier momento.

Teniendo en cuenta ademas mis deberes como lo son suministrar la informacion, seguir
indicaciones, asistir a la cita y no recibir beneficios monetarios.



ANEXO 2. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS COLEGIO ODONTOLOGICO COLOMBIANO

RESULTADOS MUESTRAS COLEGIO ODONTOLOGICO COLOMBIANO

Numero UFC . ¥
laboratorio No. de paciente | TOTALES Microorganismo UFC %
908coc muestra No. 1 120000 Prevotella intermedia/nigrescens 44000 3,66
Capnocytophaga spp 20000 0.16
Eikenella corrrodens 16000 0.13
Campylobacter spp 10000 0.33
909coc muestra No.2 760000 Capnocytophaga spp 120000 1.57
Fusobacterium spp 20000 0.26
Actinomyces spp 150000 1.97
Campylobacter spp 130000 1.71
Capnocytophaga spp 120000 1.57
910coc muestra No.3 1360000 Capnocytophaga spp 180000 1.32
Eikenella corrrodens 120000 0.88
Prevotella intermedia/nigrescens 420000 3.08
Dialister pneumosintes 10000 0.07
Campylobacter spp 120000 0.88
Fusobacterium spp 180000 1.32
911coc muestra No.4 1610000 Capnocytophaga spp 600000 3.72
Micromonas micros 120000 0.74
Prevotella intermedia/nigrescens 240000 1.49
Fusobacterium spp 100000 0.62
Campylobacter spp 540000 3.35
Dialister pneumosintes 10000 0.06




CULTIVO NEGATIVO PARA BACTERIAS

912coc muestra No. 5 ANAEROBIAS
Bacterias entericas (Serratia ficaria) INCONTABLE
913coc muestra No.6 1100000 Actinomyces spp 220000 2.00
Campylobacter spp 700000 6.36
Fusobacterium spp 180000 1.36
Capnocytophaga spp 80000 0.07
914coc muestra No.7 1530000 Actinomyces spp 940000 6.14
Eikenella corrrodens 140000 0.91
Capnocytophaga spp 60000 0.39
Campylobacter spp 80000 0.52
Fusobacterium spp 120000 0.78
915coc muestra No.8 235000 Prevotella intermedia/nigrescens 26000 0.11
Fusobacterium spp 25000 0.10
Campylobacter spp 107000 0.45
Capnocytophaga spp 24000 0.10
Actinomyces spp 42000 Q.17
Eikenella corrrodens 4000 0.01
Eubacterium spp 4000 0.01
Dialister pneumosintes 1000 0,004
916coc muestra No.9 12000 Prevotella intermedia/nigrescens 24000 0.19
Campylobacter spp 26000 0.21
Actinomyces spp 34000 0.28
Capnocytophaga spp 30000 0.24
Fusobacterium spp 8000 0.06
muestra
917coc No.10 57000 Prevotella intermedia/nigrescens 4000 0.03
Fusobacterium spp 9000 0.07




Campylobacter spp 13000 0.10

Capnocytophaga spp 11000 009

918coc muestra No.11 69000 Fusobacterium spp 7000 0.10
Actinomyces spp 6000 0.08

Prevotella intermedia/nigrescens 2000 0.02

Campylobacter spp 11000 0.15

Eubacterium spp 25000 0.36

Capnocytophaga spp 6000 0.08

Dialister pneumosintes 3000 0,04

919coc muestra No.12 500000 Campylobacter spp 40000 0.80
Fusobacterium spp 50000 1.00

Capnocytophaga spp 200000 4.00

Actinomyces spp 10000 0.02

Prevotella intermedia/nigrescens 20000 0.04

920coc muestra No.13 36000 Prevotella intermedia/nigrescens 2000 0.05
Capnocytophaga spp 8000 0.22

Campylobacter spp 22000 0.61

Fusobacterium spp 4000 0.1

921coc muestra No.14 72000 Prevotella intermedia/nigrescens 12000 0.16
Campylobacter spp 8000 0.1

Fusobacterium spp 12000 0.16

Actinomyces spp 10000 0.14

Capnocytophaga spp 30000 0.41

922coc muestra No.15 650000 Capnocytophaga spp 160000 2.46
Fusobacterium spp 40000 0.61

Prevotella intermedia/nigrescens 50000 0.76

Campylobacter spp 330000 4.58




Dialister pneumosintes 1000 0,004
923coc muestra No.16 141000 Capnocytophaga spp 100000 0.51
Prevotella intermedia/nigrescens 2000 0.01
Actinomyces spp 13000 0.06
Fusobacterium spp 4000 0.02
Campylobacter spp 22000 0.11
924coc muestra No.17 109000 Prevotella intermedia/nigrescens 52000 0.47
Actinomyces spp 16000 0.14
Capnocytophaga spp 5000 0.04
Campylobacter spp 22000 0.20
Fusobacterium spp 7000 0.06
Eubacterium spp 7000 0.06
muestra
925coc No.18 56000 Prevotella intermedia/nigrescens 10000 0.18
Campylobacter spp 15000 0.26
Fusobacterium spp 5000 0.08
Actinomyces spp 11000 0.19
Capnocytophaga spp 5000 0.08
Actinobacillus actinomycetemcomitans 272 0,004
926coc muestra No.19 122000 Campylobacter spp 92000 0.75
Capnocytophaga spp 16000 0.13
Prevotella intermedia/nigrescens 6000 0.04
Actinomyces spp 1000 0.008
Fusobacterium spp 2000 0.01
Dialister pneumosintes 5000 0.04
muestra
927coc No.20 470000 Prevotella intermedia/nigrescens 130000 2.76




Fusobacterium spp 50000 1.06
Campylobacter spp 90000 1.91
Eikenella corrrodens 20000 0.42
Actinomyces spp 130000 2.76
Capnocytophaga spp 50000 1.06
928coc muestra No.21 494000 Campylobacter spp 144000 0-29
Actinomyces spp 112000 0.22
Eubacterium spp 120000 0.24
Capnocytophaga spp 80000 0.16
Fusobacterium spp 38000 0.07
Prevotella intermedia/nigrescens 100000 0.20
muestra
929coc No.22 18000 Campylobacter spp 5000 0.27
Actinomyces spp 5000 0.27
Fusobacterium spp 2000 0.11
Capnocytophaga spp 6000 0.33
muestra
930coc No.23 118000 Actinomyces spp 430000 2.98
Campylobacter spp 360000 3.05
Capnocytophaga spp 180000 1.52
Prevotella intermedia/nigrescens 90000 0.76
Fusobacterium spp 110000 0.93
Actinobacillus actinomycetemcomitans 5000 0,042
muestra
931 coc No.24 410000 Actinomyces spp 30000 0,73
Campylobacter spp 180000 4,39
Capnocytophaga spp 100000 2,43
Prevotella intermedia/nigrescens 100000 2,43




Fusobacterium spp 12000 0,29
muestra
932 coc No.25 537000 Actinomyces spp 116000 0,21
Campylobacter spp 388000 0,72
Capnocytophaga spp 18000 0,03
Prevotella intermedia/nigrescens 6000 0,01
Fusobacterium spp 12000 0,02
muestra
933 coc No.26 780000 Actinomyces spp 270000 3,46
Campylobacter spp 250000 3,2
Capnocytophaga spp 90000 1,15
Prevotella intermedia/nigrescens 60000 0,76
Fusobacterium spp 30000 0,38
Dialister pneumosintes 80000 1,02
muestra
934 coc No.27 790000 Actinomyces spp 80000 1,01
Campylobacter spp 330000 417
Capnocytophaga spp 180000 2,27
Prevotella intermedia/nigrescens 90000 1,13
Fusobacterium spp 20000 0,02
_ Dialister pneumosintes 80000 1,01
muestra
935 coc No.28 . 1650000, Actinomyces spp 200000 0,12
Campylobacter spp 870000 5,27
Capnocytophaga spp 320000 9,93
Prevotella intermedia/nigrescens 160000 0,96
Fusobacterium spp 160000 0,96
Dialister pneumosintes 90000 0,54
muestra
936 coc No.29 930000 Actinomyces spp 90000 0,96
Campylobacter spp 430000 4,62
Capnocytophaga spp 250000 2,68




Prevotella intermedia/nigrescens 90000 0,96
Fusobacterium spp 40000 0,43
Dialister pneumosintes 30000 0,32

Serratia liquefaciens INCONTABLE

Stenotrophomona maltophila INCONTABLE

muestra

937 coc No.30 54000 Actinomyces spp 22000 0,4
Campylobacter spp 13000 0,24
Capnocytophaga spp 7000 0,12
Prevotella intermedia/nigrescens 8000 0,14
Fusobacterium spp 1000 0,01
Dialister pneumosintes 3000 0,05




