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RESUMEN

La placa dental esta organizada en una biopelicula provista de nutrientes llamado Biofilm. Algunos
factores podrian influenciar la organizacion de la biopelicula y la colonizacién microbiana en

restauraciones y aparatos ortodénticos.

El objetivo de este estudio fue investigar los cambios en la microbiota subgingival y los parametros

clinicos antes y después de la colocacién de aparatologia ortodontica.

Materiales y métodos: se registraron parametros clinicos periodontales y muestras de fluido
crevicular en 60 individuos; 30 de ellos fueron examinados nuevamente después de la cementacion
de aparatologia ortodontica. Las muestras fueron analizadas para detectar la presencia de
periodontopaticos y bacterias superinfectantes usando técnicas de cultivo. Se realizé un analisis
descriptivo y se utilizaron t student y Mann Whitney test para analizar las diferencias entre los
grupos (P<0.05).

Resultados: no se encontraron cambios en profundidad al sondaje (PD) y nivel clinico de insercién
(CAL), mientras en sangrado al sondaje (BOP), indice de placa (IP) e indice gingival (IG) se
detecto incremento después de la colocacidn de la aparatologia (P<0.05). P.gingivalis,
P.intermedia/nigrescens T.forsythia y Fusobacterium spp estuvieron elevadas en el grupo
intervenido en comparacién con el grupo al que no se le coloco aparatologia ortodontica. (P<0.01).
Fueron encontrados microorganismos superinfectantes tales como, Enterobacter cloacae,

Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae y Serratia marcescens.

Conclusiones: la colocacién de aparatologia ortodontica es de gran influencia para la acumulacion
de placa bacteriana, de igual manera la colonizacion de periodontopaticos y bacterias

superinfectantes dando como resultado mayor inflamacion y sangrado.

Se debe tener especial atencion y cuidado en los métodos de higiene oral de los pacientes

sometidos a tratamientos de ortodoncia.

Palabras claves: colocacion de aparatologia, microbiota subgingival, bacterias peridontopaticas,

técnicas de cultivo.



1. INTRODUCCION

La terapia ortodontica hace parte integral de cualquier tratamiento oral actual y en ningin momento
es deseable encontrarse con complicaciones de origen periodontal. Varios estudios han mostrado
la relacion que existe entre la colonizacién subgingival de microorganismos periodontopaticos y el
desarrollo de enfermedad periodontal e incluso la afinidad que tienen las sustancias de origen
bacteriano por los aparatos ortodonticos. Esta acumulacién incrementada de microorganismos y
sus metabolitos, puede resultar en inflamacién e incluso llevar a un proceso periodontal
inflamatorio destructivo. Es por lo tanto importante estudiar la microbiota subgingival antes y
después de la colocacion de aparatos ortoddnticos para establecer cambios tanto en sentido
cualitativo y cuantitativo de la composicidon microbiana que puedan servir en el desarrollo de planes

preventivos orales en pacientes que reciben tratamiento ortodéntico

Las bacterias habitan la boca del ser humano desde el nacimiento hasta la muerte. Colonizan los
tejidos blandos incluyendo la encia, mejillas, lengua y ténsilas y cuando los dientes estan
presentes, colonizan tanto por encima como por debajo del margen gingival. Mas de 500 especies
bacterianas han sido aisladas de la cavidad oral humana. Estos microorganismos han
evolucionado para poder ocupar el espacio subgingival'. Es de destacar, que a pesar de vivir en
cercana proximidad a un tejido altamente vascularizado como lo es el tejido conectivo gingival y el
ligamento periodontal, solo un pequefio grupo de estas bacterias causan enfermedad en humanos
sanos. Esto es el resultado de un sistema de defensa complejo que constantemente monitorea la
colonizacion bacteriana y previene la intrusién de estas en los tejidos. Existe entonces, un balance
dinamico entre la placa bacteriana y el sistema de defensa innato del huésped. A medida que la
placa bacteriana se adapta para sobrevivir y colonizar, el sistema inmune limita el sobrecrecimiento
mediante la combinacién de mecanismos innatos y adquiridos de defensa2. Las bacterias liberan
constantemente antigenos que son reconocidos como foraneos dando como resultado una
respuesta inmune. Las bacterias que forman la placa bacteriana representan unos organismos
altamente evolucionados y especializados que se han adaptado y méas aun, continian adaptandose

para sacar el mayor provecho del medio subgingival.34

Un biofilm se define como poblaciones bacterianas incluidas en una matriz adherente unas a otras
y / o a superficies o interfases. Dentro de las caracteristicas importantes de un biofilm estan:
sistema circulatorio primitivo, comunidad ecolégica, cooperatividad metabdlica, diversos

microambientes (pH, tensidn de oxigeno, potenciales eléctricos), crecimiento bacteriano restringido,
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resistencia a las defensas del huésped y a los antimicrobianos. La colonizacion de un diente luego
de haberse lavado comienza rapidamente. En unas cuantas horas se forma una pelicula sobre la
superficie dental que consiste de proteinas y glicoproteinas encontradas en la saliva y fluido
crevicular. La pelicula provee receptores para la adherencia de estreptococos como S.gordonii y
A.naeslundii, dos de los colonizadores iniciales, creando un ambiente inicial para la coagregacion
bacteriana. La coagregacion se basa en la interaccion especifica de los factores de adhesion
producidos por algunas bacterias en interaccion con otras. El resultado de estas interacciones es
la formaciéon de un complejo ordenamiento de bacterias. Los estreptococos y fusobacterias son
dos de los géneros bacterianos mas frecuentes ya que han sido encontrados en casi todas las
muestras de placa bacteriana obtenidas de sujetos tanto sanos como enfermos. Los
estreptococos son los colonizadores mas predominantes en la pelicula y proveen abundantes
factores de adhesion para otras especies. Por lo tanto estos microorganismos juegan un papel

importante en la formacién del biofilm como estructura principal de la placa bacteriana®.

Mientras que en la gingivitis la microbiota subgingival es principalmente aerobia, en la bolsa
periodontal la microbiota es anaerobia y se encuentran muy pocas proporciones de cocos gram
positivos®. Asi pues se forma un micro-ambiente que es especial para la colonizacién de los
microorganismos. Sin embargo, el surco periodontal y la bolsa periodontal no representan un
ambiente favorable para la microbiota oral y solo ciertos microorganismos altamente evolucionados
son capaces de colonizar y sobrevivir. Se entiende entonces que el cambio en el pH , temperatura.,
nutrientes y tension de oxigeno puede limitar el crecimiento de los microorganismos 2. Inicialmente
colonizan microorganismos gram positivos predominantemente las formas cocoides en unas
condiciones en donde existe un balance entre las defensas del organismos y las bacterias. El
desafio microbiano es constante y en cualquier momento puede romperse el balance y permitir la
colonizacion de microorganismos gram negativos que son los que dan inicio al proceso destructivo
conocido como periodontitis. A medida que se profundiza la bolsa periodontal, anteriormente surco
periodontal, cambia de un ambiente aerobio a un ambiente anaerobio mas restrictivo®. Asi bien, la
microbiota subgingival puede estar compuesta por mas de 300 especies diferentes de
microorganismos pero de los cuales solo unos pocos han sido relacionados con el inicio y progreso
de la periodontitis. Estos microorganismos han sido identificados como Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia y
Fusobacterium nucleatum’. Microorganismos como el Actinobacillus actinomycetemcomitans, y
Porphyromonas gingivalis poseen factores de virulencia como leucotoxina
(A.actinomycetemcomitans), colagenasas, lipopolisacarido (LPS) que son altamente dafiinos para
el huésped 891011 ¢ incluso son capaces de iniciar destruccion periodontal en animales de

experimentacion'?. Bacteroides forsythus ha sido encontrado en altos niveles en lesiones
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periodontales activas en comparacion con sitios con gingivitis y sanos'S. Prevotella intermedia
presenta los mismos factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis y ha sido cultivada en
altos porcentajes de pacientes con periodontitis'* Fusobacteium nucleatum es uno de los
microorganismos mas comunes alcanzando el 7-10% de la microbiota cultivable de muestras
obtenidas en bolsas periodontales profundas®. No obstante, bacterias sobreinfectantes pueden
crecer igualmente dentro de la bolsa periodontal como resultado de la enfermedad mas que como
su causa. Sus niveles se pueden incrementar incluso por encima de los verdaderos patdgenos
periodontales y por lo tanto dificultar su identificacion. Un ejemplo de estas bacterias son los
bacilos entéricos gram negativos. La presencia de bacilos entéricos gram negativos no es un
hallazgo comun en periodontitis ya que hacen parte de una microbiota foranea a la cavidad oral y
por lo tanto se considera como una sobreinfeccion. Estos microorganismos son implicados en el 68
y el 100% de las infecciones intrahospitalarias y su capacidad de transmisiéon persona a persona
representa un gran problema de salud publica’®. Una de las mas importantes es la
Pseudomona.aureginosa que ha sido implicada en infecciones de oido, ojo, heridas, endocarditis y
es la mayor causa de infecciones nosocomiales. Pseudomona .aureginosa puede invadir tejidos y
causar dano a nervios y osteomielitis y su tratamiento generalmente incluye debridamiento de los
tejidos infectados y administracion de antibidticos'”. Los bacilos entéricos gram negativos tienen la
capacidad de producir potentes factores de virulencia como adhesinas invasivas, proteinas
antifagociticas y enterotoxinas'é, especialmente de E.coli, que son empleadas en los laboratorios
de microbiologia como parametro para evaluar factores de virulencia producidos por otros

microorganismos.

La relacion que existe entre bacilos entéricos gram negativos y su papel en enfermedad periodontal
no es clara aun. Slots et al'® encontraron una alta prevalencia de mas de 50% de bacilos entéricos
gram negativos con un 23% de la microbiota cultivable en 24 pacientes con periodontitis crénica
severa de la Republica Dominicana. Los resultados mostraron una mayor frecuencia de bacilos
entéricos gram negativos que los microorganismos relacionados con periodontitis. Wahab et al20
encontraron resultados similares en Sudan y al comparar con estudios paralelos fue mucho mayor
que en Estados Unidos. Al parecer, el establecimiento de una bolsa periodontal provee las
condiciones optimas para la colonizacién y el establecimiento de estos microorganismos que en
algunos casos, sobrepasan en cantidad a los microorganismos que frecuentemente son

identificados en enfermedad periodontal.

Muy pocos estudios hay disponibles sobre los cambios de la microbiota subgingival relacionado

con la colocacion de aparatologia ortodontica pero se puede extrapolar de alguna forma los
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estudios realizados en protesis fija. Este evento simularia la colocacién de bandas o aparatos

retentivos. No obstante, el analisis de la informacion debe ser tomada cuidadosamente.

Un estudio en animales?! evalud los efectos del sobrecontorno y subcontorno de dientes sobre el
estado periodontal. Por un periodo de 9 semanas permitieron el acumulo de placa hasta el
momento de sacrificio de los animales. No se encontraron cambios significativos en el periodonto
en dientes con subcontorno mientras que los dientes sobrecontorneados permitieron la impactacién
de alimentos y la retenciéon de placa observandose microscépicamente un infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos y células plasmaticas en la zona marginal del tejido, formacion de rete
pegs, vasos sanguineos ensanchados y proliferacion coronal del margen de 0.5-1.0mm. Aunque no
se observaron alteraciones en el aparato de insercion, los cambios inflamatorios pueden ser vistos
en la primera semana implicando que su progresion sin tratamiento puede llevar a la perdida de
insercion. La prevalencia de los sobrecontornos en restauraciones dentales esta entre el 25-76% y
basta solo con 0.2-0.8mm de exceso para causar problemas serios sobre el periodonto. El
mecanismo patogénico de los sobrecontornos sobre el periodonto es la interferencia con la higiene
oral. Tales condiciones permiten el crecimiento de microorganismos periodontopaticos?2. Tal et al.
(1989)2% en un estudio experimental en perros evaluaron el abuso del espacio biolégico con
amalgamas sobrecontorneados por un periodo de un afio. Los autores observaron un promedio de
recesion de tejido marginal de 3.16mm, perdida ésea de 1.17mm y clinicamente un tejido inflamado
con sangrado al sondaje leve. Microscopicamente el tejido conectivo inmediatamente debajo de la
restauracion se encontraba densamente infiltrado por células inflamatorias. Aunque, al momento
del sacrificio de los animales, no se observo actividad osteoclastica, la violaciéon del espacio
biolégico condujo a la perdida progresiva de insercién hasta un punto en donde el periodonto logra
estabilizarse. Sin embargo, la continia acumulacién de placa mantiene la actividad inflamatoria en
el area. Lo mismo puede ser observado durante la colocaciéon de bandas ortodonticas y de esta
forma favorecer el acumulo de placa y el desarrollo de la enfermedad periodontal. En un estudio
split mouth?*, se observd que los dientes experimentales (brackets y bandas) presentaron un mayor
indice gingival, de placa y deteccion subginigval de A.actinomycetemcomitans en comparacion con
los dientes control (no aparatologia). Si bien la colocacion de aparatos ortoddnticos no afecta la
microbiota subgingival en general, genera cambios en los sitios retentivos de placa bacteriana?.
Con la colocacién de brackets y bandas, se elevan significativamente los cambios clinicos
periodontales en comparacién con pacientes sin aparatologia (p<0.001). Estas condiciones de
inflamacion incrementada y acumulo de placa supragingival resultan muy favorables para el

crecimiento de la placa bacteriana subgingival?®.
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Los efectos de la restauraciones clinicamente perfectas y restauraciones sobrecontorneadas sobre
la microbiota han sido estudiados en humanos. Por medio de cultivo microbiolégico selectivo se
determind que la microbiota inmediatamente después de la insercion de las restauracion
sobreontorneadas es predominantemente gram negativa anaerobia con bacilos y algunas bacterias
anaerobias facultativas, similar a lo encontrado en una periodontitis cronica. En contraste, la
microbiota observada en restauraciones clinicamente perfectas, fue similar a la encontrada en
salud periodontal y gingivitis?”. En el area de la ortodoncia ocurre un evento similar. Es muy
frecuente encontrar bandas sobrecontorneadas que albergan una gran cantidad de
microorganismos. En pacientes ortodénticos, la microbiota subgingival puede cambiar de una
microbiota principalmente gram positiva, a una gram negativa compuesta por Bacteroides
forsythus, Porphyromonas gingivalis y otros facultativos?. En s6lo 6 semanas, se pueden observar
la aparicion de bacilos y espiroquetas y al cabo de 7 meses, ya es posible observar una microbiota
que alberga una gran cantidad de microorganismos periodontopaticos?®. Un hallazgo interesante,

es que los pacientes con buena higiene oral, los cambios toman mas tiempo en ocurrir.

La retencién de placa bacteriana de los diferentes materiales de restauracion odontolégica es un
factor importante en el desarrollo de la enfermedad periodontal. Silness en 1974 reportd
inicialmente que los dientes adyacentes a poénticos presentaban mayores indices gingivales en
comparacion con dientes control. Wise y Dykema (1975)30 estudiaron la capacidad retentiva de
placa bacteriana de 4 materiales restaurativos (oro tipo lll, aleaciéon de oro, porcelana, resina
acrilica) y encontraron que las aleaciones de oro y la porcelana acumularon significativamente
mayor cantidad de placa en comparacion con la resina acrilica. Asi mismo, los especimenes de
resina acrilica necesitaron menos movimientos de cepillado para eliminar la poca placa bacteriana
acumulada. Dentro de los limites del estudio, el periodo experimental de 48 horas permitio el
acumulo significativo de placa indicando que con el paso del tiempo, la cantidad y composicion de
la microbiota puede cambiar y de esta forma llevar a alteraciones sobre el periodonto. Si embargo,
se debe enfatizar que con una buena higiene oral y una forma adecuada de los podnticos vy
restauraciones, cualquier material de restauracién se puede mantener limpio sin causar problemas
significativos sobre el periodonto. Otro estudio®' mostré que incluso restauraciones altamente
pulidas permiten el acumulo de placa bacteriana con el tiempo. Es muy frecuente en la ortodoncia
moderna, el uso de mondémeros y resinas como material de adhesion de los brackets. De esta
forma, estos materiales resultan ser porosos favoreciendo la colonizacion bacteriana. En este
orden de ideas, la colocacién de restauraciones y aparatologia ortodontica puede permitir la
acumulacion de sustancias toxicas de origen bacterial (LPS)32 que pueden iniciar o perpetuar un

proceso inflamatorio gingival.
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La identificacion de tales microorganismos representa una estrategia diagnostica de gran ayuda
que ha resultado ser efectiva en la terapia periodontal®® y en el seguimiento de los pacientes para
identificar factores de riesgo importantes de tipo microbiano. De esta forma, la investigacion de los
cambios microbioldgicos subgingivales en pacientes que reciben tratamiento ortodéntico pueden
servir para tomar conductas preventivas, diagnosticas e incluso terapéuticas para controlar

problemas periodontales.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Estudiar la composicion de la microbiota subgingival antes y después de la colocaciéon de
aparatologia ortodontica en pacientes que asisten a las clinicas de postgrado en ortodoncia del
Colegio Odontolégico Colombiano.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Analizar la frecuencia de los organismos periodontopaticos mas importantes relacionados
con la colocacibn de brackets ortodonticos como son  Actinobacillus
Actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum.

2. Reportar la frecuencia de aislamiento de microorganismos superinfectantes (bacilos
entéricos gram negativos) en la microbiota subgingival en pacientes que reciben
aparatologia ortodontica.

3. Relacionar parametros clinicos periodontales con la frecuencia de aislamiento de los

microorganismos periodontopaticos.
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2. METODOLOGIA

2.1 TIPO DE INVESTIGACION

Se realizé6 un estudio descriptivo observacional de corta duraciéon experimental que analizo los

cambios de la microbiota subgingival antes y después de la colocacién de aparatologia ortodontica.

2.2 TAMANO DE LA MUESTRA

Se seleccionaron 30 pacientes que iniciaron terapia ortodéntica en el Colegio Odontoldgico
Colombiano. Se tomaron muestras microbiolégicas subgingivales antes de la colocacion de la
aparatologia y 3 meses después de colocada la aparatologia para un total de 60 muestras
pareadas. También se tomaron 30 pacientes de las clinicas de pregrado de el colegio odontolégico
con las mismas caracteristicas pero que no reciban tratamiento de ortodoncia; a los que se les

realizé una sola toma de muestra.

2.3 CRITERIOS DE SELECCION

2.3.1 Criterios de inclusién
e Sujetos Hombres y mujeres que participaran voluntariamente en el estudio previo
consentimiento informado y firmado.
e Individuos con edades entre los 13 y 34 afios

e Individuos que presentaron un Periodonto sano libre de signos de inflamacion

2.3.2 Criterios de exclusion
e Sujetos con enfermedades sistémicas
e Sujtos con enfermedades inmunes
o Terapia periodontal 3 meses anteriores al momento de tomar las muestras.
e Consumo de antibiéticos 3 meses anteriores al momento de tomar las muestras
e Consumo de corticoides en la ultima semana
e Consumo de AINES en la ultima semana
e Fumadores pesados.

e Mujeres embarazadas.
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2.4 VARIABLES

Tabla 1. Variables

Nombre de la
variable

Definiciéon

Tipo

Clasificacion

Categorias/unidad d
medida

Sexo

Genero masculino

o femenino

Cualitativa,

categorica

Independiente

Femenino = 1

Masculino = 2

indice gingival

Zonas de sangrado
en el momento del

sondaje

Ordinal

dependiente

0a3

Nivel de insercion

Distancia en mm
desde el limite
cemento-

adamantino hasta
el fondo de la bolsa

gingival.

Cuantitativa

continua

Dependiente

En milimetros

Profundidad al

sondaje

Distancia desde el
margen gingival
hasta el fondo del

Surco

Cuantitativa

continua

Dependiente

En milimetros

Presencia de
microorganismos

periodontopaticos

Hallazgos de
microorganismos
en presencias de
enfermedad

periodontal

Cuantitativa

continua

Independiente

Numero de colonias

en agar

indice de placa

O’leary

Cuantificacion de la
placa bacteriana
por medio de una
pastilla reveladora
y se registra el No
de superficies de

diente afectadas.

Categorica

Dependiente

No de

con placa

superficies

Estado periodontal

Presencia o no de

salud periodontal

Dicotomico

dependiente

Sano/gingivitis
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Software GraphPad Prism version 4.00 para Windows.

Los datos demogréficos y clinicos fueron expresados en tablas de frecuencia y analizados con
medidas de tendencia central, promedio, desviaciéon estandar. Diferencias en los parametros
clinicos fueron evaluados con la prueba t student pareada y no pareada. La frecuencia de
deteccion de microorganismos fue analizada con chi 2 . Las proporciones de microorganismos fue
evaluada con la prueba Mann Whitney test y Wilcoxon matched pair test. Se asumio significancia

estadistica cuando P<0.05.

2.6 SESGOS

2.6.1 Examinador

Es posible encontrar errores en las mediciones de parametros clinicos ya que fueron realizadas por
estudiantes de ortodoncia de segundo afo. Para controlar este sesgo los examinadores fueron
calibrados por un periodoncista experimentado antes de la iniciacion de toma de muestras. Un solo
examinador realizé los examenes en todas las ocasiones. De la misma forma se calibr6 la toma de

la muestra microbioldgica por un solo examinador para que fuera constante en todo momento.

2.6.2 Instrumento

Los instrumentos clinicos son susceptibles a error debido a discrepancias en la manufactura entre
casas comerciales. Para disminuir este error, se empleé una sonda milimetrada UNC — 15 Hu -
Friedy para la realizacién de todos los examenes. Los datos fueron consignados en milimetros;
aproximando siempre al milimetro siguiente, de la misma forma los hallazgos clinicos como el

sangrado fueron consignados en un periodontograma estandar.

El indice gingival fue calibrado de forma visual dependiendo del estado inflamatorio de los tejidos
periodontales siguiendo una escala ordinal previamente establecida. Un solo examinador realizo
todos los indices gingivales. Los parametros clinicos se registraron Gnicamente en los dientes que

fueron tomados como indices.

2.6.3 Clasificacion y estado del paciente
Con los resultados del examen clinico se determino el estado del paciente como sano o gingivitis.
Los pacientes con Periodontitis no fueron incluidos en el estudio. La clasificacién del estado del

paciente fue determinada por un periodoncista experimentado en todos los pacientes.
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2.6.4 Cultivo microbiolégico

Como herramienta diagnostica se utilizé el cultivo microbioldgico.

Para disminuir errores en los resultados microbioldgicos, estos fueron realizados por un solo
microbidlogo con mas de 10 afios de experiencia en microbiologia oral, en el mismo laboratorio y

bajo las mismas condiciones ambientales en todo momento.

2.6.5 Aparatologia ortodontica
La utilizacion de aparatologia ortodontica de diferentes marcas comerciales puede generar errores
en la recoleccién de datos. Se empled aparatologia ortodontica de la misma marca comercial y con

las mismas caracteristicas en todos los pacientes.

2.6.6 Sesgo de seleccion
Cualquier error de seleccion de los sujetos de investigacion afectan la validez del estudio. Por esto
se definieron criterios claros de selecciéon. Un cuestionario fue utilizado para determinar la

seleccidn e inclusion de los pacientes en el estudio.

2.6.7 Muestra microbiolégica

La muestra microbiolégica fue tomada antes de la colocacion de la aparatologia ortodontica y 3
meses después de haberla colocado. Dicha muestra fue tomada en zona vestibular, en la parte
media del surco periodontal inmediatamente apical al bracket de los dientes indices (15,12, 22, 25,
35, 45).

Se aisl6 el sitio de muestreo con gasas estériles y se elimino la placa bacteriana supragingival. Se
insertaron puntas de papel estériles (6 puntas) hasta el fondo del surco y se dejaron en esta posicion
por 15 segundos. Inmediatamente después se transfirieron las puntas a un frasco de vidrio con tapa
de rosca de 2 ml , con VMGA 1l ( Medio de transporte ) ( 5 % Bacto — Agar Gelatina, 0.05 %
Thiothone E Peptona, 0.02% Bacto — Agar , 0.05% acido tioglicolico,0.05% L- cisterna —HCL,1.0% Na
Gycerophosphate, 0.0005% acetato de fenil — mercurio, 0.0003% azul de metileno, 0.024% Ca CI2 —
6H20, 0.042% Kcl, 0.1% NaCl, 0.01% MgS0O4 — 7H20. de acuerdo a Mdller 1966 34.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia oral de la universidad del valle,

con un maximo de 24 horas siguientes a la toma de la muestra.
Los microorganismos fueron mecanicamente dispersados de las puntas de papel con un vortex a

una velocidad maxima durante 45 segundos y luego fueron diluidos segun el logaritmo en base 10
en VMG | (0.25% triptosa, 0.25% thiothone E peptona, 0.5% NaCl). Con una varilla de vidrio
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esterilizada la muestra fue esparcida sobre la superficie del agar de las disoluciones de 10'3, 104

y 1070 en tres placas con agar-sangre brucellas (BBL Microbiology systems®, Cockeysville, Md, 5%
bacto agar de sangre de cordero defibrinada, 0.2% eritrocitos de cordero hemolisados, 0.0005%
hemina y 0.00005% menadiona). Después se incubo a 35 C° en una camara anaerobica (85% N2-
10% H2-5% CO2) por 5 a 7 dias y se determinaron los porcentajes bacterianos en cada placa de
agar de acuerdo a los métodos de identificaciéon de Slots 35 para identificacion bacteriana
presuntiva. Para la deteccion de anaerdbicos facultativos se utilizd un medio selectivo TSBV
(tripticasa - soya - agar suplementado con 75 pg/ml de Bacitracina - 5 mg/ml de Vancomicina y 5%
de suero estéril de caballo) incubadas por 4 dias en un ambiente 10% CO2 (CO2 Oxoid System®).
Los microorganismos examinados de acuerdo a la morfologia de las colonias incluyen los
periodontopaticos putativos: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Campylobacter rectus, Fusobacterium spp,
Peptostreptococcus micros, Capnocytophaga spp, B hemolytic Streptococcus spp, Staphylococcus
spp Y microorganismos superinfectantes Enterobacteriaceae spp, Pseudomonadaceae spp, Y

Candida spp.

2.7 RIESGOS Y BENEFICIOS

La toma microbiolégica es un procedimiento no invasivo con puntas de papel endodonticos
estériles, que no implican riesgos bioldégicos y no atentan contra la salud periodontal de los

pacientes.

El estado de salud general y/o periodontal del paciente no se alterara por ninguno de los

procedimientos realizados por los investigadores.
Estan de mas los beneficios que se consiguen al desarrollar este proyecto ya que provee

informacion importante sobre los cambios que pueden ocurrir en la microbiota subgingival

periodontal con la colocacién de aparatologia ortodontica.
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3. PRESUPUESTO

Presupuesto calculado para el procesamiento de 30 muestras microbioldgicas subgingivales.

Los valores estan expresados en miles de pesos.

Tabla 2. Presupuesto

RUBRO FUENTES TOTAL
GMP* coc
Personal 13.640 22.750 36.390
Equipos 259.293 25.000 284.293
Software 0 0 0
Materiales 0 2.145 2.145
Salidas de Campo 0 0 0
Material bibliografico 0 0 0
Publicaciones 0 500 500
Servicios técnicos 0 0 0
Viajes 0 0 0
Construcciones No financiable 0 0
Mantenimiento No financiable 0 0
Administracion 2.300 0 2.300
Total 275.233 50.395 325.628
* Grupo de Medicina Periodontal Universidad del Valle
3.1 CRONOGRAMA
Tabla 3. Cronograma
Meses

Actividad

Coordinacién del proyecto

Estandarizacion de la toma de muestras
microbiolégicas

Recoleccion de datos

Analisis de datos

Informe preliminar

Informe de resultados finales

Preparacién articulo cientifico

Sustentacién proyecto
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4. RESULTADOS

Se estudié la microbiota subgingival en 60 individuos con un rango de edad de 13 a 34 afosy
promedio de 18.7 afos; el grupo experimental estaba conformado por 30 individuos que fueron
examinados antes y después de la colocaciéon de aparatologia ortoddntica y el grupo control lo
conformaron los 30 individuos quienes no presentaban ningun tipo de aparatologia ortoddntica,

No se observo ninguna diferencia con respecto a la edad o genero.

La descripcion demografica y clinica de los pacientes se muestra en la tabla 1, Al analizar los
resultados de las mediciones clinicas periodontales halladas en ambos grupos la variable CAL no
presenté diferencias estadisticamente significantes en la comparacién entre grupos. Al ser
comparadas las mediciones iniciales con las mediciones realizadas a los tres meses en el grupo
experimental existen diferencias significantes (p<0.05) en la variable PD; ademas al comparar las
mediciones iniciales con el grupo control, las variables BOP e IP presentaron diferencias
significantes (p<0.05). Al revisar los parametros periodontales, el grupo experimental durante la
primera medicidon presenta un mayor porcentaje de acumulacion de placa bacteriana y mayor

sangrado.

En la tabla 2, muestra el porcentaje de microbiota subgingival cultivable antes y después de la
colocacién de la aparatologia ortodontica. Se detectaron microorganismos con tendencia al
aumento como  P.gingivalis, T.forsythia, P.intermedia/nigrescens y A.actinomycetemcomitans
Campylobacter spp, E.corrodens se encontraron en bajas proporciones en ambos grupos,
T.forsythia, Campylobacter spp en el inicio del tratamiento no se encontraron y a los tres se
encuentran pero en baja cantidad. Las bacterias de Superinfectantes como el Enterobacter
cloacae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae y Serratia marcescens, fueron detectadas
(Tabla 2, Tabla 3). Enla tabla 3 reportamos una variedad de bacterias superinfectantes y sus

referencias.

La frecuencia de deteccion microorganismos periodontopaticos y bacterias del superinfectantes
se muestran en la figura 2. El descubrimiento de P.gingivalis, P.intermedia/nigrescens y spp de
Fusobacterium en el grupo experimental fue mas alto después de la colocacién de la aparatologia
ortodontica comparando con grupo control (P<0.01). T.forsythia sélo se encontré6 en el grupo
experimental después de la colocacion de la aparatologia y esta diferencia fue significativa
(P<0.01).
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Tabla 4. Descripcion demografica y clinica en pacientes con y sin aparatologia ortodontica

Grupo Experimental
Parametro Grupo Control
Inicio 3 meses
Sujetos 30 30 30
Edad promedio+SD 18.7+56 19.3+6.2
Genero n(%) F 18 (60) F 17 (56.7)
PD (mm) promedio + SD 1.6+0.3* 1.7+04 1.8+04
CAL (mm) promedio + SD 0.5+0.6 0.01+0.1 04+1.8
BOP (%) promedio + SD 11.6 + 14.6* 19.4 + 21.9** 44+86
IP(%) promedio + SD 7.0 +£6.0* 9.2+5.0* 51+26
Gl promedio + SD 0.2+03 0.4 +0.5* 0.1+£0.2
Estado periodontal n(%)
Sano 19 (63.3) 19 (63.3) 27 (90)
Gingivitis 11 (36.7) 11 (36.7) 3(10)

SD: desviacion estandar, PD: profundidad al sondaje, CAL: nivel insercion clinica
BOP: sangrado al sondaje, IP: indice de placa, Gl: indice gingival

*P<0.05 comparado con el grupo control (Two tailed ¢ test)

**P<0.01 comparado con el grupo control (Two tailed t test)

a P<0.05 comparado con el grupo experimental a los 3 meses (Two tailed paired t test)

Tabla 5. Porcentaje (%) de la microbiota subgingival cultivable en pacientes con y sin

aparatologia ortodontica

Grupo Experimental
Microorganismos Grupo Control
Inicio 3 meses
Complejo Rojo
P.gingivalis 0.033+0.18| 0.70 + 1.48 0.23+0.72
T.forsythia 0 0.57 £ 2.51 0.10+£0.40
Complejo Naranjas
P.intermedia / nigrescens 0.15+0.40 | 0.93 + 2.36 0.26 + 1.41
Fusobacterium spp 2.03+3.95 |570+1046| 1.75+342
M.micros 0.033+0.18 0 0.11+0.55
Campylobacter spp 0 0.03+0.18 | 0.017 £0.09
Eubacterium spp 0.06 +0.25 | 0.08 + 0.26 0.10 £ 0.54
Complejo Verde
A.actinomycetemcomitans 0.004 +0.12]0.007 £ 0.31 | 0.003 + 0.009
E.corrodens 0.89+2.18 | 0.52+1.18 0.52+1.19
Otros
D.pneumosintes 0 0 0
Bacilos entericos gram negativos | 4.16 £ 15.0 |3.92+14.94| 1.07 £4.01
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Tabla 6. Bacilos entéricos gram negativos aislados de pacientes con y sin aparatologia

ortodontica

Microorganismos

Factores de Virulencia

Referencia

Enterobacter cloacae

Resistencia antimicrobianos, plasmidos,
capsula

Halda-Alija 200436

Klebsiella oxytoca

Capsula, expolisacaridos, invasividad

Fang et al. 2004, Struve &
Krogfelt 200337

Pseudomonas spp

Exotoxina A, proteasas extracelulares (AprA,
LasB, y PrpL)

Gaines et al. 2005,
Sarkisova et al. 200538

Enterobacter aerogenes

Resistencia antimicrobianos, plasmidos,
capsula

Halda-Alija 20043°

Enterobacter gergoviae

Resistencia antimicrobianos, plasmidos,
capsula

Halda-Alija 200440

Klebsiella pneumoniae

Capsula, expolisacaridos, invasividad

Fang et al. 2004, Struve &
Krogfelt 200341

Pseudomonas putida

Exotoxina A, dipeptidos ciclicos DKPs
(senalizacion interbacteriana),

Nelson et al. 2002,
Degrassi et al. 200242

Serratia marcescens

Endotoxinas, hemaglutininas, resistencia
sistema inmune

Podschun et al. 2001 43

Figura 1. Fotografia clinica toma de la muestra microbiolégica

Puntas de papel estériles fueron insertadas en el surco previa eliminacion de placa y saliva, la

punta se inserta durante 15 segundos. La muestra es transferida a un vial que contiene VMGA I

como medio de transporte y fueron procesadas en el laboratorio en las siguientes 24 horas

27




Figura 2. Frecuencia de deteccion (%) de microorganismos periodontopaticos en pacientes

con y sin aparatologia ortodontica

)
Campylobacter spp +3

) ==
M.micros -F
i B - n - J
Fusobacterium spp o
P.intermedia / nigrescens e

I SN
T.forsythia — sxx

P.gingivalis ————————————— 7 s«

I Inicio (n=30)
[ 3 meses (n=30)
Control (n=30)

(1] 10 20 30 40 50 60 70
Frecuencia deteccion (%)

*P<0.01comparado con el grupo experimental a los 3 meses (X? test)

**P<0.01 comparado con el grupo control (X2 test)

***P<0.01comparado con el grupo experimental inicio (X2 test)
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5. DISCUSION

Este estudio compardé la composicion de la microbiota subgingival antes y después de la colocacion
de brackets en pacientes sometidos a tratamiento de ortodoncia. Este trabajo tomé solo los
cambios en dientes con brackets en lugar de bandas ortodonticas ya que estas son frecuentemente
colocadas subgingivalmente y se pueden encontrar cambios similares ha los hallados en
restauraciones protésicas. Se encontré que la colocacion de los brackets influencia la composicion

de la microbiota subgingival en forma directa. Los parametros clinicos:

indice de placa, indice gingival y sangrado al sondaje se incrementaron después de la colocacion
de los aparatos ortodonticos, indicando que la acumulacion de placa bacteriana es la razon

principal de la inflamacién gingival observada en estos pacientes.

La acumulacion de placa supragingival muestra una influencia importante en la composiciéon de la

microbiota subgingival.

Estos mismos hallazgos estan reportados en varias investigaciones como la de Paolantonio en
19994 donde realizaron muestras microbiolégicas en dientes con bandas y brackets y encontraron
aumento en el indice gingival, mayor acumulacién de placa y deteccion subgingival de

A.actinomycetemcomitans

En este estudio se encontraron particularmente microorganismos que estan relacionados con el
inicio de la inflamacién y la enfermedad periodontal*®. Esta manifestacion esta soportada porque
después de un periodo corto de tiempo ( 3 meses ) de la colocacion de la aparatologia la
frecuencia de deteccién de P.gingivalis, T.forsythia, Intermedia y Fusobacterium spp se incremento
significativamente (P<0.05). estos hallazgos resultan semejantes a los reportados por Lee y Col en
el 2005 quienes a diferencia de nosotros tomaron una Unica muestra microbioldgica en pacientes
tres meses después de instalada la aparatologia, ellos utilizaron PCR como medio de cultivo para
la deteccién de patégenos periodontales y encontraron que  T.forsythia, T. denticola y P.
Nigrescens tuvieron mayor prevalencia en pacientes con ortodoncia comparados con pacientes
no sometidos a tratamiento de ortodoncia*t. Esto sugiere que el tratamiento ortodéntico puede
afectar la presencia de microorganismos periodontales. Convirtiéndose en un factor contribuyente a

la acumulacion de placa.
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Los factores de virulencia de los patdégenos periodontales han sido estudiados y en gran parte
explican porque estan elevados en pacientes con enfermedad periodontal al ser comparados con

sujetos sanos.*”

Esto quiere decir que la sola presencia de microorganismos especificos no hace que el paciente
presente enfermedad periodontal, puesto que esto depende de la interaccién del complejo bacteria

— hUéSped.48 49 50 51

En menor frecuencia se encontré la presencia de bacterias superinfectantes, a saber, bacilos
entericos gram negativos, y Aunque estos no son habitantes comunes en la cavidad oral, su
contribucién a la iniciacion y /o complicacion de la enfermedad periodontal no ha sido dilucidada.
Algunos estudios muestran que existe alta prevalencia en pacientes con bolsas periodontales
profundas en contraste con sitios superficiales en pacientes sanos.52,%3,%4a higiene oral y el poco
cuidado en el almacenamiento de los cepillos dentales dentro del bafio%® son variables que pueden
explicar la presencia de estos microorganismos. En este estudio fue posible identificar
Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Pseudomonads spp. Y otros microorganismos en las
muestras de placa subgingival (tabla 3). Dado que estos organismos tienen un potente factor de
virulencia que dafa el sistema inmune y degrada los componentes de la matriz de tejido
conectivo,56,57 58 59 60 6162 63 g |argo plazo puede ser capaz de inducir un proceso inflamatorio que

resulta en enfermedad periodontal.

De esta forma, los pacientes ortoddnticos necesitan una especial atencidon en su condicion
periodontal. La colocacion de aparatologia ortodontica fija o removible impide una correcta higiene
oral resultando en mayor acumulacién de placa, inflamacioén y sangrado.®* Por consiguiente el uso
de métodos e instrumentos de higiene oral apropiados facilitan el control de placa.®® El uso de
aditamentos especiales para pacientes ortoddnticos como los cepillos interdentales y tipos

especiales de seda dental pueden mejorar el control de placa en los pacientes ortodénticos. 86 67
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6. CONCLUSIONES

La colocacion de aparatologia ortodontica crea sitios de retencién de placa bacteriana propicios
para la colonizacion de bacterias Gram negativas (periodontopaticas y superinfectantes) que

favorecen el desarrollo de la enfermedad periodontal.

Se encontré una alta deteccion de bacilos entericos Gram negativos tanto en pacientes con
aparatologia ortodontica como sin ella, la importancia de estos microorganismos en el desarrollo y

progreso de la enfermedad periodontal aun es incierto.

Se puede concluir que la colocacion de aparatologia ortodontica influencia la acumulacién vy
composicién de la microbiota subgingival resultando en inflamaciéon y sangrado. Un especial
cuidado en la higiene puede ayudar a los pacientes ortodonticos a prevenir la enfermedad

periodontal durante el tratamiento activo.
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ANEXOS

Anexo A. Cuestionario de criterios de inclusion

Nombre: Fecha:

Edad:

Genero:

1. Ha consumido antibioticos en los ultimos tres meses? SI_~ NO__

2. Cuales ¢,

3. Esusted fumador?SI__ NO__

4. Cuantos cigarrillos fuma diariamente?

5. Sufre de alguna de las siguientes enfermedades: diabetes, infeccion HIV, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades pulmonares, enfermedades del sistema nervioso central,
enfermedades de la sangre,
otra.

6. Toma algun medicamento? SI__ NO__

Ha tomado corticoides o AINES en la ultima semana? SI___ NO__
Cuales?

9. Estausted embarazada? S| NO__

10. Ha recibido terapia periodontal en los ultimos 3 meses? SI__ NO___

11. Ha recibido tratamiento odontoldgico en el ultimo ano? SI___ NO__

12. Especifique que tratamiento odontoldgico:

13. Desea participar voluntariamente en el estudio en cuestiéon? SI___ NO___

Aceptado: SI___ NO:

Firma paciente:

Firma Investigador:

Fecha
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Anexo B. Consentimiento escrito informado

FORMATO DE CONSENTIMIENTO ESCRITO INFORMADO
“CAMBIOS EN LA MICROBIOTA SUBGINGIVAL EN PACIENTES ANTES Y DESPUES DE LA
COLOCACION DE APARTOLOGIA ORTODONTICA"™

Para los efectos legales que corresponden, declaro que he recibido informaciéon amplia y suficiente
sobre el estudio, titulado CAMBIOS EN LA MICROBIOTA SUBGINGIVAL EN PACIENTES ANTES
Y DESPUES DE LA COLOCACION DE APARTOLOGIA ORTODONTICA". Se me ha explicado
que se me tomaran muestras de placa bacteriana (placa bacteriana es el acumulo de restos
alimenticios sobre los diente y la muestra es para un cultivo microbiolégico) antes y 3 meses
después de la colocacién de los aparatos ortodonticos por expertos en el area, que no representan
ningun riesgo para mi vida. Seran dos grupos, uno de 30 pacientes que van a tener aparatologia
ortodontica y otro sin aparatologia. Las muestras son obtenidas con el fin de estudiar que bacterias
existen entre los dientes y la encia, antes y después de la colocacién de aparatos ortoddnticos, las
muestras se tomaran con puntas de papel especiales para odontologia que se introduciran entre el
diente y la encia, por unos segundos y luego este papel sera colocado en un recipiente especial,
para ser llevado al laboratorio. Soy consciente que los resultados obtenidos favoreceran a otros
seres humanos, ya que se me ha explicado que estos ayudaran a entender como los
microorganismos que se acumulan en los brackets afectan las encias.

Igualmente conozco que los costos adicionales que demanda la investigacion corren a cargo de las
investigadoras Martha L. Trivifio y Andrea Amezquita, y no recibiré beneficio monetario alguno por
mi participacion; de igual manera me queda claro que mi participacion es totalmente voluntaria y
estaré en libertad de retirarme cuando asi lo crea conveniente, se me ha explicado también que mi
nombre no aparecera en ninguno de los resultados obtenidos durante la investigacion y estos
seran manejados con total discrecion y responsabilidad. Los resultados seran publicados en
alguna revista odontologica y si necesito un tratamiento se me informara oportunamente. (Teléfono
de contacto: 6674187-3323198, Martha L. Trivifio y Andrea Amezquita)

He comprendido todo lo anterior perfectamente y por lo tanto, YO:

con documento de identidad: expedido en doy mi

consentimiento para que las doctoras Martha Trivifio o Andrea Amezquita y el personal auxiliar que
se requiera me realicen este, y los procedimientos complementarios que sean necesarios que a

juicio de los profesionales que lo lleven a cabo.
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Igualmente autorizo la toma de fotografias y videos, en las cuales el manejo de la confidencialidad,

privacidad e identidad seran acordes y permitidas por Ley y no estaran a disposicién publica.

Recibiré copia del presente documento el cual consta de 1 pagina

Lugar y fecha:

Firma:

Nombre del paciente:

C.C:

de

Direccion:

paciente
Firma del asesor cientifico:

Nombre:

Huella digital

Registro:

C.C:

Firma del testigo N° 1:

del

de

Nombre del testigo N° 1:

C.C: de

Direccion:

Teléfono:

Firma del testigo N° 2:

Nombre del testigo N° 2

C.C: de

Direccion:

Teléfono:
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Nombre del paciente:

Numero Historia clinica:

Fecha:

Anexo C. Recoleccion de la informacion

1.0. Examen periodontal:

1.1. Antes de la colocacion aparatologia ortodontica

Fecha:

Parametros

Diente
indice

PD

BOP

AL

IP

Estado
periodontal

15

12

22

25

35

45

Paciente

Promedio

SD

Firma investigador:

1.2. Después de la colocacién de aparatologia ortodontica

Fecha:

Parametros

Diente
indice

PD

BOP

AL

IP

Estado
periodontal

15

12

22

25

35

45

Paciente

Promedio

SD
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Firma investigador:

Parametros:

PD: profundidad al sondaje (mm)
AL: nivel de insercion (mm)
IG: indice gingival (0-1-2-3)

BOP: sangrado al sondaje (+/-)
IP: indice placa (5)

Estado periodontal: sano / gingivitis
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