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Resumen

El objetivo de esto estudio transversal fue investigar la prevalencia de periodonto-patégenos
putativos en pacientes brasilefios adultos diagnosticados con periodontitis crénica sin
tratamiento previo, seleccionados de acuerdo con criterios clinicos predefinidos, y como un
segundo objetivo, verificar la eficacia antimicrobiana de diferentes antibioticos in vitro para

cada cepa testada.

Después de una anamnesis clinica, treinta pacientes fueron seleccionados, y se tomaron
muestras microbiolégicas de los cuatro dientes con localizaciones mas profundas y con

sangrado al sondaje.

Las muestras fueron inoculadas en placas de agar sangre para la determinacion del
recuento total de anaerobios e identificacién de especies bacterianas patdgenas. Después
del tiempo de incubacion, se aislaron diferentes cepas de patdégenos periodontales y se
evaluaron en cuanto a su susceptibilidad a ocho antimicrobianos usando la técnica
Epsilometer (E-Test AB Biodisk, Solna, Suecia): Penicillina, Clindamicina, Tetraciclina,

Ciprofloxacino, Metronidazol, Amoxicillina mas Clavulanato, Amoxicillina y Azitromicina.

Las cepas mas prevalentes en pacientes brasilefios fueron Parvimonas micra, seguido de
Prevotella intermedia. Microorganismos oportunistas como bacilos entericos, Candida spp. y
Pseudomonas spp. tuvieron una prevalencia relevante en esta investigacion, con

implicaciones en los resultados de los tests antimicrobianos in vitro.
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Abstract

The purpose of this cross sectional study was to investigate the prevalence of putative
periodontal pathogens in Brazilian adult patients with diagnosis of untreated chronic
periodontitis, selected according to pre-defined clinical criteria. Furthermore the in vitro

antimicrobial efficacy of different agents against isolated strains was tested.

After a clinical anamnesis, thirty patients were selected, and microbiological samples were

taken from the four teeth with the deepest sites with bleeding on probing.

The samples were inoculated on blood agar plates for determination of total anaerobic
counts and identification of bacterial pathogens. After incubation time, different periodontal
pathogen strains were isolated and tested against eight antimicrobials for susceptibility by
the Epsilometer test (E-Test AB Biodisk, Solna, Sweden): Penicillin, Clindamycin,
Tetracycline, Ciprofloxacin, Metronidazole, Amoxicillin plus Clavulanic acid, Amoxicillin and
Azithromycin.

The most prevalent strains in Brazilian patients were Parvimonas micra, follow by Prevotella
intermedia. Opportunistic microorganisms, such enteric bacilli, Candida spp. and
Pseudomonas spp. demonstrated a relevant prevalence in the present research, with

implications in the in vitro antimicrobial test.

Key words: chronic periodontitis, epidemiology, microbiology, periodontal
pathogens, microbiological prevalence, Brazil, antimicrobial susceptibility, E-

test.
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1. Introduccion

La Odontologia ha cambiado drasticamente en los ultimos 80 afios. La
prerrogativa de “salvar el diente” del paciente, da cada vez mas lugar a un
énfasis en el diagndstico, tratamiento, control de infeccion y establecimiento
de un ambiente oral que contribuya para su salud general y bien estar.
Mucho del progreso odontolégico estd basado en hallazgos de
investigaciones de laboratorio, en la practica de la clinica odontolégica y

estudios clinicos por todo el mundo.

Nuevas evidencias cientificas disponibles demuestran que las periodontitis
son enfermedades con implicaciones infecciosas e inmunoldgicas, y tienen
como consecuencia local mas grave la pérdida dental. Hoy ya es posible el
diagnostico precoz de la enfermedad y la posibilidad de prever un posible

prondstico tras una terapia especifica.

Los conceptos etiopatolégicos de las enfermedades periodontales se derivan
principalmente de los resultados de estudios epidemioldgicos. Estudios que
indican, de forma consistente, que la ocurrencia y extension de la
enfermedad aumentan con la edad y la higiene dental inadecuada. La

mayoria de las formas de la enfermedad periodontal estdn asociadas a la
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placa bacteriana, que inicia una inflamacion visible en las encias (Kinane et

al. 2003).

Asi, si la causa inicial directa de las enfermedades periodontales es el
acumulo de placa bacteriana en los margenes cervicales de los dientes y su
extension a lo largo de la superficie de la raiz (Brecx et al. 1993, Page 1986
y Schroeder & Attstrom 1980), el elemento crucial para el tratamiento y
mantenimiento de los pacientes pasa por el conocimiento de los
microorganismos patogénicos de la placa, y sus mecanismos de accion y

control.

Compuesta de innumerables especies bacterianas, se estima que la
variedad de tipos bacterianos de la placa sea de aproximadamente 700
especies (Haffajee & Socransky 2006). Y, a pesar de que este conocimiento
esta accesible desde hace algun tiempo, muchas de las infecciones orales,
asi como las enfermedades periodontales, son tratadas empiricamente, sin
la identificacion microbiologica del agente etioldgico, en la clinica diaria. El
abordaje empirico no siempre tiene éxito, debido a las resistencias
antibioticas y a la seleccion de antibidticos con base a identificaciones
incorrectas del agente infeccioso (Loomer & Armitage 2006).

A pesar del uso de la microbiologia durante mas de un siglo en la medicina,

para el diagnostico clinico y plan de tratamiento de enfermedades
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infecciosas, solo mas recientemente, con el desarrollo de técnicas
modernas, se ha podido utilizar como una herramienta de diagndéstico en

Periodoncia, Cariologia e Implantologia (van Winkelhoff & Winkel 2005 b).

En Periodoncia, el analisis microbiolégico subgingival es util cuando la
informacion tiene el potencial de orientar el clinico en estrategias de
tratamiento mas efectivas. El diagnostico microbiano en la fase del
diagnostico de la enfermedad periodontal puede ser utilizado para evaluar el
tipo y el grado de la intervencion terapéutica a ser utilizada (Van Winkelhoff

& Winkel 2005 b).

El presente trabajo fue preparado teniendo en cuenta la necesidad clinica de
profundizar en el estudio de los microorganismos patogénicos de la placa
bacteriana de pacientes con periodontitis cronica en Brasil, y en el estudio de
la efectividad de los antibioticos mas usados clinicamente para el tratamiento

coadyuvante de las enfermedades periodontales.
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2. Enfermedades Periodontales

Las enfermedades periodontales constituyen un problema de salud publica,
estando en estudios de prevalecia a nivel mundial como la mayor causa de
pérdida dental en adultos, después de las caries (Papapanou 1996). Las
enfermedades periodontales estan entre las infecciones mas comunmente
observadas y representan una gran preocupacion de la salud publica

mundial (L6e & Silness 1963, van Dyke & Shileh 2005 y Teng 2006).

Para que una enfermedad sea considerada como importante se tiene en
cuenta la prevalencia total, el total de demanda, y el impacto de la
enfermedad en los sujetos y en la sociedad, en términos de dolor,

incomodidad, estética, ademas del impacto econémico.

Con signos muy dificiles de medir en investigacion y con sintomas poco
especifico para los pacientes, las enfermedades periodontales destructivas
(periodontitis) afectan a cada sujeto de una manera particular. Su secuela
local mas grave, la pérdida dental, no se registra con suficiente sensibilidad
en estudios epidemioldgicos, lo que puede resultar en una subestimacion de

su prevalecia y severidad (Papapanou 1996).
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La seleccion de pacientes en estudios epidemioldgicos es una dificultad,
pues los sujetos normalmente mas afectados por la enfermedad no
participan de estudios, al contrario de los que tienen buen estado de salud
bucal. Este concepto puede ser aplicable a los dientes, dado que los mas
severamente afectados por la enfermedad pueden haber sido extraidos o
perdidos, previamente a la investigacion, no siendo evaluados

adecuadamente (Papapanou 1996).

La gran mayoria de los sujetos afectados por periodontitis tiene una edad

entre los 40 y 60 afios, y estan en plena actividad productiva, pudiendo

generar un impacto econémico también sobre la sociedad.
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3. Epidemiologia de las enfermedades periodontales

La epidemiologia se preocupa de la distribucién de las enfermedades en la
poblacién, y de la aplicacibn de este conocimiento para controlar los
problemas de salud. Es primordial entender el curso natural de la
enfermedad y los factores que influencian su disposicion en la poblacion.
Asi, se buscan maneras efectivas de reducir su ocurrencia 0 sus secuelas.

Es un campo multidisciplinar que se concentra en grupos poblacionales.

Las investigaciones epidemiologicas pueden ser observacionales o

experimentales.

Los estudios observacionales, o epidemiologia descriptiva, se caracterizan
por los hechos y condiciones relativos a la ocurrencia de la enfermedad en
un grupo de personas. Describe los aspectos fisicos (edad, sexo, raza/

etnia), aspectos geograficos (distribucion geografica) y temporales.

En investigaciones experimentales, o epidemiologia constructiva, el
investigador tiene el control sobre la exposicion de interés y define a los
sujetos como expuestos y no expuestos, o tratados y no tratados,
controlando las caracteristicas de exposicion y los factores que influencian

tal exposicion.
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La epidemiologia en Periodoncia tiene varios problemas. El diagnéstico, el
acto de identificar los signos y sintomas de la enfermedad y la clasificacion,
como método de distribucidon de las enfermedades en grupos, son debatidos
desde los comienzos de la Periodoncia. Actualmente la controversia
continda. Si de 1870 a 1920, la clasificacion de la enfermedad se basaba en
caracteristica clinicas, la ultima clasificacion de 1999 esta basada en el
paradigma infeccion / respuesta del huésped, que empez6 a ser el
paradigma dominante en los afios de 1970. Pero todavia sabemos muy poco
para diagnosticar y clasificar etiologicamente las enfermedades
periodontales de un paciente (van der Velden 2005). Por culpa de esta
limitacion en el diagnostico y clasificacion, todavia no se logré crear un

indice adecuado para el examen de la patologia.

La destruccién periodontal es un proceso gradual, no uniforme, que presenta
una variabilidad muy grande de una localizacion a otra. Los indices expresan
numeéricamente la condicion gingival y/o periodontal basados en una
descripcion subjetiva de la inflamacion y destruccion de los tejidos
periodontales.

Los estudios epidemioldgicos utilizan una cantidad enorme de sintomas,
como sangrado, profundidad de sondaje, nivel de inserciéon clinica, pérdida

de hueso alveolar, de manera inconsistente. Hay variaciones considerables
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con respecto a los umbrales en la definicion de bolsas periodontales
profundas o patoldgicas, o de nivel de insercidn clinica, e incluso la pérdida
de hueso alveolar, necesarios para aceptar que, de hecho, ocurrié una

verdadera pérdida de tejido periodontal de soporte.

Hay todavia controversia en la cantidad de superficies dentarias afectadas
necesarias para cualificar un diente como portador de enfermedad, lo que,
inevitablemente, tienden a cambiar las estimaciones que describen la

enfermedad (Papapanou 1996).

Las condiciones de examen de los pacientes también son muy
controvertidos, como por ejemplo, si todos los dientes deben ser
examinados, o solamente un grupo; si el sondaje debe de ser de toda la
circunferencia del diente o parcial; y qué instrumentos periodontales deben

ser utilizados.

Quizas debido a todas estas dificultades para realizar investigaciones
epidemioldgicos en Periodoncia, hay una ausencia de estudios de prevalecia
en varios paises, y muchos datos son regionales y no representan la

poblacidn total (Papapanou 1996).
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3.1. Datos mundiales

Los estudios médicos antiguos se refieren a varias enfermedades de los
dientes y sus tejidos de sustentacion, pero sin utilizar ninguna terminologia
especial. El primer nombre cientifico para la enfermedad de los dientes y su
tejido de sustentacion ha sido el término “escorbuto gingival” dado por
Fauchard en 1723. En la década del 1920, Gotlieb clasifico la enfermedad
periodontal en cuatro tipos: piorrea-Schmutz (del aleman piorrea-suciedad),
atrofia alveolar, piorrea-paradental y trauma oclusal. Mas o menos al mismo
tiempo, McCall y Box introdujeron el término periodontitis para indicar una
enfermedad inflamatoria que afectaba los tres componentes del periodonto:
encias, hueso y ligamento periodontal (van der Velden 2005). Orban y
Weinmann adoptaran el término periodontosis, considerando la enfermedad
como una secuela degenerativa de la gingivitis, aunque este concepto fue

luego abandonado (van der Velden 2005).

Mas adelante, empezaron los estudios epidemiolégicos en Periodoncia, y
entre 1950 y 1970 gran parte de estos estudios usaron el indice periodontal
de Russell, para caracterizar la condicion periodontal de la poblacion. La
periodontitis estaba, segun los conocimientos de la época, fuertemente
relacionada con una higiene bucal inadecuada, calculo, bajo nivel socio
econdémico, ausencia de acceso a la educacion y a los cuidados dentarios

(Russell 1967, Waerhaug 1967, Bukley & Crowley 1984, Barros & Witkop
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1963, Burt et al. 1985). Estos mismos estudios relataron que los adultos de
los Estados Unidos de Ameérica (EE.UU.) tenian valores de la enfermedad
muy bajos, en Latinoamérica los valores eran intermedios y la mayoria de las
poblaciones de Asia y Oriente Medio tenian valores muy altos. Se suponia
que grupos con acceso limitado a los cuidados dentarios de naciones en
desarrollo tenian mas enfermedad que los de paises industrializados

(Russell 1967, Waerhaug 1967, Bukley & Crowley 1984).

Pero el indice de placa de Russell acab6 siendo desplazado por otros
indices, pues mostraba discordancia en los niveles de placa que resultan en
gingivitis, al contrario que las variables mas adecuadas, que son las medidas
de los niveles de insercion o de pérdida 0sea (Ronderos & Michalowicz

2006)

El modelo de patogénesis de la enfermedad periodontal de los afios 1970
era:
* Todos los sujetos era igualmente susceptibles a la periodontitis.
« La gingivitis, a largo plazo, invariablemente progresaria a
periodontitis, con la consecuente pérdida dental. La gingivitis y la
periodontitis serian estadios diferentes de la misma enfermedad.

» La susceptibilidad de la enfermedad periodontal aumentaria con la

edad.
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* El riesgo de la enfermedad periodontal estaba solamente
determinado por factores ambientales. Se creia que la higiene oral
inadecuada y la edad explicarian el 90% de las diferencias entre

los sujetos (Russell 1967).

Lée et al. en 1986 desafiaron este concepto con su investigacion longitudinal
en los trabajadores de té de Sri Lanka, observando que los sujetos no son
igualmente susceptibles al desarrollo de la enfermedad periodontal. Los
pacientes del estudio no tenian acceso a cuidados odontolégicos y la higiene
oral era inadecuada, y fueron clasificados como: portadores de enfermedad
periodontal de progresion “lenta” (11% de los individuos), 81% como
portadores de periodontitis de progresion “moderada” y el 8% restantes con
periodontitis de progresion “rapida”. La enfermedad no era autolimitante en
los sujetos con progresion moderada y rapida, llevando, a largo plazo, a la
pérdida de varios dientes o de toda la denticion. Tal investigacion se
convirtié en clasica, aclarando dos caracteristicas importantes:
1) la enfermedad severa tiende a ocurrir en una pequefa parte de la
poblacién y
2) puede haber diferencias pronunciadas en la susceptibilidad de la
enfermedad en la poblacion, que no dependen de factores

ambientales.
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Los dos principios han sido documentados en diversos estudios (Diamante-
Kipioti et al. 1993, Baelum et al. 1986, Baelum et al. 1988 a, Ronderos et al.

2001, Baelum et al. 1988 b, Hugoson et al. 1992 y Grossi et al. 1994).

A partir de esta investigacion, Burt (1988), desarroll6 el modelo
epidemioldgico para las enfermedades periodontales:

* No todas las gingivitis progresan a periodontitis.

* Un porcentaje bajo de la poblacidon presenta periodontitis severa.

» La periodontitis en los adultos mayores es la mayor causa de pérdida

de dientes.

En 1981, la Organizacion Mundial de las Salud (OMS) desarroll6 el sistema
CPITN (Community Periodontal Index for treatment Needs), actualmente
conocido solo como CPI (Community Periodontal Index). Muchos estudios, a
partir de entonces, empezaron a utilizar este sistema que es, quiza, mas

fiable para comparaciones entre investigaciones.

En el CPITN, desarrollado por Ainamo et al. (1981), se emplea en grupos
numerosos de la poblacion, divididos por edad. La denticion de cada
paciente es dividida en 6 sextantes, y la medida mas severa del sextante es

elegida para representar el sextante.
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Las evaluaciones del CPI (Community Periodontal Index) son:

Cddigo 0: sin necesidad de tratamiento.

Cadigo 1: sin bolsas, pero puede haber sangrado al sondaje suave.
Cabdigo 2: bolsas con un maximo de 3 mm, pero con calculo y factores
retentivos de placa subgingival.

Cddigo 3: sextantes con bolsas de 4 a 5 mm.

Cddigo 4: sextantes con bolsas de 6 mm o mas.

Y las necesidades de tratamiento se basan en los codigos mas severos en el

sextante. Y determinados como TN (treatment needs, necesidades de

tratamiento).

TN 0: salud gingival.

TN 1: necesidad de mejorar la higiene oral, caso el cédigo 1 del CPI
ha sido registrado.

TN 2: necesidad de raspado, eliminacibn de restauraciones
desbordantes y mejora de la higiene oral, caso en que los codigos 2 y
3 han sido registrados.

TN 3: indica un tratamiento complejo y sera asignado a los casos con

el registro del codigo 4.

Los estudios del CPITN que emplearon el sondaje de la circunferencia de

todos los dientes encuentran una prevalencia mas alta de enfermedad
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avanzada, por lo que el impacto de la metodologia usada puede ser decisivo

(Benigeri et al. 2000).

El sistema no fue planteado con propositos epidemioldgicos, pero es
ampliamente empleado en esto sentido. Basados en el CPITN, los
investigadores encontraron una enorme variacion en el porcentaje de sujetos
con una o0 mas bolsas con 6 mm o mas, en la misma area o areas diferentes.
El rango vari6 de 1 - 74% en Africa, 8 - 22% en Norte y Sudamérica, 2 - 36%
en Préximo Oriente, 2 - 40% en Europa, 2 - 64% en sudeste de Asia y entre
1 - 22% en el oeste del Pacifico. La media de niumero de sextantes por
sujeto con bolsas de 6 mm o mas varié también considerablemente con un
rango de O - 2,1% en Africa, 0,1 - 0,4% en América, 0,1 - 0,6% en Proximo
Oriente, 0,1 - 0,8% en Europa, 0,1 - 2,1% en el sudeste de Asia y entre O -
0,4% en el oeste del Pacifico. En los EE.UU. la prevalencia oscilé de 0,1 -
0,4% de periodontitis de progresion rapida; 2,2 - 98% para la gingivitis y 46%

de periodontitis en adultos de 55 a 64 afios de edad (Papapanou 1996).

Miyazaki (1996) analiz6 154 investigaciones independientes realizadas en 79
paises, revelando poca diferencia entre los paises en desarrollo y los
industrializados en la prevalencia de bolsas periodontales con 6 mm o mas

entre personas de 35 a 44 afos.
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Este porcentaje aumenta considerablemente con la edad y parece alcanzar
su pico en el rango de 50 a 60 afios. La pérdida dental que ocurre después
de esta edad parece contar con la subsiguiente reduccion en la prevalencia

de la enfermedad (Papapanou 1996).

La enfermedad periodontal muestra tanto similitudes como variaciones en su
prevalencia y severidad en diferentes poblaciones (L6e et al. 1978, Baelum
et al. 1988 a y 1988 b). Estas variaciones pueden ser debidas a los
diferentes niveles de higiene oral, o pueden reflejar factores étnicos o
raciales que modifican la composicién de la microflora subgingival y/o los
factores de la respuesta del huésped (Beck et al. 1990, Scheikein et al.

1993, Ellwood et al. 1997, Umeda et al. 1998).

Son interesantes también los analisis de materiales arqueoldgicos hechos
por Mitsis & Taramidis 1995, Clarke et al. 1986, Kerr 1991 y Kerr 1994, que
sugieren que la prevalencia o severidad de la enfermedad periodontal, no

han cambiado significativamente a traves de la historia.

En resumen: actualmente la enfermedad periodontal destructiva no debe de
ser considerada una consecuencia invariable de la inflamacion gingival de
larga duracion (Listgarten et al. 1985). Pero la periodontitis es consecuencia

invariable de la gingivitis.
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A pesar de la mejora en la higiene oral y de los accesos a los cuidados
profesionales, el nimero absoluto y el porcentaje de adultos en los EE.UU.
con periodontitis pueden estar en crecimiento debido al aumento de la
expectativa de vida, disminucion de la tasa de caries, y al aumento de

sujetos mayores dentados (Douglass & Fox 1993).

3.2. Datos en Brasil

En Brasil se repiten los mismos problemas mundiales. Se trata de un pais de
dimensiones continentales, con variaciones socio-demograficas muy
grandes entre region y region e, incluso, dentro del mismo sitio y ciudad. Los
estudios son regionales y puede ser dificil usar los resultados para una

generalizacion a todo el pais.

En 2004, se publicé una investigacion del Ministerio de Salud brasilefio (SB
2000. 2004) con una muestra de 108.921 sujetos. La poblacion diana fue de
nifos pre-escolares, niflos de 12 afos, adolescentes de 15 a 19 afos,
adultos de 35 a 44 afios y personas mayores de 65 a 74 afios, englobando
todas las regiones del pais, en ciudades desde 5.000 hasta mas de 100.000
habitantes. Para la enfermedad periodontal, utilizaron el indice CPI, y la
media total de prevalencia de bolsas periodontales con 4 mm o mas en

adultos (35 a 44 afnos) fue de 9,98 % con n=10.354 (66,3 % mujeres y 33,7%
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hombres). Los sextantes excluidos por ausencia de elementos en este rango
de edad fueron de 11,35%. Pero los indices de sextantes excluidos entre los
65 a 74 afos representaron el 60,8%, con 6,30% de sextantes con, por lo
menos, un diente con bolsa periodontal con 4 mm o mas. La media de
dientes perdidos en los dos rangos (adultos y mayores) fue de 13,2. Este
estudio presentd una prevalencia mas baja que la encontrada en la revision
epidemioldgica de periodontitis de Gjermo et al. (2002), en pacientes de
mediana edad en paises de América Latina durante los afios 1990. Llam¢é la
atencion el gran numero de sextantes excluidos en los rangos de edad de
los 35 a 44 afos y principalmente entre los 65 a los 74 afios, lo que puede
acabar generando una baja prevalencia de enfermedad periodontal

avanzada en mayores (SB 2000. 2004).

Peres et al. (2007) utilizaron los datos de la investigacion del Ministerio de la
Salud brasilefio para asociar la enfermedad al color de la piel. Encontraron
niveles mas altos de enfermedad periodontal entre las personas de color de
piel “negra oscura” y “negro claro” que en los blancos, y proponen dos
hipotesis: que el color de la piel puede estar mas asociado al estatus social
mas bajo, 0 quizas a una respuesta del estrés de esta poblacién, que al

factor racial propiamente dicho.
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El estudio SB 2000. (2004), en adolescentes de 15 a 19 afos, encontro
bolsas periodontales de 4 a 5 mm en 1,19% de los individuos y 0,15% con
bolsas de 6 mm o mas. Otros estudios en adolescentes brasilefios no
encontraron una prevalencia muy diferente. Corteli et al. (2002), en una
poblacién de 600 adolescentes (15 a 25 afios), encontraron un 25,5% de la
poblacidn diana con, al menos, un elemento dental con pérdida de insercion,
1,66% con caracteristicas clinicas de periodontitis agresiva localizada,
3,66% con periodontitis agresiva generalizada y 14,3% con periodontitis
incipiente; el 55% restante mostré nivel de insercion clinico normal.
Chambrone et al. (2008), en una revision de la literatura, mostraron una
presencia de enfermedad gingival con una media del 92,92% vy la

enfermedad periodontal con 89,88%, en el todo pais.
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4. Etiologia de las enfermedades periodontales

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas, los mecanismos
patogénicos exactos responsables por el inicio y progresion de la

periodontitis no son conocidos.

Histopatologicamente, la enfermedad periodontal destructiva (periodontitis)
presenta bolsa periodontal, localizacion del epitelio de unidn apical a la unién
cemento-esmalte, pérdida de fibras colagenas subyacentes al epitelio de la
bolsa, pérdida de hueso alveolar, numerosos leucocitos polimorfonucleares
en el epitelio de union y en el epitelio de la bolsa, infiltrado inflamatorio
intenso con células plasmaticas, linfocitos y macréfagos (Flemmig 1999).
Muchas evidencias sugieren que la inflamacién y destruccion de las
estructuras periodontales son consecuencia de las reacciones de

susceptibilidad del huésped a bacterias patogénicas (Schenkein 2006).

Los patégenos y los componentes bioquimicos generados por ellos son
considerados factores de iniciacion de la lesion periodontal. ElI huésped
desempeiia un papel esencial en la progresion y severidad de la enfermedad

(Van Dyke & Sheileh 2005).
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4.1. Modelo etiolégico multifactorial

4.1.1. Anatomia:

Presentando ciertas caracteristicas comunes a otras enfermedades
infecciosas, las enfermedades periodontales tienen algunas caracteristicas
muy distintas. La principal razén es la particularidad anatdmica de los
dientes. Una parte de su estructura pasa a traves del tegumento mientras
que otra parte se queda intimamente dentro del tejido. El diente aporta una
superficie de colonizacion para una gama enorme de especies bacterianas,
que pueden colonizar el diente propiamente dicho, las superficies epiteliales
de la encia, la bolsa periodontal, el tejido conectivo subyacente si esta
expuesto, ademas de otras bacterias ya adheridas a esas superficies. La
colonizacion de la corona dental es relativamente estable, pues no ocurre
descamacion de tejido (Socransky & Haffajee 2003) facilitando la formacion
de biofilms finos. El huésped promueve, en realidad, una oportunidad Unica
para la formacion del biofilm en la boca y un refugio securo para la
resistencia microbiana (Socransky & Haffajee 2002, Marsh 2005, Marsh &

Devine 2011).
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4.1.2. Habitat oral

Quizas la mejor manera de comprender la microbiota oral es considerarlo
como una ecologia microbiana, cuyo foco esta en la comprension de las
interacciones entre los microorganismos que habitan la boca y el huésped
sobre el que colonizan. La composicion de la microbiota oral varia
significativamente con las condiciones ecoldgicas que prevalecen en las
diferentes superficies orales, como la lengua, la mucosa bucal y dientes (Aas

et al. 2005, Zaura et al. 2009, Dewhrist et al. 2010).

Dichas diferencias determinaran cuales son los tipos de microorganismos
que seran mas habiles para la colonizacion, crecimiento, y cuales estaran en
menores 0 mayores cantidad en la comunidad bacteriana; ademas también
determinara cuales seran sensibles y receptivos al medio ambiente de

acogida (Marsh & Devine 2011).

Aunque la boca sea un ambiente hostil a la vida bacteriana y apenas
algunos de los microorganismos que entran en la cavidad oral son capaces
de colonizar y sobrevivir, ciertas bacterias son frecuentemente aisladas en
este habitat, por lo tanto, la boca contiene los requisitos necesarios para el
crecimiento de microorganismos, tales como: temperatura, nutricion,

atmosfera, pH y potencial redox. Los microorganismos responden a los
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cambios en el medio y alteran su patrén de expresion genética a fin de

adaptarse (Marsh & Devine 2011).

Temperatura: Un pequefio aumento en la temperatura puede alterar la
ecologia subgingival cambiando la competitividad de los organismos.
Temperaturas mas altas tienden a elevar la proporcion de P.
intermedia, A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis (Haffajee et al.
1992 b). Pequeios cambios en la temperatura de areas inflamadas
subgingivales también pueden alterar la expresion genética
bacteriana (Murakami et al. 2004).

Eh - potencial redox: El rango de tolerancia de oxigeno y el potencial
redox (Eh) de la cavidad oral del huésped parece favorecer el
crecimiento de un biofilm maturo. La distribucién de anaerobios en la
boca esta relacionado al potencial redox de cada localizacion, aunque
algunos sobreviven en hbitats abiertamente aerobios con estrecha
colaboracion con especies que consumen oxigeno (Marsh & Devine
2011).

pH: La mayoria de los microorganismos requieren un pH cercano al
neutro para su crecimiento 6ptimo, y son sensibles a los extremos
acido y alcalino. El rango del pH de las superficies bucales esta entre
6,75y 7,25, y los cambios en el pH pueden causar grandes cambios

en las proporciones de bacterias dentro de la placa dental. Después
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del consumo de azucar, por ejemplo, el pH de la placa cae
rapidamente a menos de 5,0 por culpa de la producciéon de productos
de la fermentacion acida (Marsh & Martin 2009). El aumento en el pH
puede ser el resultado del aumento del metabolismo proteolitico
bacteriano, como la produccion de amoniaco, urea y la desaminacion
de aminoacidos. Un ejemplo del cambio en el pH, como determinante
del crecimiento bacteriano, es la expresion de proteasas por el P.
gingivalis, que aumenta el pH, aumentando asi la competitividad de
otros periodontopatogenos (Marsh et al. 1993), favoreciendo el
crecimiento de P. intermedia, P. gingivalis 'y A,
actinomycetemcomitans, que necesitan del pH alcalino para su
crecimiento 6ptimo (Mc Kee et al. 1986, Sreenivasan et al. 1993). La
dieta rica en carbohidratos parecen llevar a una caida del pH
catastrofica para la ecologia oral, que, si se repite con frecuencia,
selecciona bacterias acido-tolerantes y acidogenicas, llevando a un
alto riesgo de caries dental (Bradshaw et al. 1989)

Los nutrientes para el biofilm oral, como los aminoacidos, proteinas y
glicoproteinas, son obtenidos principalmente de la saliva y del fluido
sulcular gingival: un flujo reducido del fluido sulcular en la salud
gingival hace una menor aporte nutricional para el crecimiento de las

microbiota subgingival (Marsh & Martin 2009).
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Los cambios en el metabolismo estan asociados con la seleccién de
especies asociadas a la destruccion periodontal, como los anaerobios
pigmentados de negro, estreptococos anaerobios, Fusobacterium spp., y
espiroquetas. Por ejemplo, P. gingivalis pasa a ser el microorganismo
dominante del cultivo cuando el medio de mucina-base es suplementado con
suero humano (como ocurre cuando hay aumento del fluido sulcular), con el
aumento de la proporcion de P. gingivalis también hay una elevacién en la
actividad de gingipaina y una elevacion del pH de medio de 6,9 para 7,5

(Marsh & Devine 2011).

4.1.3. Biofilm:

El potencial patogénico de la placa bacteriana esta demostrado en varios
estudios desde los afios 1960, confirmando su papel esencial en la caries, y
las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis). La placa
bacteriana que coloniza el diente y sus tejidos representa un biofilm

verdadero.

El término biofilm describe una comunidad microbiana asociada a la

superficie del diente o cualquier superficie que no descama (Wilderer &

Charaklis 1989).

40



Los biofiims se forman virtualmente sobre todas las superficies solidas
inmersas en medio acuoso natural, particularmente mas rapido en sistemas
fluidos, donde se aporta una fuente regular de nutrientes a las bacterias.
Ocurre una formacion rapida de grupos de microorganismos debido a un
amplio crecimiento bacteriano, acompafado por la excrecion de una gran

cantidad de polimeros extracelulares (Lang et al. 2003).

La mayor ventaja de este tipo de crecimiento bacteriano es la proteccién que
el biofilm promueve para la colonizacion de especies frente a factores del
medio, tales como los mecanismos de defensa del huésped y a substancias
potencialmente toxicas en el medio, como por ejemplo quimicos letales o
antibioticos (Socransky & Haffajje 2002). Los biofilms también pueden
facilitar el proceso de nutricion, alimentacion cruzada (una especie produce
nutrientes para otra), eliminacion de productos metabolicos potencialmente
perjudiciales (generalmente por la utilizacion por otra bacteria), asi como el
desarrollo de un medio fisico-quimico apropiado, como por ejemplo, la
reduccion del potencial de 6xido reduccion (Socransky & Haffajje 2002). La
frecuencia con que se detectan especies anaerobias en las regiones mas
profundas de los biofilms refuerza la evidencia de los gradientes de difusion,

principalmente del oxigeno, en este sitios (Ritz 1969).
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Los biofilms estdn compuestos de micro colonias de células bacterianas que
estan distribuidas de forma no aleatoria en una matriz o glicocalix. El
crecimiento de los biofilms es tipicamente de propagacion lateral y
posteriormente en la direccion vertical (Socransky & Haffajee 2002). En el
diente, los niveles inferiores del biofilm tienen densos grupos de
microorganismos unidos a una matriz de polisacaridos con componentes
organicos e inorganicos. En la parte alta del biofilm, se encuentran grupos
sueltos con aspecto irregular que se extienden para el medio circundante. El
grupo de bacterias que circunda el biofilm posee un subgrupo estacionario y
un grupo libre en movimiento. Los componentes nutricionales pueden

penetrar en este medio fluido por difusiébn molecular (Lang et al. 2003).

Segun Socransky & Haffajee (2002), las propiedades de los biofilms
incluyen:

1. Estructura: Con micro colonias de células bacterianas dentro de una
matriz, circundadas por canales de agua que permiten el paso de nutrientes
y otros agentes actuando como un sistema circulatorio primitivo.
Frecuentemente las colonias estan compuestas por diversos tipos de
especies.

2. Exopolisacaridos: Son los mayores componentes del biofilm, y su papel es

mantener la integridad del biofilm.
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3. Heterogeneidad fisiologica dentro de los biofilms: Las mismas especies
microbiolégicas pueden existir en estadios fisiologicos diferentes dentro del
mismo biofilm separadas por pocos um, haciendo que lo que afecta a una
especie bacteriana en un grupo del biofilm, puede no afectar a la misma
especie en un grupo mas profundo. Ademas, las células dentro del biofilm
pueden producir enzimas responsables de dafos tisulares.

4. Factores que afectan el desarrollo y comportamiento de los biofilms: La
hidrodinamica afecta tanto al transporte de nutrientes como a la estabilidad
fisica de la superficie del biofilm. Biofilms que crecen en zonas con fuerzas
fisicas intensas son generalmente finos y densos comparados a los que
crecen en zonas con bajas fuerzas de cizallamiento. Los biofilms también se
ven afectados por cambios en la concentracion de nutrientes.

5. Desprendimiento de células del biofilm: Este evento es esencial para la
continua colonizacion del biofilm por nuevos habitantes bacterianos.

6. Quorum sensing: o transferencia de informacion. El quorun sensing
implica la regulacion de la expresion de genes por la acumulacion de
compuestos sefializadores que median la comunicacion intracelular. Es un
modo de transferir informacion dentro del biofilm.

7. Adhesion bacteriana. Es el paso esencial para el desarrollo de los
biofilms. En la boca, las bacterias pueden adherirse a una variedad enorme
de superficies, incluyendo los tejidos blandos orales, la pelicula adherida de

los dientes, y otras bacterias. Muchas bacterias poseen fimbrias vy fibrillas
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que las ayudan en la adherencia; la fimbriae de P. gingivalis es el mejor
ejemplo dentro de las bacterias Gram-negativas.

8. Coagregacion bacteriana: La asociacion bacteriana dentro de los biofilms
no es aleatoria. Hay asociaciones especificas entre las bacterias dentro del
biofilm. Seis grupos intimamente asociados han sido reconocidos: el primero
incluye Actinomyces; un segundo grupo con miembros del genero
Streptococcus; un tercer grupo que incluye Capnocytophaga sp., A.
actinomycetemcomitans serotipo a, Eikenella corrodens y Campylobacter
concisus; y un cuarto grupo con Veillonella parvula y Actinomyces
odontolyticus. Estos grupos son los colonizadores primarios de la superficie
dental y su crecimiento precede a la multiplicacion de los dos ultimos grupos,
predominantemente gram-negativos. Muchas células de bacterias orales
humanas se adhieren a otras bacterias orales, y esta adherencia célula a

célula es conocida como coagregacion.

Pero, aunque un biofilm con especies patogénicas colonice un huésped, este
puede no manifestar clinicamente la enfermedad durante un cierto tiempo o
quizas nunca. Por ello, parece claro que la enfermedad periodontal depende
de la ocurrencia simultanea de varios factores (Socransky & Haffajee 1993):
modificaciones en la respuesta del huésped, variaciones sociales o
comportamentales, o por factores genéticos y epi genéticos (Schenkein

2006).
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4.1.4. Genética:

Estudios de pacientes con enfermedad periodontal sugieren que la genética
y el origen étnico pueden tener influencia en la suceptibilidad a la
enfermedad, y pueden también afectar a la microbiota oral, pero muy pocos
parametros genéticos conocidos del huésped pueden influenciar la

composicion de la microbiota bucal residente (Rylev & Kilian 2008).

Socransky et al. (2000) encontraran que el polimorfismo asociado con la
interleucina (IL)-1, u otras citocinas pueden aumentar la probabilidad de
detectar ciertos patdogenos periodontales clave y predisponer a los individuos
a periodontitis.

Las investigaciones de diagnoéstico basadas en condiciones genéticas del
paciente, podrian ser interesantes, pero necesitan de una gran poblacion, lo
que no suele ser frecuente en estudios en periodoncia (Persson 2005). Asi,
los estudios en gemelos pueden ser una alternativa para demostrar una
correlacion genética en la susceptibilidad a la periodontitis cronica, dado
que las diferencias genéticas estan probablemente asociadas a genes
susceptibles del huésped (Michalowicz et al. 2000). Moore et al. (1993)
compararon la microbiota de gemelos y mostraran mas similitudes que los
pacientes no relacionados, sugeriendo alguna influencia genética. Graves et
al. (2000), estudiando el sindrome de Papillén-Léfevré, un desorden genético

grave, enfatizaron la importancia de factores hereditarios en la determinacion
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de la susceptibilidad a las enfermedades periodontales, y alertan de que no
se pueden cambiar los factores genéticos individuales, pero, si se pueden
modificar otros factores, que pueden y deben ser controlados para,
posiblemente, resultar en alteraciones en la susceptibilidad a la enfermedad

periodontal.

El origen étnico parece influir en la seleccién de cepas. La gran cantidad de
diferentes cepas de A. actinomycetemcomitans aisladas de diferentes
localildades geograficas son un ejemplo. Parece haber también una
predileccion de microorganismos por una determinada etnia: P. gingivalis y
Peptostreptococcus anaerobius son los microorganismos mas asociados a
los pacientes afroamericanos con periodontitis, F. nucleatum parece ser mas
frecuente en sujetos caucasianos. Pacientes hispanicos y asiatico-
americanos parecen tener tendencia a una mayor probabilidad de detectar
dos o0 mas periodontopatégenos (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
forsythia, T. denticola) conparados con otros pacientes con periodontitis

(Marsh & Devine 2011).

4.1.5. Respuesta inmune:
El huésped acoge una microbiota residente compleja que parece ser
beneficiosa para su desarrollo normal, sin iniciar una respuesta inflamatoria

perjudicial, mientras también es capaz de construir una defensa eficiente
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contra los patdégenos. Bacterias patdgenas y no patdgenas pueden iniciar
diferentes vias de sefalizacion intra celular y respuestas inmunes innatas y
adaptativas en las células epiteliales (Hooper 2009, Neish 2009). Dichas
respuestas inmunes desempefian dos papeles antagonicos: mientras
protejen, también generan mecanismos destructivos que pueden promover
la progresion de la enfermedad periodontal (Teng 2006). El desequilibrio
inmunologico esta atribuido a la incapacidad del organismo en eliminar los
patdgenos y, a la vez, causar destruccion del tejido. Sin embargo, aun no
esta establecido el mecanismo por el cual el proceso de inflamacion se inicia
en sitios previamente sanos (Schenkein 2006). Varios mediadores celulares
y moleculares estan siendo investigados en la enfermedad periodontal,
incluyendo el papel de los linfocitos T y B, macrofagos, monocitos, células

dendriticas y neutrofilos, asi como el papel de las citocinas y quimiocinas.

Expresiones anormales de Receptores de Reconocimiento de Patrones de la
célula del huésped (PRRs), que se unen a lipopolisacaridos bacterianos
(TLR2 y CD14), se han relacionado con la predisposicion a la enfermedad
periodontal (Tervonen et al. 2007). Las bacterias residentes de la placa
bacteriana determinan la expresion normal de mediadores inmunologicos.
En localizaciones subgingivales, ayudan en el mantenimiento de la salud
tisular, por medio de la regulacidon de niveles de expresion de la molécula de

adhesion intra celular 1, E- selectina y IL-8, que por su accion regulan la
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capa de neutrofilos entre el biofilm subgingival y el epitelio de union (Dixon et
al. 2004). Los periodontopatégenos pueden activar vias de respuesta

distintas en las células epiteliales (Hasegawa et al. 2007).

Esta relacion beneficiosa entre el huésped y la microbiota oral, puede
cambiar con la cantidad y diversidad de especies en sitios con enfermedad
periodontal, que se torna mas marcada con la severidad de la enfermedad

(Socransky & Haffajee 2005, Marsh & Martin 2009).

4.1.6. Factores de riesgo:

Wilson & Crouch (1987) propusieron establecer factores de riesgo para las
enfermedades periodontales. Estos factores indican un aspecto del
comportamiento personal o un estilo de vida, una exposicion al medio o una
caracteristica congénita, la cual, basada en evidencias epidemiolégicas, esta
asociada a favorecer el establecimiento o la progresion de la enfermedad.
Los factores de riesgo pueden influenciar a un sujeto de manera general o

pueden afectar los tejidos periodontales localizadamente (Mombelli 2005).

Los factores de riesgo deben satisfacer a dos criterios: 1) ser biolégicamente
plausibles como un agente causal de la enfermedad y, 2) deben mostrar
preceder el desarrollo de la enfermedad, por tanto, se necesitan estudios

clinicos prospectivos (Pihlstrom 2001). Son determinados usando Medidas
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Asociativas como odds ratio (razon entre los productos de los indices

cruzados), risk ratio (razones entre los riesgos) y riesgo relativo.

El riesgo relativo es la probabilidad del sujeto de desarrollar la enfermedad si
estd expuesto a un factor dado, comparado con el de desarrollar la
enfermedad si no esta expuesto. El riesgo relativo y el odds ratio son
similares cuando la prevalencia de la enfermedad es baja, pero los valores
divergen cuando la prevalencia de la enfermedad aumenta. Mientras el risk
ratio y el odds ratio son usados para cuantificar la enfermedad, el riesgo
relativo es generalmente mas significativo intuitivamente para los clinicos

(Pihlstrom 2001).

Dentro de los factores de riesgo locales estan: placa bacteriana, con la
presencia de periodonto patdgenos especificos, herpes virus, calculo,
contactos dentales proximales abiertos, afectacion de furca, impactacion
alimentaria, ademas de oclusion traumatica y presencia de habitos para
funcionales (Pihlstrom 2001). Los factores de riesgo locales son tratados

localmente.

Entre los factores de riesgo comportacionales, destacan el tabaquismo,

diabetes mal o no controlada, factores psicosociales, obesidad,

osteoporosis/osteopenia, razaletnia, sexo, estatus socio econdémico, bajo
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nivel de educacion, cuidados dentales infrecuentes y aumento de edad

(Pihlstrom 2001, Tonetti & Claffey 2005).

4.1.6.1. Tabaquismo: Evidencias substanciales sostienen el efecto negativo
del tabaquismo en la salud periodontal. Se estima, por el calculo de la odds
ratio, un aumento del riesgo de periodontitis avanzada para fumadores de
2,82, en comparacion con no fumadores; con intervalo de confianza de 95%
de 2,36 a 3,39 (Papapanou 1996). En esta investigacion, los sujetos que
dejaban de fumar en algun punto dentro del periodo de observacion tuvieron
un retraso significativo en la progresion de la pérdida de hueso, comparado
con los que siguieron siendo fumadores. El tabaquismo también puede
seleccionar patdgenos potenciales como T. forsythia, Parvimonas micra, F.
nucleatum y C. rectus (van Winkelhoff et al. 2001). Mientras que la
suspension del uso del tabaco lleva a la reduccion de la prevalencia o
proporcién del nimero de periodontopatégenos como P. micra y T. denticola

(Delima et al. 2010).

4.1.6.2. Diabetes mellitus: Los diabéticos parecen sufrir tres veces mas
pérdida de insercion y de hueso alveolar que los no diabéticos. Aumenta el
riesgo de periodontitis en casos de diabetes de larga duracién, de inicio
precoz y de mal control metabdlico, al contrario que los diabéticos con buen

control metabdlico, al haber un aumento de las enzimas catabdlicas del
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fluido sulcular de pacientes con diabetes mal controlada. Los pacientes
diabéticos parecen tener altas frecuencias de P. gingivalis, A

actinomycetemcomitans y Campylobacter spp. (Ebersole et al. 2008).

4.1.6.3. Otros factores:

« Edad: La composicion de la placa bacteriana parece cambiar con la
edad. La prevalencia de algunos periodontopatdégenos relacionados
con la edad como A. actinomycetemcomitans son mas conmunes con
sujetos jovenes, mientras P. gingivalis son mas prevalentes con el
aumento de la edad (Favieri et al. 2009).

» Hormonas femeninas: Parece haber correlaciones entre las hormonas
maternas y el nivel de P. gingivalis y P. intermedia (Carrillo-de-

Albornoz et al. 2010)

4.1.7. Factores sociales y comportamentales:

A nivel individual, los factores socioeconémicos y educacionales a largo
plazo pueden presentar un impacto significativo sobre la ocurrencia de la
periodontitis. El estrés, por ejemplo, parece influir sobre los resultados de la
terapia periodontal, y estudios en animales mostraron que el estrés
psicolégico crénico representa un marcado impacto sobre la respuesta
localizada del huésped (Person 2005). ElI consumo de alcohol también

parece estar asociado a la enfermedad, asi como la higiene bucal limitada, el
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bajo nivel educacional, las dificultades financieras, o la capacidad de acceso

a cuidados de salud (Persson 2005).

4.2. Infecciones periodontales y enfermedades sisté  micas:

La gran cantidad de publicaciones recientes, que tratan del papel de la
enfermedad periodontal como un factor de riesgo para otras patologias,
sefalan el hecho de que la cavidad oral forma parte del cuerpo humano y la
salud sistémica debe de englobar también la salud oral y periodontal. Adn
que no se pueda concluir definitivamente sobre las investigaciones a este
respecto, los hallazgos pueden tener una repercusion importante en el

futuro.

4.2.1. Enfermedades cardiovasculares:

Muchas investigaciones relacionan que bajos niveles de inflamacion cronica
pueden ser un factor de riesgo importante en las enfermedades
cardiovasculares ateroscleréticas (Ross 1999). Las enfermedades
periodontales representan infecciones mixtas causadas por bacterias Gram-
negativas anaerobias, cuya marcada proliferacion dentro de la bolsa

periodontal, provoca la ulceracion del epitelio de la bolsa. Esta, por su vez,
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se convierte en una puerta por donde pasan lipopolisacaridos (LPS) y otras
estructuras antigénicas de origen bacteriano, que desencadenan una
respuesta local y sistémica del huésped. Ademas, varias especies
patogénicas también poseen capacidad de invadir tejidos. Actividades como
el cepillado y la masticacion pueden resultar en bacteremias transitorias,
también causando un ataque bacteriano sistémico al huésped. Loos et al.
(2000) investigando en pacientes con periodontitis, encontraron muestras
con una elevada cantidad de leucocitos sanguineos y altos niveles de
proteina C reactiva (CRP), con consequencias sistémicas. Otros
investigadores (Ebersole et al. 1997, Loos et al. 2000, Slade et al. 2000)
encontraron que las personas con enfermedad periodontal extensa
presentaban, en media, un aumento de un tercio en los niveles de CRP y el
doble de prevalencia de CRP elevadas, cuando eran comparados con
sujetos periodontalmente sanos; los niveles de CRP también estaban
aumentados en pacientes edéntulos. La conclusion de los estudios es que
las infecciones cronicas pueden contribuir a un estado de pro-coagulacion,
favoreciendo el desarrollo de ateromas. La presencia de bacterias orales en
placas ateromatosas ha sido estudiada, por ejemplo, por Chiu (1999), en
muestras de cardtidas humanas que sufrieron angioplastia, y se observo la
presencia de inmunomarcadores para P. gingivalis y Streptococcus sanguis
asociados a formacion de trombos y Ulceras, y adyacentes a la regién con

mayor presencia de cuerpos apoptoticos.
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La enfermedad periodontal también ha sido asociada a enfermedades
coronarianas cardiacas. Beck et al. (1996) encontraron un aumento de la
incidencia de enfermedad coronariana cardiaca fatal y derrame cerebral
asociadas a pérdida de hueso alveolar radiografica, relacionada con la

severidad de la enfermedad periodontal.

4.2.2. Nacimiento prematuro y bajo peso neonatal

Los mediadores de la inflamacion cronica parecen ser los responsables del
parto prematuro, especialmente los mediadores producidos por las
infecciones del trato genitourinario y las vaginosis bacterianas. Pero las
mujeres con parto prematuro no siempre presentan cultivos positivos para
microorganismos locales en el liquido aminidtico (Papapanou & Lindhe
2003), asi que se ha sugerido que el resultado del parto prematuro puede
ser mediado indirectamente por inflamaciones distantes, resultado de la
translocacion de bacterias, lipopolisacaridos (LPS) y productos bacterianos
en la circulacion sistémica (Papapanou & Lindhe 2003). Hill (1998) sefial en
su estudio que las mujeres con vaginosis raramente presentaban bacterias
comunes del trato genitourinario en el liquido aminidtico, y sin embargo,
frecuentemente mostraban fusobacterias, que son microorganismos
comunes de la microbiota periodontal, y propusieron que las bacterias orales
podrian llegar al liquido aminiotico por difusion sanguinea resultando en una

irritacion corioaminiotica.
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Mitchell-Lewis et al. (2001) encontraron T. forsythia y C. rectus en madres de
nifios prematuros y con bajo peso neonatal, ademas de identificar también
una elevada cantidad de varias especies bacterianas examinadas.
Dasanayake et al. (2001) también encontraron marcadores de anticuerpos
IgG frente a P. gingivalis y T. forsythia, de manera estadisticamente
significativa, en mujeres con parto prematuro al ser comparados con mujeres

con partos a término.

4.2.3. Diabetes mellitus

Se comporta como un factor de riesgo para la periodontitis, pero también
puede verse afecta por las infecciones cronicas. En este contexto, las
infeciones periodontales pueden ser perjudiciales para el control metabdlico
de la diabetes (Papapanou & Lindhe 2003). Tanto los estudios de diabetes
tipo 1 como los de diabetes tipo 2 indican que las infecciones periodontales

pueden influenciar el control de la glucemia.
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5. Microbiologia de las enfermedades periodontales

Desde el “World Workshop on Clinical Periodontics” de 1996, se considera a
un grupo de microorganismos periodontopatégenos especificos como
agentes causantes de la enfermedad periodontal, y su presencia en las
bolsas periodontales, como un factor de riesgo para la misma. Entre ellos, se
considera que tienen una mayor fuerza de asociacién: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis.
Pero hay otras especies bacterianas que también son comunmente

encontradas en sitios enfermos y asociadas a periodontitis.

Se estima que mas de 700 especies diferentes de microorganismos son
capaces de colonizar la cavidad bucal y un uUnico sujeto puede albergar

hasta 150 especies diferentes. Los recuentos bacterianos del surco gingival
varian desde 10° en surcos gingivales sanos, hasta >10% en bolsas

periodontales profundas, pudiendo llegar a 10° (Socransky & Haffajee 2003),
o a mil millones de bacterias por gramo neto (Slots & Listgarten 1988). A
pesar de la cantidad enorme de bacterias en la boca, normalmente
prevalece el equilibrio en las relaciones ecologicas del huésped y la
microbiota periodontal, y los microorganismos, aunque abundantes, pueden

no provocar enfermedad durante toda la vida del huésped, y no hay pérdida

56




de las estructuras de soporte del diente. El desequilibrio de esta relacion
ecologica puede llevar a la destruccion del aparato de soporte periodontal. Si
una determinada especie bacteriana se multiplica de manera excesiva, o,
por ejemplo, un determinado microorganismo exhibe una nueva propiedad,
puede haber desequilibrio en este delicado ecosistema v,

consecuentemente, la ocurrencia de periodontitis.

Las periodontitis son enfermedades inflamatorias de naturaleza infecciosa,
que se asemejan con otras enfermedades infecciosas, y, asi, afectan un
determinado oOrgano o sistema. Normalmente una infeccion esta
normalmente causada por uno O mMAas microorganismos patogénicos
relativamente bien definidos, también las periodontitis parecen ser causadas
por un grupo relativamente definido de microorganismos, actuando solos o

en conjunto (Socransky & Haffajee 2003).

La evolucion historica en la busqueda de los agentes infecciosos etiologicos
para las enfermedades periodontales dura ya mas de un siglo. Los hallazgos
pasan por amebas, espiroquetas, fusiformes, hasta estreptococos en la
década de 1930; después y hasta los afios 1960, la busqueda de agentes
patogénicos orales entra en total desinterés (Socransky & Haffajee 1994).
Los estudios clasicos de Loe et al. (1965) Loe et al. (1967) y de Theilade et

al. (1966), cambian el concepto de la etiologia microbiana de la enfermedad
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periodontal, y convencen de que el acumulo de placa bacteriana precedia el
inicio de la gingivitis. Muchos investigadores creian que la gingivitis llevaba a

la eventual pérdida de soporte periodontal.

Tras estos hallazgos, las discrepancias entre los diversos investigadores y
clinicos se acentuaron, pues si la cantidad de placa bacteriana estuviera
asociada directamente con la etiologia de la enfermedad, entonces no se
podria explicar por qué la destruccion del aparato de sostén del diente es, a
veces, localizada. Tampoco justificaria como pacientes que no presentan
gran cantidad de placa desarrollan una destruccion acentuada del
periodonto, y el por qué algunos individuos exhiben solamente gingivitis
durante toda la vida independientemente de la cantidad de placa bacteriana

presente.

Con el desarrollo de métodos de investigacion mas precisos, se comenzaron
a identificar las diferencias en la composicion de la placa bacteriana entre
sujetos, incluso, de localizaciones dentro del mismo individuo. Asi, se
empezaron a relacionar microorganismos especificos con la etiologia de las
diferentes formas de enfermedad periodontal. Newman et al. (1976),
Newman & Socransky (1977), Slots (1976), Tanner et al. (1979) y Slots
(1977), demostraron que la microbiota de sujetos sanos era distinta de las de

sujetos con distintas enfermedades periodontales y también diferente de
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pacientes con periodontitis juvenil localizada (PJL). Estos estudios
representaron el punto inicial de investigaciones a gran escala para
relacionar microorganismos especificos y diferentes enfermedades
periodontales.

Los microorganismos, denominados ahora como patdégenos periodontales
sospechosos de causar enfermedad periodontal destructiva, fueron definidos
inicialmente segun los “postulados de Koch”. Tales criterios han sido
ratificados y ampliados a lo largo del tiempo, siendo ahora conocidos como
“criterios de Socranksy”, e incluyen (1) criterio de asociacion, (2) criterio de
eliminacién, (3) criterio de la respuesta del huésped, (4) criterio de los
factores de virulencia, (5) criterio de los estudios en animales y (6) criterio de
determinacion del riesgo. La discriminacion entre un patdégeno y una especie
no patogénica se basa no solamente en un Unico criterio, sino, en una
evaluacion de “peso de las evidencias” (Socransky & Haffajee 2003):

(1) El criterio de asociacion es el mismo que los dos primeros postulados de
Koch: la especie debe ser encontrada mas frecuentemente y en cantidad
mas elevada en casos de infeccion que en sujetos sin manifestacion de la
enfermedad o con otras formas de enfermedad.

(2) El criterio de eliminacion se basa en que si es eliminada (o reducida su
cantidad) una especie patdgena, habra una remision simultanea de la
enfermedad (un problema para la terapia periodontal, que raramente elimina

solamente una especie de manera selectiva).
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(3) El criterio de la respuesta del huésped evalla la respuesta inmune del
paciente: si el agente es patdgeno, el huésped debe desarrollar una
respuesta local y sistémica, que se puede evaluar mediante los anticuerpos
especificos producidos.

(4) El criterio de los factores de virulencia se cumple si el patégeno
sospechoso dispone de diferentes factores de virulencia. Estos
determinantes bioguimicos proporcionan gran informacion sobre la virulencia
del patdgeno y evallan su papel en la enfermedad.

(5) Criterio de los modelos animales, que proporcionan evidencias que
apuntan el papel de una determinada especie microbiana en la enfermedad
periodontal, si dicha especie es capaz de reproducir la enfermedad en
modelos animales.

(6) Criterio de determinacion del riesgo, evaluado mediante estudios
prospectivos en los que se evalla el riesgo de la progresion de la
destruccion periodontal, en relacion con la presencia del patégeno
sospechoso en la evaluacion basal. El desarrollo tecnolégico de la
hibridacion del DNA-DNA y la tecnologia de PCR han permitido identificar
microorganismos especificos en grandes cantidades de muestras de placa

subgingival, permitiendo el andlisis de este criterio.

Mas recientemente, en 1996, van Winkelhoff et al. propusieron que las

infecciones podrian ser divididas en exdégenas y enddgenas, segun el tipo de
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patogeno causal: las infecciones exdgenas, también llamadas verdaderas,
serian causadas por microorganismos adquiridos del medio externo, y no
serian parte de la flora normal; a diferencia de las infecciones enddgenas,
que serian causadas por microorganismos presentes en el medio, incluido el
huésped sano, por lo tanto serian oportunistas, ya que ocurren en el habitat

usual del organismo.

La mayoria de los microorganismos asociados a las enfermedades
periodontales a menudo también pueden ser detectados en bajos niumeros
en ausencia de enfermedad, caracterizandose como una infeccion
endogena. En tal caso, la eliminacion de los microorganismos no es un
objetivo realista, pues puede haber recolonizacion de dichas bacterias en
condiciones ecolégicas favorables (Mombelli 2003). Algunos investigadores,
por el contrario, consideran que A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis
serian agentes infecciosos verdaderos de la periodontitis, o sea, como agentes

de infeccion exdgena (Mombelli 2003).

61



6. Patogenos periodontales

6.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Es uno de los microorganismos mas fuertemente asociado a la periodontitis.
Es un bacilo pequefio de terminacion redondeada, inmdvil, sacarolitico,
capnofilico, anaerobio, Gram-negativo. Forma colonias pequefias convexas de
centro estrellado en cultivo en placas de Agar-sangre. La eliminacion o la
disminucion del patégeno, se ha asociado a una buena respuesta clinica en el
tratamiento de pacientes con PJL. La especie produce leucotoxina
(especialmente en las cepas de tipo JP2), toxina distensora citoletal e induce
enfermedad en animales experimentales. Parece tener capacidad de invadir
células epiteliales gingivales humanas in vitro, y células endoteliales y células
epiteliales bucales in vivo. Ademas, puede inducir muerte celular por apoptosis.
Inicialmente, aparecia muy asociado a PJL (actualmente, periodontitis
agresiva) y también esta relacionado con la periodontitis crénica, aunque con
menos frecuencia y en menor proporcibn que en sujetos con PJL o
periodontitis agresivas. Especialmente relevante es el estudio longitudinal de
Haubek et al. (2008), respecto al cumplimiento del criterio del analisis de
riesgo, en que la presencia de este patdgeno representaba un riesgo 12.4
(odds ratio, OR) de futura pérdida de insercibn a 2 afos en adolescentes

marroquies. El riesgo subia a 18.0 si era la cepa JP2. El autor también sugiere
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que puede ocurrir una competicion por el nicho ecolégico entre los dos clones
de A. actinomycetemcomitans evaluados.

Se han detectado diferentes subtipos de A. actinomycetemcomitans: el
serotipo a, que parece estar asociado a periodontitis cronica en sujetos
adultos norteamericanos (Zambon et al. 1983 b); el serotipo b, en sujetos
norteamericanos con PJL (Zambon et al. 1983 a) y el serotipo ¢, asociado a
periodonto normal sano (Aisikainen et al. 1991). En Corea y Japon, Chung et
al. (1989) y Saito et al. (1993) observaron el serotipo ¢ asociado a
localizaciones con periodontitis. Se han encontrado otros tres serotipos, menos
frecuentes, d, e y f (Dogan et al. 1999, Mombelli et al. 2000 y Kaplan et al.
2001).

El criterio de eliminacion se comprobd en un estudio de van Winkelhoff et al.
(1992), en el que se observo una ganancia significativa en el nivel de insercion
periodontal y una disminucion de la profundidad de bolsa, en practicamente
todos los pacientes tratados con desbridamiento mecéanico y uso sistémico de

amoxicilina y metronidazol, que conseguia eliminar A. actinomycetemcomitans.

6.2. Porphyromonas gingivalis:
P. gingivalis es considerado el segundo periodonto-patégeno en importancia.
Con morfologia de cocos o bacilos pequefios, son anaerobios no maotiles,

asacaroliticos, Gram-negativos, del grupo de Bacteroides melaninogenicus,
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muy investigados. Forman colonias de pigmentacion castafio-negro en
placas de Agar-sangre. Producen colagenasa, diferentes proteasas (incluso
las que destruyen las inmunoglobulinas), hemolisinas, endotoxinas, acidos
grasos, NHjs, H2S, indol, etc. Numerosos estudios enfatizan la asociacion del
P. gingivalis con la enfermedad periodontal, todavia mas comdn en formas
activas y destructivas y poco comun en la salud periodontal (Haffajee &
Socransky 1994). En localizaciones con destruccion periodontal progresiva
aparecen cantidades elevadas o gran frecuencia de P. gingivalis (Lopez
2000, Kamma et al. 2001), de otro modo, aparece con menor frecuencia y/o
cantidad en sitios tratados. Ademas, se detecta comuUnmente en
localizaciones con recurrencia de enfermedad, o donde persiste la
profundidad de la bolsa periodontal post-terapia. Se asocia, entonces, a un
riesgo aumentado de progresion de la enfermedad periodontal (Beck et al.
1997, Grossi et al.1995).

Ogawa et al. (1989) encontraron, en suero, anticuerpos contra la fimbria del
P. gingivalis. Hay un consenso de que los sujetos que sufren pérdida de
insercion periodontal muestran niveles elevados de anticuerpos para
antigenos de P. gingivalis, sugiriendo que la especie bacteriana tuvo acceso
a los tejidos periodontales subyacentes, iniciando, o contribuyendo al
proceso patologico.

Diversos estudios también han demostrado que el incremento de P.

gingivalis esta asociado a la progresion de la enfermedad periodontal e,
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incluso, a la peri-implantitis en animales de laboratorio (Nociti et al. 2001,
Rudney et al. 2001).
Todos los datos reiteran la importancia de P. gingivalis en las enfermedades

periodontales y peri-implantarias.

6.3. Tannerella forsythia:

Tercer patdégeno periodontal, en evidencia de fuerza de asociacion, segun el
Consenso de Periodoncia de 1996. Descrito por primera vez como
Bacteroides fusiforme en 1979 por Tanner et al. Es un bacilo altamente
pleomdérfico, de muy dificil cultivo, necesitando hasta 14 dias para desarrollar
pequefias  colonias. Es anaerobio, fusiforme,  Gram-negativo.
Frecuentemente estd asociado a F. nucleatum en localizaciones
subgingivales (Socransky et al. 1998). Se detecta con mas frecuencia en
localizaciones con enfermedad periodontal destructiva y en abscesos que
sitios sanos o0 con gingivitis (Herrera et al. 2000 a, Herrera et al 2000 b y
Papapanou et al. 2000). Los sujetos que presentan T. forsythia son mas
susceptibles a pérdida 6sea, pérdida de insercion periodontal y pérdida
dental, comparado con los que no presentan la especie (Machtei et al. 1999).
Tiene una actividad proteolitica parecida a la tripsina, metilglioxial y es capaz
de inducir apoptosis celular.

Gmur et al. (1989) en investigaciones de muestras de placa utilizando

anticuerpos monoclonales, sugieren que T. forsythia es mucho mas comun
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en sitios con profundidad de bolsa aumentada. Lai et al. (1987) demostraron
que la especie esta en mayor cantidad en la placa subgingival que la
supragingival. Muchos investigadores (Haffajee et al. 1997, Levy et al. 2002,
Winkel et al. 1998 y 2001, Feres et al. 2001) encontraron una disminucion en
la frecuencia en la deteccibn de T. forsythia post-terapia periodontal
adecuada con raspado, cirugias periodontales, y/o antibioticos sistémicos.
Nociti et al. (2001), encontraron en periodontitis y peri-implantitis inducida en
perros, un incremento significativo en la frecuencia de T. forsythia. Y la
persistencia de la especie en pacientes con periodontitis cronica de baja
severidad tuvo 5,3 veces mayor probabilidad (OR) de presentar, al menos,
una localizacion con pérdida de insercidn que sujetos sin la especie, o que
ocasionalmente tenian T. forsythia (Tran et al. 2001).

Investigaciones utilizando hibridizacion DNA-DNA, detectaron T. forsythia
sobre o en el interior de células epiteliales de bolsas periodontales,
indicando la habilidad de la especie para invadir tejidos, aunque e€so no
ocurria en individuos sin enfermedad periodontal (Listgarten et al. 1993).

El papel de T. forsythia en la enfermedad periodontal esta siendo
investigado en estudios de varios laboratorios con métodos como sondas de

DNA, PCR o métodos inmunoldgicos.
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6.4. Prevotella intermedia / nigrescens:

Bacteroides pigmentado de negro, se presenta como un bacilo redondeado,
anaerobio, Gram-negativo. Shah & Gharbia (1992) distinguen dos especies:
Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens lo que acabd por causar
dificultad en interpretar los estudios iniciales de estas especies (Socransky &
Haffajee 2003).

Aparece en niveles elevados en gingivitis necrosante, en ciertas formas de
periodontitis y en sitios con periodontitis cronica progresiva (Loesche et al.
1982, Moore et al. 1985, Maeda et al. 1998, Herrera et al. 2000, Papapanou
et al. 2000, Tanner et al. 1996 y Lopez 2000).

Yoshida-Minami et al. (1997) encontraron induccion de pérdida de hueso
alveolar en ratones con aislados de estas especies. Mombelli et al. (2000)
observaron que la persistencia del P. intermedia / nigrescens, tras terapia
periodontal convencional, estaba asociada con alta frecuencia de sitios con
sangrado al sondaje.

Capaz de producir infecciones al ser inoculada en animales de laboratorio
(Hafstrom & Dahlén 1997), parece también ser capaz de invadir células

epiteliales normales in vitro.

6.5. Fusobacterium nucleatum:

Bacilo fusiforme, anaerobio, Gram-negativo, comunmente aislado en

estudios de cultivo de muestras subgingivales, y todavia mas prevalente en
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sujetos con periodontitis (Papapanou et al. 2000, Socransky et al. 2000) y
abscesos periodontales (Herrera et al. 2000 b). Para Socransky & Haffajee
(2003) las diferencias en los niveles detectados de F. nucleatum entre
lesiones periodontales activas y inactivas pueden ser minimizadas si se
hiciera una subdivision de la especie en, por lo menos, 4 subespecies, y
posteriormente se hiciera la evaluacion de la participacion de cada

subespecie asociada al estado y progresion de la enfermedad.

6.6. Campylobacter rectus:

Vibrio matil, anaerobio y Gram-negativo. Asociado mas comunmente, y en
mayores cantidades, a sitios enfermos comparados con sitios sanos, y
todavia aun mas en sitios que exhiben destruccion periodontal activa
(Tanner & Bouldin 1989, Rams et al. 1994). Como A.
actinomycetemcomitans, C. rectus ha demostrado producir leucotoxina, y es
una de las pocas especies que poseen esta caracteristica en la microbiota
oral (Gillespie et al. 1992). EIl papel de esta especie ha sido, hasta el
momento, dificil de determinar, ya que muchos organismos de la placa son

semejantes a esta especie, cuando se evaltan en cultivo.

6.7. Parvimonas micra:

Coco pequefio, asacarolitico, anaerobio, Gram-positivo. Se pueden distinguir

dos genotipos, el rugoso y el liso, y este Ultimo parece estar mas asociado a
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la enfermedad periodontal (Kremer et al. 2000). P. micra se detecta con mas
frecuencia en sitios con destruccion periodontal que en sitios sanos o con
gingivitis (Moore et al. 1985, Herrera et al. 2000 a, Papapanou et al. 2000,

Riggio et al. 2001).

6.8. Capnocytophaga sp.

Pequefio aerobio, Gram-negativo, en forma de rueda, su habitat es la boca y
nasofaringe, de manera comensal, y ha sido implicado en septicemia,
meningitis, endocarditis. Capnocytophaga sp. ha sido frecuentemente
aislado en gran numero de lesiones periodontales de pacientes con
periodontitis de inicio precoz (antigua PJL) y otras formas de enfermedad
periodontal (Haffajee et al. 1992). También ha sido aislado en heridas de
mordeduras de perros y gatos en humanos, siendo muy similar al
Bacteroides ochraceus. Investigaciones de casos y controles, de Dyer et al.
(1992), con 50 pacientes, sobre la respuesta de anticuerpos serologicos en
periodontitis humana a componentes celulares de Capnocytophaga,
sugieren que algunos sujetos son incapaces de presentar una respuesta
inmune al microorganismo, y asi puede haber un incremento de la
susceptibilidad a la periodontitis con la presencia de una poblacion muy

pequeia de Capnocytophaga sp. en los sitios enfermos.
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6.9. Otras especies:

Obviamente, no todos los patdgenos periodontales han sido identificados
todavia (Socransky & Haffajee 2003). Ademas, la prevalencia de algunos
patdogenos subgingivales parece variar entre sujetos de etnias diferentes
(Umeda et al. 1998). Esas variaciones parecen explicar las diferencias de
severidad de la enfermedad periodontal.

La prevalencia de bacilos entéricos es un buen ejemplo: en investigaciones
de Slots et al. (1990, 1991), los bacilos entéricos tuvieron una prevalencia
mas alta en pacientes con enfermedad periodontal en Republica Dominicana
que en los de EE.UU. El uso de ciprofloxacino sistémico mejoro la respuesta
terapéutica de los pacientes con periodontitis infectados con bacilos
entéricos (Slots et al. 1990). En el mismo estudio, los investigarores
examinaron muestras de 3.000 pacientes con periodontitis crénica y
observaron que 14% de estos pacientes tenian bacilos entéricos y
pseudomonas. Barbosa et al. (2001) encontraron la presencia de bacilos
entéricos y pseudomonas en 31,2% de los pacientes con periodontitis en
Brasil, y especularon que los microorganismos sobre-infectantes pueden ser

la causa del fracaso en el tratamiento periodontal.

6.9.1. Especies bacterianas oportunistas:

- Bacilos entéricos, son bacilos Gram-negativos con extremos redondeadas,

aerobios y anaerobios facultativos, constituyen la mayor parte de la flora
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aerobia Gram-negativa que coloniza el tubo digestivo, pero el grupo de
especies con capacidad patogénica en pacientes normales es reducido. La
gran mayoria se comporta como patdgenos potenciales solamente en
condiciones ecologicas modificadas del huésped. Forman parte de este
grupo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp., Salmonella

sp., Shigella sp., etc (Slots et al. 1988, Slots et al.1990, Rams et al. 1992).

- Pseudomonas sp. tienen caracteristicas microbiolégicas y habitat muy
semejante a los bacilos entéricos, normalmente presentes en el suelo; son
bacilos Gram-negativos, casi siempre matiles, con por lo menos un flagelo,
aerobios estrictos, y es un microorganismo oportunista. Causa infecciones
fundamentalmente hospitalares con una marcada gravedad y alta
mortalidad, ya que posee una alta resistencia antibiética. En la boca son
aislados mas frecuentemente en la placa supra y subgingival, saliva, mucosa

y dorso de la lengua (Slots et al. 1988, Slots et al. 1990).

- Candida sp. es un género que contiene al menos 81 especies. Candida
albicans es el hongo patogénico mas conocido, pues produce candidiasis
con mas frecuencia. Forma parte de la flora bacteriana normal de la boca y
tubo digestivo, y los demas microorganismos de la cavidad oral ejercen un
control sobre estas especies. Son saprofitas comensales y originan

manifestaciones clinicas en pacientes inmunodeprimidos por falta de
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defensas, estados patologicos o sus tratamientos, y uso de antimicrobianos

(Rams & Slots 1990).

- La familia de Streptococcus esta frecuentemente implicada en las
enfermedades periodontales, pero los datos a este respecto todavia son
limitados, y se necesitan investigaciones sobre su papel en la enfermedad
periodontal (Socransky & Haffajee 2003). Son cocos comensales,
anaerobios facultativos o microaerofilos, su habitat natural es la boca, el
tracto gastrointestinal y respiratorio superior. Forma parte de la flora normal
humana. El trabajo de Flynn & Slots (1993), con muestras de cultivo de 718
pacientes con periodontitis avanzada, encontraron Streptococcus
hemoliticos en 33,7% de los pacientes con una media de 10,5% de la flora
total viable en cultivos, y la mayor prevalencia estaba en pacientes con 35
afios 0 mas. Son microorganismos sensibles a la penicilina, pero no
sensibles a tetraciclina, metronidazol o ciprofloxacino. Streptococcus 3
hemoliticos puede influir en la enfermedad periodontal y en la cicatrizacion

post-terapia.

- Contreras & Slots (2000) propusieron que algunos virus de la familia de los
herpes virus pueden influenciar la respuesta del huésped a la microbiota
subgingival local, o actuar como coadyuvantes en la etiologia de la

enfermedad. Los virus incluyen: citomegalovirus, Epstein-Barr, papiloma
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(HPV) y herpes simples. En la investigacion, los virus fueron encontrados
con mas frecuencia en sitios periodontales con actividad destructiva que en

sitios estables.

Individualmente, los patégenos periodontales participan como factores de
riesgo para la enfermedad, pero el sitio subgingival es colonizado por
complejos microbianos cuyos efectos, puede variar de benéficos a nocivos.
Parecen existir diferentes relaciones entre los patdgenos, que pueden
disminuir o acentuar la patogenicidad de una u otra especie (Socransky &

Haffajee 2003).

Infecciones mixtas

La situacion real que ocurre a nivel subgingival es la de combinaciones entre
ciertas bacterias con mayor capacidad patogénica que las mismas especies
por separado. Los modelos animales usados para tal hipotesis sefalan
algunas posibilidades de formaciones de asociaciones o “clusters” (grupos)
de microorganismos (Socransky & Haffajee 2003, Tanner et al. 1979). El
estudio mas importante en este sentido es el de Socransky et al. (1998) que
evaluaron 13.261 muestras de placa subgingival de 185 pacientes y
describen 5 grupos coherentes basados en diferentes métodos de analisis

estadisticos. Cada muestra fue analizada individualmente en cuanto a la
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presencia de 40 especies subgingivales usando el método de hibridizacion
DNA-DNA.

Fueron clasificados seis grupos de especies bacterianas intimamente
relacionadas: se incluian, en un primer complejo, Actinomyces; en el
segundo complejo, amarillo, estaba constituido por miembros del género
Streptococcus; el complejo verde tenia  Capnocytophaga, A.
actinomycetemcomitans serotipo a, E. corrodens, Campylobacter concisus;
el complejo parpura con V. parvula y Actinomyces odontoloyticus, que
preceden el crecimiento de los complejos naranja y rojo con bacterias
predominantemente Gram-negativas. El grupo naranja esta compuesto por
Campylobacter gracilis, C. rectus, C. showae, E. nodatum, F. nucleatum, F.
periodonticum, P. micra, P. intermedia/nigrescens y S. constellatum, y el
complejo rojo por T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola. Los dos ultimos
complejos incluyen las especies consideradas como principales agentes

etiologicos de las enfermedades periodontales.
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7. Métodos de estudio en microbiologia periodontal

El desafio de los investigadores ha sido el de identificar, de forma simple,
por medio de tests de diagndstico, los pacientes y/o sitios infectados por
patdgenos periodontales.

Las técnicas de diagndstico en microbiologia pueden ser de gran valia para

dilucidar dichos patégenos y pueden ser clasificadas en:

7.1. Estudios con microscopio:
Son examenes directos de especimenes con microscopio tras ser tomadas
las muestras, que deben ser diluidas para la observacion y pueden ser

teflidas o no.

Descrita por Callens (1992), la microscopia de contraste de fase esta basada
en los principios de la geometria y amplitud de ondas para crear una imagen
de las células iluminadas. ElI microscopio de campo oscuro posee
condensadores y permite ver muestras frescas sin teiiir, utilizando rayos de
luz, que a través de una inclinacién especifica, se dirigen a un objeto
formando una imagen brillante en un fondo oscuro. Este tipo de examen
permite evaluar la cantidad de bacterias, y diferentes tipos de morfologias de
bacterias como los cocos, bacilos no matiles (fusiformes, filamentosos u

otros), bacilos maétiles y espiroquetas. La desventaja es que no diferencia las
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especies, ni ayuda en la eleccion de antimicrobianos, ademas de la
necesidad de un equipo caro (microscopio). Como principal utilidad seria la
observacion, por el clinico, de cambios en el grupo bacteriano predominante

en el sitio periodontal post-terapia (Listgarten & Schifter 1982).

Ademas, se puede tefir las muestras con tincion de Gram (hecha con cristal
de violeta, iodina, alcohol y safranina), y se observan las muestras con
microscopio de luz. Las especies Gram-positivas captan el cristal de violeta,
son vistas en colores azules al microscopio, mientras que la Gram-negativa
se ven rojas. El valor de este método es que la mayoria de los patdégenos
periodontales son Gram-negativos. No se puede valorar la motilidad, el tipo

de especie o susceptibilidades a antibidticos.

También se puede tefiir las muestras con cadenas largas de acidos grasos,
que retienen tinciones basicas. Se tifien primero con fucsina-carbol y se lava
con alcohol acido. El colorante de fondo es el azul de metileno. Las bacterias
positivas mantienen el color rojo inicial y las negativas se tifien de azul. Este

tipo de tincién identifica Mycobacterium tuberculosis y marinum.
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7.2. Cultivo bacteriano:

A pesar, del avance de técnicas que utilizan el DNA bacteriano para la
identificacion de periodonto-patdgenos, el cultivo es el procedimiento de
referencia para determinacion de microorganismos, el llamado “Gold
Standard”.

Considerado el unico método existente capaz de identificar nuevas especies,
necesita tiempo, dinero, personal cualificado y conocimiento técnico, pero
sSus ventajas sobrepasan todas las desventajas: tiene la capacidad de
identificar la mayoria de microorganismos cultivables, pues con seguridad
todos los microorganismos que crezcan en placas Petri son viables, o sea,
fueron sacados vivos de la bolsa periodontal. Su mayor ventaja es la
posibilidad de la evaluacion de susceptibilidades a antimicrobianos de una
cantidad muy grande de microorganismos, seleccionando el antibidtico
adecuado para cada tipo enfermedad. En los casos de nuevas especies
bacterianas, encontradas por medio de técnicas moleculares, el cultivo
microbioldgico puede tener un papel esencial para entender las propiedades
de bacterias aun no cultivables en la salud y enfermedad (Sanz & van

Winkelhoff 2011).

7.3. Técnicas inmunoldgicas:

La enfermedad periodontal es considerada una respuesta inmunologica a la

accion de las bacterias del biofilm dental. Y uno de los mecanismos
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propuestos, es el de la difusion de los productos bacterianos a través del
epitelio del surco gingival, provocando una respuesta inflamatoria inmune
(Kinane et al. 1991). Los métodos inmunolégicos pueden ser utilizados para
evaluar especies bacterianas mediante la reaccion antigeno-anticuerpo.
Estos métodos son mas apropiados para la deteccion de microorganismos
especificos en muestras clinicas, con la ventaja de que no requieren
bacterias cultivables, proporcionando una estimacion cuantitativa o semi-

cuantitativa de los microorganismos diana.

7.3.1. Aglutinacion del Latex:
Es uno de los tests inmunolégicos que pueden ser utilizados para la
deteccidn de patdgenos periodontales. Este método incluye el uso de
“micro-esferas” de latex revestidas con anticuerpos especie-
especificos que al entrar en contacto con los antigenos de la
superficie celular, o extractos de antigenos de las especies
bacterianas, desencadenan una unién cruzada, formando complejos
antigeno-anticuerpo, generalmente de manera muy rapida, entre dos
a cinco minutos. La mayor desventaja es justamente la reaccion
cruzada de los anticuerpos del test, y otra desventaja es la deteccion
de pocos microorganismos con antigeno accesible, ademas de no ser

capaz de evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos.
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7.3.2. Citometria de flujo o Citofluorografia:
Otro test inmunoldgico que es aplicado rutinariamente para investigar
bacterias bucales como Actinomyces viscosus, Streptococcus mutans
y P. gingivalis. El procedimiento incluye la reaccion de bacterias de la
placa con anticuerpos especificos marcados con fluoresceina. Se
utiliza el citometro de flujo que valora la incidencia de un eje de rayos
laser en la suspension obtenida por el biofilm dental y por los
anticuerpos especificos para esas bacterias. Las células dispersan la
luz en diferentes &angulos, que son medidos por detectores
apropiados. Como cada tipo celular posee un patron y volumen de
reflexion caracteristica, el procedimiento permite la identificacion de
los microorganismos. La gran desventaja de esta técnica es la

necesidad de aparatologia muy costosa.

7.3.3. ELISA (enzymed-linked inmunosorbent assay):
Método muy sensible. Incluye la union de reactivos serologicos
(anticuerpos) a los pocillos de las placas de poliestireno,
previamente sensibilizado por los antigenos bacterianos, o en las
membranas colocadas en su base para absorcion. Esta union es
detectada por una reaccion de color, que puede ser evaluada
visualmente o medida por un espectrofotometro, cuya intensidad

de color es proporcional a la cuantidad de bacterias en la muestra.
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7.3.4.

7.3.5.

La ventaja de esta técnica es la rapidez y la identificacion
cuantitativa de patdgenos periodontales; la sensibilidad y la

especificidad son similares a los métodos de cultivo.

ELISA tipo sandwich:

Una variacion de la misma técnica es ELISA tipo sandwich, donde
después de la incubacidén, se incluye un segundo anticuerpo
marcado unido a una enzima (fosfatasa alcalina o peroxidasa
vegetal). La reaccion positiva se visualiza por la adicion de un
cromogeno y los resultados del test se leen también con un
espectrofotometro para la cuantificacion Optima. Ha sido, sobre
todo, usado como un método de comprobacion. Esta técnica es
cara y depende de un laboratorio con medios especificos para

realizarla.

Microscopia de inmunofluorescencia:

Combina la sensibilidad y la especificidad de un ensayo
inmunologico, con el uso del microscopio, permitiendo la
identificacion de una bacteria especifica en frotis bacterianos, como
las muestras de placa subgingival. Hay dos tipos de ensayos de
inmunofluorescencia, la directa y la indirecta. La mas utilizada es la

técnica indirecta.
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7.3.6.

7.3.7.

En este método, los anticuerpos son combinados con fluoresceinas
que se unen al antigeno y posteriormente son examinados en
microscopio de inmunofluorescencia. Es un test rapido para
analisis cualitativo, pero requiere mas tiempo para la evaluacion
cuantitativa. Las limitaciones del test incluyen el uso de anticuerpos
monoclonales, que son extremadamente especificos, pudiendo
resultar en “falsos negativos”. A pesar de detectar células
bacterianas en pequefias cuantidades y no necesitar de células
viables, estos tests exigen experiencia técnica, reactivos

especificos y microscopio de fluorescencia.

Membrana de inmunoanalisis:

Es un método destinado a detectar niveles de colonizacion
compatibles con la afectacion periodontal del sitio infectado.
Organizado en un formato de equipo, la deteccidn y diferenciacion
del microorganismo tiene lugar en aproximadamente 5 minutos.
Los resultados son interpretados visualmente. El costo es bajo y la
viabilidad bacteriana no influencia los resultados. Sensible, pero no

valora la sensibilidad antimicrobiana.

Analisis dot-blot:
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Son tests con preparaciones monoclonales de anticuerpos que
permiten evaluar varias muestras de placa al mismo tiempo.
Método barato, simple y conveniente. La técnica no necesita de
equipo especial, puede ser usada en la consulta y el resultado es
obtenido en cerca de 2 horas. Pero tampoco valora la sensibilidad

microbiana a los antibioticos.

7.4. Técnicas enzimaticas:

Las bacterias mas frecuentemente asociadas a las periodontitis son los
anaerobios Gram-negativos, que usan principalmente proteinas y péptidos
como fuente de energia (Loesche et al. 1990). Asi, una 0 mas enzimas
proteoliticas, exclusivas de tales bacterias, servirian de marcadores
moleculares, y consecuentemente como marcadores de riesgo y/o de la
infeccion causada por estos microorganismos (Loesche et al. 1990).

El test mas conocido ha sido el BANA. Se trata del péptido sintético N-
Benzoil-DL-Arginina-2-Naftilamida que sufre hidrolisis por la microbiota
subgingival. Fue el primer substrato sugerido con posible valor diagndstico
(Loesche 1986). El test es realizado colocando una muestra de placa dental
en una tira de papel impregnada con el péptido BANA. Si hay, por lo menos,
uno de los tres patégenos T. forsythia, T. denticola y P. gingivalis, el BANA
es hidrolizado promoviendo un cambio de color (del azul al negro), y la

intensidad de color orresponde a la cantidad de microorganismos. El test
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BANA empezé a ser utilizado clinicamente en 1982, desarrollado con el
objetivo de posibilitar la lectura de los resultados en la consulta en un tiempo
reducido (15 minutos), para resultar practico y accesible, pero se mostré
incapaz de distinguir las proporciones relativas de cada uno de las tres
bacterias. Ademas, no puede identificar la presencia de otros periodontos
patdogenos importantes, o identificar los patdégenos testados cuando

presentes en numero reducido.

7.5. Técnicas de biologia molecular:

Las técnicas de analisis de DNA y RNA se basan en la capacidad de
hibridacion del DNA con secuencias complementarias de DNA o RNA.

Son tests importantes en la deteccidn de patdgenos de dificil cultivo, en una
microbiota mixta, como en la placa bacteriana, o en nimero reducido.

Las técnicas de biologia molecular estan expandiendo el conocimiento en la
ecologia oral, destacando la gran riqueza de la microbiota subgingival y la
posible importancia de bacterias asociadas a sitios enfermos, que todavia no
pueden ser cultivadas, pero que merecen una investigacion mas profunda de
su papel como periodontopatogenos (Sanz & van Winkelhoff 2011).

Parece ser la técnica mas sensible para detectar patdgenos periodontales,
desde 10° microorganismos, (Liu et al. 2003). Algunas técnicas de

hibridacién son capaces de posibilitar la deteccion simultanea de mas de 40
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especies bacterianas. Algunas técnicas moleculares, como PCR, alcanzan
niveles de sensibilidad de tan solo una célula.

Sus limitaciones estan en la habilidad del marcaje, que puede ser sobre
células no viables (lo cual puede ser visto como una ventaja), la
autohibridacion de la sonda, la unién no especifica de la sonda y la reacciéon
cruzada con el DNA de otras especies, que resulta en “falsos positivos”,
ademas de no determinar la resistencia antibiotica. Los tests con sondas de
DNA son realizados a partir de la fragmentacion y purificacion del DNA
bacteriano en particulas menores. Los fragmentos son marcados y ligados, o
hibridizados, con DNA bacteriano aislado de la misma especies. Las
muestras son enviadas a un laboratorio y colocadas en un filtro. Y el DNA
marcado podra ser evidenciado en un film fotografico. Cuanto mas puntos
oscuros aparezcan en el film, mayores seran las cuantidades de DNA

marcados y consecuentemente de la especie diana presentes en la muestra.

7.5.1. Sondas de DNA:
Las sondas de DNA pueden ser de diferentes tipos: sonda
genomica, clonada o de oligonucledtidos. Komiya et al. (2000) y
Tanner et al. (1998) desarrollaran dos tests de sonda de DNA que

pueden ser realizados en la consulta.
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7.5.2.

7.5.3.

Checkboard DNA-DNA:

La técnica de hibridacion Checkerboard DNA-DNA desarrollada por
Socransky et al. (1994) estad basada en la utilizacion de genomas
enteros y sondas de DNA marcadas por digoxigenina. Esta técnica
facilita el procesamiento de muestras de placa, respetando la
multiple hibridacion de 40 especies en un unico test. Los signos
quimiofluorescentes resultantes de la hibridacion son cuantificados
y utilizados para evaluar la sensibilidad y especificidad de las
sondas. Estan ajustadas para detectar 10* o decenas de millares
de células de cada especie. Son necesarios equipos y laboratorio
especializados, restringiendo el uso de la técnica al grupo que

desarrollo la técnica y a investigadores formados alli.

Polimerase Chain Reaction (PCR):

O reaccidn en cadena de la polimerasa, que es una prueba
basada en la amplificacion in vitro de secuencias de nucleétidos
(primers o0 cebadores) por medio de ciclos repetidos de
desnaturacion, anillamiento y extension del DNA o RNA, utilizando
la polimerasa del DNA. Permite detectar 10 microorganismos entre
un muestra con alrededor de 10° bacterias (Gumerlock et al. 1991),
con mas alta sensibilidad que cualquier otro método. PCR amplifica

un unico segmento del DNA de la bacteria en millares de copias
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7.5.4.

idénticas. Su especificidad y su sensibilidad son muy buenas en
comparacion con el cultivo. La desventaja es que el equipo es caro,
puede haber “falsos negativos” por variaciones en la secuencia de
nucleétidos usados como primers y la tecnologia patron del PCR
presenta aun limitaciones en cuanto a la cuantificacion del

microorganismo.

Real-time PCR:

El desarrollo de PCR en tiempo real con primers especie-
especifico ha resultado en un meétodo altamente sensible y
especifico para la deteccion precisa de microorganismos dianay, al
mismo tiempo, permite la cuantificacion de especies bacterianas
individualmente (Lau et al. 2004). La prueba muestra, incluso,
capacidad de distinguir diferentes especies de espiroquetas
(Yoshida et al. 2004). Méas preciso y menos laborioso que los
métodos de PCR anteriores, real time PCR no necesita de manejo
manual posterior, previniendo una contaminacioén del producto en
el transporte. La mayor desventaja es que no permite tests de

susceptibilidad antibiotica.
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7.6. Técnicas avanzadas:

En 2003 fue concluido el proyecto Genoma, resultado de un estudio de 13
afios que involucro varios paises, incluido Brasil. Este proyecto identifico que
el genoma humano (DNA y todos sus genes) contiene aproximadamente
30.000 genes. Entre las aplicaciones de la identificacion del genoma humano
estéa la posibilidad del estudio de un gran nimero de genes.

Cuando los genomas de las secuencias de la mayoria de las bacterias
orales estén disponibles a través de las técnicas de ecologia molecular sera
factible la deteccion de genes que codifican factores de virulencia e otras

funciones relevantes (Sanz & van Winkelhoff 2011).

Una de las tecnologias mas significativas hasta hoy desarrolladas son los
arrays (o matrices) de hibridacion, que pueden ser clasificados en cuatro
grupos: oligonucleétidos de alta densidad, microelectronicos, macroarrays y

microarrays.

7.6.1. Arrays de Oligonucleotidos:
Los arrays con oligonucledtidos de alta densidad utilizan
fotolitografia para fabricacién in situ de las sondas en la matriz.
Estos arrays contienen sondas que poseen una secuencia simple

de DNA.
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7.6.2.

7.6.3.

7.6.4.

Arrays microeletronicos:

Son las formas mas novedosas de arrays de hibridacion. La matriz
estd hecha de electrodos que generan un campo eléctrico que
inmoviliza las sondas y controla a la hibridacion de la diana. Asi,
los electrodos pueden mover acidos nucleicos y también proteinas
alrededor de la matriz. Actualmente se estan desarrollando otros
métodos de arrays de hibridacibn como la deteccidon quimica y

basadas en esferas.

Macroarrays:

Es una evolucion de los primeros arrays, utilizan sondas fabricadas
y depositadas por robots en las matrices. Esta técnica utiliza dianas
marcadas radiactivamente y normalmente contienen de 200 a

5.000 genes.

Microarrays:

Desarrolladas por Schena et al. en 1995 en la universidad de
Stanford (California, EE.UU.) pueden monitorizar la trascripcion de
millares de genes de una sola vez, pero se diferencia de la técnica
de macroarray en tres aspectos: tipo de matriz, tipo de deteccion y
densidad. EI microarray utiliza vidrio, plastico o nylon como matriz y

una camada de marcacion fluorescente. Ademas, la técnica del
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microarray presenta sondas de mayor densidad de las encontradas
en los macroarrays (Kuo et al. 2002). De manera breve, esta
técnica utiliza un microchip, constituido de una matriz que contiene
las llamadas sondas, o secuencias de acidos nucleicos de los
genes investigados. Las sondas son depositadas en la matriz de
manera analoga a una impresion, por medio de una impresora de
tinta. Los &cidos nucleicos extraidos de las células o tejidos
estudiados son entonces hibridizados a los arrays y las reacciones
positivas con las sondas son consideradas expresiones genéticas
positivas (Kuo et al. 2002). La gran ventaja de los microarrays es
la posibilidad de hibridacién en una pequefia camara, reduciendo
asi el volumen de la muestra. Cuando la expresion genética es
analizada en escala global, es posible estudiar simultaneamente la
expresion de millares de genes. Una de las limitaciones de esta
técnica es el gran volumen de datos complejos obtenidos con este
experimento, y la falta de técnicas que faciliten la interpretacion de
estos datos. Se necesita un laboratorio y equipos altamente
especializados para la preparacion de los microarrays, pues se
utilizan robots altamente precisos, que aplican las diferentes
muestras de DNA en puntos diminutos (spot) en el centro de una
lamina de microscopio con la superficie quimicamente preparada.

Cada punto representara un segmento génico en particular. Cuanto
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mas puntos en el microarray, mas completa sera el andlisis del
transcriptoma.

Para minimizar del nimero de genes estudiados, se puede limitar
la investigacion de genes relacionados a mecanismos de interés o
mecanismos funcionales comunes. Los llamados arrays
mecanismo-especificos 0 microarrays centrado, pueden ser
utilizados para investigar por ejemplo citocinas, apoptosis, etc. Asi,
se genera un menor volumen de datos y consecuentemente facilita
la interpretacion de los resultados (Kuo et al. 2004).

En los ultimos afios, se empiezan a usar las microarrays para
investigaciones de patologias odontolégicas. En periodoncia, estan
disponibles en la literatura pocos estudios que empleen
microarrays para analisis de la enfermedad periodontal.

Araki et al. (2004) fueron los primeros a emplear los microarrays
centrados para analizar alteraciones en la expresion de genes
relacionados a factores de virulencia de P. gingivalis asociados a
severidad de la destruccion periodontal. Milward et al. (2007)
investigaron los efectos moleculares de las células del epitelio oral
en presencia de dos periodonto patdgenos (F. nucleatum y P.

gingivalis).
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8. Tratamiento de las Enfermedades Periodontales

El tratamiento de las enfermedades periodontales evoluciona de manera
continuada, alcanzando cada vez una mayor complejidad. El desarrollo de
técnicas, las modificaciones de los patrones socio-demograficos y la
creciente informacion sobre los cuidados de la salud van incrementando la
demanda sobre la toma de decisiones con respecto al tratamiento de estas

enfermedades.

Las informaciones presentadas hasta ahora indican que los biofilms, que
colonizan la superficie dental y los tejidos orales, son complejos, y tienen
que ser controlados y/o erradicados.

Las especies patogénicas estan presentes en un gran numero en las
infecciones causadas por biofilms dentales, ampliamente distribuidas en la
cavidad oral, dentro de estructuras comunitarias que promueven proteccion
contra los mecanismos de defensas del huésped y agentes antimicrobianos.
Ademas, se pueden multiplicar exponencialmente con capacidad de
adherirse a otras superficies del huésped o a otros microorganismos ya

adheridos en los tejidos del huésped (Socransky & Haffajee 2002).

Las terapias periodontales, actualmente, pueden ser agrupadas en tres

grandes grupos:

91




1. Desbridamiento mecanico, que elimina fisicamente los microorganismos.
2. Tratamientos antimicrobianos, que intentan matar o afectar el
metabolismo de los microorganismos.

3. Otros tipos de terapias, como posibles vacunas contra patdégenos orales,
la introduccion de especies en el biofilm a fin de controlar microorganismos
potencialmente patogénicos, o la modificacion o modulacion de la respuesta

del huésped.

8.1. Tratamientos mecanicos - desbridamiento mecani  co o eliminacion
fisica de los microorganismos

El primer paso para el control del biofilm oral es la eliminacion fisica de la

placa bacteriana, que afortunadamente tiene facil acceso.

La forma mas comun de terapia periodontal es la eliminacion de la placa

supra y sub-gingival por procedimientos como la higiene oral personal,

raspado y alisado radicular (RAR), o terapia quirdrgica periodontal

(Socransky & Haffajee 2002).

8.1.1. Higiene oral personal:

Una importante cuestion, con relacion a las decisiones del tratamiento, es la
prevencion de las enfermedades periodontales, incluyendo gingivitis vy
periodontitis, enfatizando la educacion sobre salud bucal y medidas de

higiene bucal personal.
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La higiene bucal, con el uso de cepillo de dientes, hilo dental y otros
instrumentos que ayudan en la eliminacion de la placa bacteriana y restos
alimentarios de las superficies de los dientes, es considerada como esencial
en el control de las enfermedades periodontales, tanto en prevencion
primaria como secundaria (para mantener al paciente en salud una vez
tratado). Esta claro que los procedimientos de higiene bucal pueden
resolver la gingivitis experimental, y se asume que también ayuda a prevenir
la periodontitis cronica (Lindhe 1989). Sin embargo, se debe tener cuidado
con la nocion de que la incidencia de periodontitis cronica puede ser

modificada a través de medidas de higiene bucal personal (Lindhe 1989).

8.1.2. Tratamiento Periodontal Basico (o terapia causal)

También llamada terapia mecéanica no quirdrgica de la bolsa periodontal. Se
refiere al tratamiento de la inflamacion periodontal y gingival por medio de la
eliminaciéon mecanica de los irritantes de la superficie del diente o raiz, hasta
que los tejidos blandos adyacentes mantengan o retornen a un estadio
saludable o no inflamados, también conocido como RAR (Rylander & Lindhe
2003).

Dependiendo de la localizacion de los depdsitos de calculo y placa
bacteriana, el RAR debe ser ejecutado con instrumentos supra o
subgingivales. El alisado radicular es una técnica de eliminacion del cemento

ablandado, consiguiendo una superficie radicular “dura” y “lisa”. Estas
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técnicas pueden ser realizadas en forma de procedimientos cerrados o
abiertos. En el meétodo cerrado la instrumentacion se hace sin el
desplazamiento de las encias y en el método abierto se expone la superficie
radicular afectada por medio de incision de las encias para facilitar el acceso
y visibilidad del campo operatorio (Rylander & Lindhe 2003).

Los instrumentos utilizados pueden ser manuales, ultrasénicos o sonicos,

rotatorios, instrumentos de movimiento alternado e instrumentos de laser.

e Instrumentos manuales: el calculo y los margenes de restauraciones
desbordantes son eliminados del esmalte o de la superficie radicular
expuesta, mientras que el mismo procedimiento realizado en la
superficie radicular también elimina pequefias lascas de cemento
durante la operacion.

La instrumentacion subgingival busca resolver la inflamacion gingival
y detener la destruccion progresiva del aparato de insercion por
medio de la eliminacion del biofilm de la bolsa gingival. Por lo tanto,
conjuntamente con el control de placa supragingival, el
desbridamiento subgingival es la medida mas importante en el
tratamiento de las enfermedades periodontales. En muchos pacientes
que adoptan habitos adecuados de control de placa, la
instrumentacion subgingival restablece la salud gingival (Rylander &

Lindhe 2003).
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Instrumentacion ultrasdnica y sénica: la eliminacién de placa y calculo
se hace por la vibracién de la punta del instrumento y por el efecto de
cavitacion del liquido refrigerante. Las vibraciones tienen amplitud de
0,006 a 0,1 mm, producidos por un nucleo de metal que puede alterar
sus dimensiones en un campo electromagnético con frecuencia
operatoria entre 25.000 y 42.000 ciclo por segundo. En instrumentos
sbnicos, las vibraciones son producidas mecanicamente. Tales
vibraciones provocan calor, razon por la cual las puntas son siempre
irrigadas con liquido.

El raspado, hecho con instrumentos ultrasénicos de manera
frecuente, resulta en el establecimiento de una superficie radicular
irregular, y por eso Rylander & Lindhe (2003), sugieren que el
raspado sea complementado con instrumentos manuales para

producir una superficie radicular lisa.

Instrumentos rotatorios: pueden ser utilizados en sitios dificiles de
raspar como bolsas infradseas profundas y estrechas y en furcas.
Pueden usarse fresas diamantadas de granulacion fina. Pero el
cuidado debe ser especial para evitar la eliminaciébn excesiva de

estructuras dentarias (Rylander & Lindhe 2003).
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Instrumentos de movimiento alternado: son instrumentos usados en la
pieza de mano que limpian y optimizan el alisado del cemento
radicular rugoso, ademas de evitar la eliminacion adicional de este

cemento después de que la superficie esté limpia y lisa.

Instrumentos de laser: instrumentos utilizados desde 1964, sirven
para el desbridamiento radicular junto a la cirugia periodontal
(Rylander & Lindhe 2003). Pueden ser una alternativa de tratamiento
periodontal, aunque los resultados iniciales han sido motivo de
controversia, pues parece favorecer el desbridamento subgingival
(causando dafios minimos a la superficie radicular), tiene efectos
antimicrobianos potenciales (Tomasi et al. 2006) y favorece el proceso
de reparo. Recientemente, Moritz et al. (1998), Assaf et al. (2007) y
Qadri et al. (2005), mostraran que el laser de diodo puede contribuir a
una reduccion significativa de los recuentos bacterianos y en el
control de la inflamacion periodontal. Los lasers pueden ser divididos
en dos categorias: (1) Laser de baja potencia, que posee un efecto
analgésico, antiinflamatorio y bioestimulante, incluyendo Helio-neonio
(He-Ne) y Arseneto de Galio-Aluminio (Ga As Al); (2) Laser de alta
potencia, que en general causan un efecto térmico (corte,
vaporizacién tejidual y hemiostasis), y los mas utilizados son de

Neodimio (Nd: YAG), Erbio (Er: YAG), Holmio (Ho: YAG), diéxido de
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carbono (CO2) y Argonio. Los resultados de las investigaciones in
vivo todavia muestran resultados contradictorios: mientras autores
como Schwarz et al. (2006) encontran superficies radiculares mejor
desbridadas con el laser, Eberhard et al. (2003) encontrarosn mejores

resultados con la terapia manual.

La eliminacion completa de placa y calculo subgingival es un procedimiento
“no quirargico” muy dificil, cuando no imposible. Estudio de diversos autores
demuestran que la instrumentacion “cerrada” es infectiva para eliminar todos
los depdésitos de calculo (Rylander & Lindhe 2003). Pero el estudio de
Haffajee et al. (1997) concluyd que los procedimientos mecénicos
indudablemente eliminan la mayoria de los microorganismos que colonizan

las superficies dentales, quizas hasta un 90% o proporciones aiun mayores.

8.1.3.  Tratamiento quirdrgico

Dado que las enfermedades periodontales estan asociadas a la placa
bacteriana, también queda muy claro que el tratamiento quirdrgico puede ser
considerado como coadyuvante en la terapia dirigida a eliminar el factor
etiolégico principal (Wennstrom et al. 2003). Las técnicas quirargicas deben
ser realizadas para facilitar la eliminacion de depdésitos subgingivales, el

control de placa por el paciente y para promocionar salud a largo plazo.
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Normalmente, la cirugia se realiza después de una evaluacion de la
respuesta a la fase inicial de la terapia (cambios en la higiene oral y RAR).

A lo largo de los afios, la variedad de técnicas quirurgicas descritas y
empleadas en el tratamiento de las enfermedades periodontales es enorme.
Inicialmente, las técnicas empezaron a ser propuestas para lograr acceso a
las superficies radiculares afectadas por la enfermedad. Con la modificacion
del concepto de la enfermedad periodontal, sugiriedo que ciertos tejidos
deberian ser eliminados, las técnicas quirdrgicas también fueron cambiando.
Y asi, se propusieron gingivectomias para la eliminacién de tejido blando
inflamado, después colgajos para la remodelacion del tejido 0seo, cirugias
mucogingivales para mantener el complejo mucogingival, y por ultimo, las

cirugias para posibilitar la regeneracion tisular.

8.2. Terapéutica antimicrobiana:

La terapéutica antimicrobiana se emplea como coadyuvante en el
tratamiento de las enfermedades periodontales. Estd claro que la
administracion de un antibiotico, o de un antiséptico, no puede eliminar el
calculo y ni los residuos bacterianos. Dado que las evidencias cientificas
previamente revisadas, indican que la periodontitis es una infeccion causada
por microorganismos Vvivos, el objetivo del uso de antimicrobianos es la

erradicacion efectiva del patégeno con la menor dosis posible en un corto
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periodo de duracion, y con una ocurrencia minima de efectos adversos
(Ebert & Craig 1990).

Aunque haya evidencias claras de la penetracion bacteriana en los tejidos
periodontales, no hay un consenso de que esta invasion sea esencial para la
progresion de la enfermedad periodontal (Mombelli 2003). Ademas, las
bacterias de la placa subgingival interactian con los tejidos del huésped. Por
lo tanto, para que el farmaco tenga efecto es necesario que alcance una
concentracion suficientemente alta dentro del ambiente subgingival, asi
como en los tejidos periodontales. Debido a la gran cantidad de
microorganismos dentro de las bolsas subgingivales y a su organizacion en
forma de biofilms, los agentes quimioterapicos pueden ser neutralizados o
degradados por otros microorganismos diferentes del diana. Los biofilms
actuan protegiendo efectivamente las bacterias (Mombelli 2003).

Por todos los factores sefalados, el tratamiento de la enfermedad
periodontal por agentes antimicrobianos por si solos, no sera suficiente para
solucionar la enfermedad, y la indicacion clara es que es necesaria la terapia
fisica para romper el biofilm y eliminar la masa de depdsitos bacterianos, y
que el raspado debe de preceder la terapia antimicrobiana (Mombelli 2003,
Herrera et al. 2008 a).

En el presente estudio se evaluaron los efectos in vitro de antimicrobianos
de los grupos de las Penicilinas, Tetraciclinas, Macrolidos, Fluoroquinolonas,

Lincosamidas y Nitromidazoles sobre las muestras de placa subgingival de
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pacientes con periodontitis cronica brasilefios. Los mecanismos de accion de
cada grupo de antimicrobianos son distintos y, asi, los microorganismos que
pueden ser eliminados por cada grupo también son distintos. El abordaje del
tema interesa para un mejor entendimiento del por qué del farmaco en cada

tratamiento.

8.2.1. Penicilinas:
Las penicilinas actdan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana: el
anillo beta-lactamico es la clave de su modo de accion, pues se fijan a la
pared bacteriana inactivando las enzimas involucradas en el proceso de
sintesis de la pared celular (Walker 1993, Forbes et al. 1998, Andrade 1999).
A este grupo pertenecen, ademas de las penicilinas, las amoxicilinas y
ampicilinas. La sensibilidad de las bacterias a las penicilinas es baja y cada
vez mas frecuentemente las bacterias se hacen resistentes a este antibiético

(Murria & Moellering 2000, van Winkelhoff et al. 2005, Herrera et al. 2000).

8.2.2. Penicilinas con Clavulanato:

En estos casos, puede ser util la combinacién de penicilinas con clavulanato
(van Winkelhoff et al. 2005, Herrera et al. 2000). Precisamente, la clave del
modo de accién de las penicilinas, el anillo p-lactamico, es también la causa
de su inactivacion. Esto anillo puede ser destruido por algunas enzimas

bacterianas, llamadas B-lactamasas, que tienen gran afinidad por el acido
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clavulanico. El grupo de las penicilinas que incluye al clavulanato pasan a
tener una molécula B-lactamica sin actividad antibacteriana que se fija a la
enzima B-lactamasa bacteriana y la convierte en inactiva. La asociacion de
amoxicilina y clavulanato fue evaluado en pacientes con periodontitis con

aceptables resultados (Winkel et al. 1999).

8.2.3. Tetraciclinas:

Las tetraciclinas actuan inhibiendo la sintesis proteica bacteriana por medio
de la union a la subunidad 30S de los ribosomas bacterianos. La resistencia
bacteriana a esta droga esta mediada por varios genes que llevan a la
eliminacion activa de la tetraciclina de la célula bacteriana, o a la reduccion
de la afinidad de los ribosomas bacterianos por la tetraciclina (Murray & Niles
1990, Motgomery 2000). Las tetraciclinas también son capaces de inhibir la
colagenasa, lo que puede interferir en la degradacion de los tejidos en la
enfermedad periodontal. Una ventaja de la droga es que se une a la

superficie dental siendo liberada a lo largo del tiempo (Mombelli 2003)

8.2.4. Macrdlidos:

Azitromicina es un antibiotico macrdlido, de la familia de la eritromicina, y
son drogas bacteriostaticas que actdan inhibiendo la sintesis proteica
bacteriana, pero por medio de la union a la subunidad 50S en los ribosomas

bacterianos, distinto de las tetraciclinas. Presenta una vida media plasmatica
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biolégica mucho mas prolongada en los tejidos y su espectro de accion es
mayor que de la eritromicina (Motgomery 2000).
Las tetraciclinas, clindamicinas y macrolidos tienen amplio espectro de

accion y son bacteriostaticas (Mombelli 2003).

8.2.5. Fluoroquinolonas:

Las drogas del grupo de las fluoroquinolonas, o quinolonas, estan
representadas por ciprofloxacino, que es altamente activo contra bacterias
Gram-positivas, pero no es muy eficaz contra los anaerobios (Motgomery
2000). Actua inhibiendo la sintesis de DNA, al igual que el metronidazol

(Mombelli 2003).

8.2.6. Lincosamidas:

Clindamicina es un farmaco de la clase de las lincosamidas que actia
inhibiendo la sintesis proteica bacteriana. Es un bacteriostatico, penetra en
el medio intracelular, posee actividad inmune estimuladora, pues
potencializa la opsonizacidn bacteriana y acelera la quimiotaxis y fagocitosis
de los leucocitos. Es muy activa contra Capnocytophaga sp., anaerobios de
la microbiota oral y orofarigea y microorganismos Gram-positivos. No tiene

mucha accion sobre los bacilos entéricos (Montgomery 2000).
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8.2.7. Nitromidazoles

Metronidazol, del grupo de los nitromidazoles, es activo contra un amplio
rango de bacterias anaerobias. Actian inhibiendo la sintesis de DNA, y el
farmaco es convertido en varios metabolitos de vida corta después de la
difusién dentro de los microorganismos anaerobios. Estos productos se unen
con el DNA y otras macromoléculas bacterianas, resultando en la muerte
celular (Mombelli 2003). Este proceso es efectivo en anaerobios estrictos y
protozoarios, pero no en microorganismos aerobios o microaerofilos
(Mombelli 2003). La microflora en las periodontitis estd dominada por
especies anaerobias estrictas, por eso su utilizacibn es comun en el
tratamiento de distintos tipos de periodontitis, muchas veces como el
antimicrobiano de primera eleccion. El metronidazol parece tener un efecto a
largo plazo mas pronunciado (Socransky & Haffajee 2002). La gran mayoria
de las especies testadas muestra una buena susceptibilidad a esta droga.
Metronidazol actia sinérgicamente con amoxicilina en las periodontitis
asociadas a A. actinomycetemcomitans (Winkel et al. 2003, Winkel et al.

1998).

8.2.8. Administracion del antimicrobiano:
Los antibioticos pueden ser administrados por via directa, en la bolsa
periodontal, o por via sistémica. Cada método tiene ventajas y desventajas

especificas. La terapia local puede ser efectiva donde el microorganismo

103



diana esté restringido a la lesién clinica visible, y se puede administrar una
cantidad de farmaco localmente en un nivel que no puede ser logrado por
via sistémica. La terapia sistémica puede alcanzar, a su vez, a una bacteria
ampliamente distribuida. Muchos estudios demuestran que las bacterias
periodontopatégenas pueden estar distribuidas por toda la cavidad oral,
incluyendo superficies no dentales (Mombelli 2003). La desventaja de la via
sistémica esta asociada al hecho de que la droga se distribuye por todo el
organismo y apenas una pequefia porcion de la dosis total logra, de hecho,
llegar a la microflora subgingival dentro de la bolsa periodontal. Las
reacciones adversas son también una gran preocupacion y mas frecuentes
si la droga es distribuida sistémicamente. Otra desventaja es que la
administracion sistémica adecuada depende de la colaboracion del paciente

(Mombelli 2003).

8.2.9. Posologia del antimicrobiano:
Ademas, de la seleccion del agente antimicrobiano, la determinacion de la
posologia apropiada depende del conocimiento e integracion de las
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del antibiotico (Ebert &
Craig 1990), que deben explicar la relacion entre la concentracion y la
actividad antimicrobiana y/o toxicidad. Segun Ebert & Craig (1990), uno de
los parametros farmacodinamicos mas frecuentemente utilizado para

caracterizar la actividad antimicrobiana es la determinacion de Ila
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concentracion inhibitoria minima (CIM o MIC, del inglés, minimum inhibitory
concentration). Turnidge (1998) afirmé que la MIC seria el Gnico parametro
in vitro capaz de medir la actividad intrinseca de los antimicrobianos, una vez
que posibilita obtener una medida simple de la concentracion, directamente
comparable con las concentraciones en la sangre, fluidos corporales y
tejidos.

Para lograr la prediccion in vitro de la eficacia clinica (in vivo) del antibiotico,
se emplean los umbrales de concentracion antibiética sugeridos por los
protocolos del “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI). Los
umbrales, o breakpoints, de concentracion son generalmente dos o cuatro
veces menores que el nivel antibidtico alcanzable en el sitio diana (Baker et
al. 1985), y dependen de la dosis dada y de la ruta de administracién del
farmaco (Baker et al. 1985).

Las sugerencias para la interpretacion de MICs sugeridas por el CLSI se
distribuyen en cuatro categorias interpretativas: susceptible, moderadamente
susceptible, resistente y condicionalmente susceptible. estas categorias
resultan apropiadas para varias situaciones clinicas (Baker et al. 1985).

Para investigar la susceptibilidad antimicrobiana de los farmacos se pueden
usar distintos tests, entre ellos el E-test (técnica Epsilometer - AB Biodisk,
Solna, Suecia), considerado un método moderno que emplea la difusion del

antibiotico en placa de agar frente a los microorganismos viables.
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8.3. Otras Terapias
8.3.1. Terapias que afectan el medio microbioldgico: eliminacion de la placa

supragingival.

- Mantenimiento Periodontal

En ecologia microbiana, las especies colonizadoras afectan el habitat, asi
como el habitat afecta el organismo colonizador. EI ambiente subgingival
proporciona el medio adecuado a la multiplicaciéon de los microorganismos
de los complejos naranja y rojo, y tal vez permita que estas bacterias
induzcan destruccion tisular. Si el medio alrededor de la microbiota
subgingival es alterado, entonces habra cambios en el nUmero, proporcion y
prevalencia de las especies (Socransky & Haffajee 2002). Los factores
ambientales que pueden afectar a la placa subgingival incluyen el tejido de la
bolsa periodontal y la placa supragingival. Cambios en uno de los dos
medios llevan a cambios en la composicion de la placa subgingival. Hace
mucho tiempo que se reconoce que la eliminacion meticulosa de la placa
supragingival lleva a una mejora en los parametros asociados a la
inflamacion gingival. Ximenez-Fyvie et al. (2000), en un estudio longitudinal
de 12 meses con cuidados de mantenimiento periodontal, verificados con
examenes clinicos y microbioldgicos, observaron que hubo una reduccion

significativa y continua de los recuentos bacterianos a lo largo del tiempo en
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34 especies de las 40 evaluadas, incluyendo a T. forsythia, P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans.

Para lograr el control en enfermedades infecciosas hay normalmente dos
enfoques posibles: el primero es controlar el nivel de los organismos en el
medio, frecuentemente a través de procedimientos meédicos; y el otro
enfoque es atacar el organismo en el huésped infectado que esta exhibiendo
signos de enfermedad.

El control de la placa bacteriana debe de ser considerado como un
“procedimiento” meédico que reduce los niveles de las especies
potencialmente patogénicas, tanto como el control de aguas residuales, el
suministro de aguas, la manipulacion de alimentos y otras medidas de salud

publica (Socransky & Haffajee 2002).

- Promocion de Salud Publica

Watt y Marinho (2005) revisaron 443 estudios de 1995 a 2004, y concluyeron
que las intervenciones publicas educacionales sobre los niveles de placa y
salud gingival son habitualmente realizadas para estudiantes y adultos, en el
lugar de trabajo o en clinicas. No hay estudios que evalten el desarrollo de
politicas u otras formas de promocion de salud. ElI conocimiento sobre el
valor de las intervenciones publicas no educacionales para promover la
salud periodontal es restringido, pues faltan investigaciones bien disefiadas.

Los autores también especulan que las intervenciones cuyo primer objetivo
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sea mejorar otros resultados de salud, como por ejemplo, las politicas
publicas que restringen el uso del tabaco, pueden tener un impacto positivo
significativo sobre el control de placa y sangrado gingival.

Considerado como medida sanitaria, la eliminacion del biofilm supragingival
restringe la fuente de nutrientes, el medio fisico y quimico para la
proliferacion de organismos subgingivales, y también reduce la inflamacion,
favoreciendo la funcion de barrera al epitelio y reduciendo la segunda fuente
de crecimiento bacteriano. La alteracion del habitat subgingival es uno de los
principales mecanismos por los cuales se logra el control de los patégenos

subgingivales (Socransky & Haffajee 2002).

- Nuevos enfoques terapéuticos

Se estan investigando nuevos enfoques terapéuticos, por ejemplo con el
objetivos de modificar el biofilm bacteriano, mediante péptidos
antimicrobianos (Gorr & Abdolhosseini 2011), que podrian cambiar la
homeostasis de la cavidad oral por medio de la eliminacién total o selectiva
de bacterias, afectando la colonizacion bacteriana o exibiendo actividad
antiinflamatoria. Todavia es muy pronto para poder valorar los resultados de
este tipo de terapia.

Los probioticos pueden ser otra alternativa como terapia preventiva de las
enfermedades periodontales, pues parecen demostrar propiedades

antiinflamatorias, por medio de cambios en la microbiota oral, al menos a
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corto plazo, pero todavia son necesarios mas estudios para aclarar su

efectividad preventiva y terapéutica (Tonetti & Chapple 2011)

8.3.2. Terapias antimicrobianas combinadas:

El uso de terapias combinadas se muestra muy efectivo en el tratamiento de
infecciones meédicas importantes, al igual que en periodoncia. La
combinacion sistémica de la administracion de amoxicilina y metronidazol
para el tratamiento coadyuvante de ciertas enfermedades periodontales
parece ser muy efectiva.

La combinacion del tratamiento de raspado con la administracion adjunta de
amoxicilina y metronidazol redujo significativamente la deteccion de A.
actinomycetemcomitans asociado a la periodontitis del adulto, periodontitis
juvenil localizada, periodontitis refractaria y rapidamente progresiva (van
Winkelhoff et al. 1992). Otros estudios también muestran que esta
combinacion es efectiva para el control de los niveles de otros patdgenos
como P. gingivales, T. forsythia y P. intermedia (Berglundh et al. 1998, Lopez
& Gamonal 1998, Pavicic et al. 1994, Rudiger et al. 1999, Winkel et al.
1997). Socransky & Haffajee (2002) sugieren, en una revision, que las
terapias combinadas pueden ser mas efectivas en el tratamiento y/o
prevencion de las periodontitis recurrentes. Describen también que las

terapias individuales son generalmente efectivas en sujetos en los que la
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enfermedad es rapidamente controlada por cualquiera de los diversos
abordajes terapéuticos.

Una hipotesis probable es que el tratamiento periodontal puede también
afectar la respuesta del huésped, posiblemente por una especie de
“vacunacion” durante los procedimientos de desbridamiento mecanico o
usando antiinflamatorios, o agentes modificadores locales o sistémicos del

huésped (Socransky & Haffajee 2002).

8.3.3 Nuevas terapias

Un campo de investigacion que parece prometedor es la modificacion de la
respuesta del huésped. Van Dyke (2011), investigando los mediadores pro-
resolucion lipidicos para el control de la inflamacion periodontal en conejos,
observo la eliminacion espontanea de patdgenos periodontales (P. gingivalis
y A. actinomycetemcomitans). La utilizacién de estas moléculas puede ser
una abordaje preventivo y terapéutico interesante que protegera contra la
adquisicion o sobrecrecimiento de bacterias patogénicas (Tonetti & Chappel
2011). Las investigaciones de modulacion nutricional con efecto en las
enfermedades periodontales actualmente parecen ganar interés. Hay
evidencias de la asociacion directa entre el incremento del consumo de
alimentos caldricos y la inflamacion por la via metabdlica de la glucosa y las
vias de sefalizacion (estrés oxidativo post-prandial) (Esposito et al. 2008) y

indirectamente a través del acumulo de grasa visceral (adiposidad) (O’Keefe
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et al. 2008). El aumento de la prevalencia de periodontitis estaria asociada

con el aumento de la adiposidad central (Pischon et al. 2007).

A pesar del avance significativo de los nuevos abordajes terapéuticos
periodontales que estan siendo investigados, hay limitaciones importantes
en la comprension de las enfermedades periodontales, lo que tiene un
impacto importante en el desarrollo de tales terapias para tratamiento y

prevencion de las enfermedades periodontales (Tonetti & Chapple 2011)
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9. Justificacion del estudio

Las enfermedades periodontales son altamente prevalentes, estan entre las
infecciones mas comunmente observadas y representan una gran
preocupacion en la salud publica mundial (Papapanou 1996, Lée & Silness
1963, Van Dyke 2005, Teng 2006). Su causa primaria son las bacterias de
los biofilms orales. Hay evidencias muy claras que demuestran que varias
especies bacterianas, de entre las que residen en el biofilm dental, estan

claramente asociadas a las periodontitis (Flemmig 1999).

Aunque hay varias investigaciones que han estudiado la prevalencia de
periodontopatdgenos en pacientes con tipos distintos de periodontitis en la
poblacién brasilefia, muy pocos han evaluado la susceptibilidades frente a
antimicrobianos de dichos microorganismos. Normalmente, los clinicos
siguen protocolos de uso de antimicrobianos similares para todos los
pacientes del mundo, asumiendo que todos los pacientes en todos los
lugares geogréficos tienen la misma microbiota o que el farmaco actuara en
los sintomas de la enfermedad y no en el microorganismo vivo (Mombelli

2003).

Se han propuesto hipétesis sefialando que las diferencias étnicas,

geograficas y socioecondmicas podrian afectar a la presencia de los
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patdogenos periodontales en pacientes con periodontitis en distintas
poblaciones, lo que ha sido respaldado por diferentes investigaciones
epidemioldgicas. Los estudios de prevalencia de patdogenos periodontales en
dos o mas poblaciones geograficas, usando los mismos métodos
microbioldgicos, son escasos, a pesar de ser muy necesarios para encontrar
si existen diferencias reales en la composicion de las microbiotas
subgingivales entre sujetos de lugares geograficos distintos. Una posible
consecuencia de que existan diferencias geograficas verdaderas en la
prevalencia de periodontopatégenos seria el abordaje terapéutico diferente,

especialmente en el uso de terapia antimicrobiana sistémica adyunta.

La presente tesis trata de estudiar la composicion de la microbiota de los
pacientes con periodontitis cronica brasilefios, ademas de la actuacion de
ocho farmacos antimicrobianos con respecto a la susceptibilidad y

resistencia de los periodontopatdgenos encontrados.
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10. Hipotesis

Hay diferencias en la composicidén de la microbiota subgingival de pacientes
con periodontitis cronica de diferentes regiones del planeta. Los
espécimenes y cantidad de periodontopatégenos que componen el biofilm
bacteriano también difieren. Las causas de tal contraste pueden ser
variadas, pasando desde las condiciones de higiene individual, hasta las

politicas de salud publica de cada pais.

Los cambios en la composicion del biofilm bacteriano para cada region, una
vez observados, deben de ser asociados con una adecuada verificacion de
la suceptibilidad antibiética in vitro. Dada la variabilidad existente entre
poblaciones en la composicion de la microbiota subgingival, se espera
encontrar también importantes diferencias en las susceptibilidades frente a
antimicrobianos de las bacterias implicadas, por lo que los protocolos
antibioticos también deberian alterarse, ya que no son apropiados para
suprimir los patégenos causantes de periodontitis de todas las poblaciones y

de todos los paises.

Los microorganismos sobre-infectantes u oportunistas podrian estar

involucrados en tales cambios y podrian dificultar la elecciéon del

antimicrobiano adecuado.
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11. Objetivos del estudio

El objetivo principal del estudio fue investigar la microflora subgingival de
pacientes adultos brasilefios con periodontitis cronica, usando el método de
cultivo.

De manera concreta, se trat0 de evaluar la frecuencias de deteccion,
cantidad y proporciones de microbiota de: A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia / nigrescens, T. forsythia, P. micra, F. nucleatum, C.
rectus, Streptococcus B-hemoliticos, Capnocytophaga sp., y los
microorganismos oportunistas: Candida sp., bacilos entéricos vy

Pseudomonas sp.

Un segundo objetivo fue evaluar las susceptibilidades antimicrobianas in
vitro por medio de E-test de los periodonto-patdgenos encontrados.

Los farmacos fueron seleccionados segun su grupo, accion y utilizacion en
odontologia, para los test de susceptibilidades frente a antimicrobianos:
penicilina, amoxicilina, amoxicilina con clavulanato, tetraciclina, clidamicina,

ciprofloxacino, metronidazol y azitromicina.

Un tercer objetivo fue la comparacion entre los resultados de las

prevalencias de microbiotas subgingivales de pacientes de poblaciones
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distintas con periodontitis en Brasil, Colombia, Chile y Espafia, usando

meétodos clinicos y bacteriologicos idénticos.
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12. Material y Métodos

12.1. Diseiio del estudio
Investigacion epidemiolédgica clinica y microbiologica transversal de una
poblacién sin tratamiento periodontal previo, con diagndstico de periodontitis

crénica en Brasil.

El centro de la investigacion fue Campinas (en la provincia de Sao Paulo —
Brasil) en una consulta privada. Cada sujeto de la investigacion fue

examinado por una Unica investigadora en una cita Unica.

12.2. Pacientes
Los pacientes se incluyeron segun los siguientes criterios:
Criterios de inclusion
= Hombres o mujeres mayores de 30 afios
= Con al menos 12 dientes (excluyendo el tercer molar)
= Con al menos un 25% de sangrado en las zonas evaluadas segun el
indice de Sangrado Gingival (ISG)
= No fumadores
= Periodontitis crénica, segun los criterios de Armitage (1999), con

cuatro o mas localizaciones con por lo menos 5 mm de profundidad
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de sondaje y pérdida de insercion mayor de 2 mm (Offenbacher et al.
2001).
Criterios de exclusion
» Pacientes incluidos en ensayos clinicos
» Historia de enfermedad médico o psiquiatrico grave
» Enfermedades sistémicas tales como:
Inflamatorias (diabetes, artritis, colitis ulcerativa, enfermedad de
Crohn y otras...).
Infecciones cronicas (como infeccion por VIH,...)
Neoplasias
» Cirugia sistémica en los ultimos tres meses
» Uso crénico (mas de 15 dias) de cualquier producto antimicrobiano
tépico (p.e. colutorios, geles)
* Historia de tratamiento periodontal previo
* Historia conocida de adiccion al alcohol o drogas

» Embarazadas o en periodo de lactancia

Todos los pacientes seleccionados no habian tomado antibioticos, farmacos
antiinflamatorios esteroides, o antiinflamatorios no esteroides en un ciclo de
dos o mas dias, y tampoco, inmunoestimulantes, inmunosupresores o0

antimitoticos en las seis semanas anteriores a la inclusion. No estaban en
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tratamiento con ningun producto topico (colutorios, gel,...), ni con en

tratamiento con productos experimentales en los ultimos tres meses.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Ministerio de Salud
brasilefio: parecer no. 1006/2005 CONEP — comissdo nacional de Etica em

pesquisa (Anexo 1)

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado para participar del
estudio después de una explicacion verbal y escrita de la naturaleza y

meétodos de la investigacion presente (Anexo II).

12.2.1. Visita de estudio

Cada paciente fue asignado a una cita de un minimo de una hora de
duracion en la consulta privada y se asigno un codigo para cada paciente.
Los pacientes fueron instruidos en seguir su higiene oral habitual y no se les

dio ninguna instruccién de técnica de cepillado adicional previa al estudio.

En la ficha de datos de los pacientes (anexo V) se apuntdé el nombre,
direccién, numero de teléfono para contacto, edad, fecha de nacimiento,
nacionalidad, origen, profesion, sexo y principal queja.

La anamnesis médica consistié en preguntas dicotomicas sobre su situacion

meédica: si estaba en tratamiento medico, si tenia alguna infeccion,
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transplante de o6rganos, diabetes, cardiopatias, tension alta, hepatitis,
desérdenes hormonales, y si era fumador. Ademas preguntamos, con
contestaciones si 0 no, si usaba medicacion como antibidticos, aspirinas,
medicacion para reumatismo o artritis, anticoagulantes, corticoides u otros

gue no habian sido mencionados.

En la anamnesis odontoldgica, con respuestas dicotdmicas se evaluo si se
hizo tratamiento periodontal previo, y si ya tuvo algun episodio de dolor o

absceso en las encias.

Después, con contestaciones simples, se investigd sobre la higiene oral,
como la frecuencia, ocasiones en que se cepillaba, tipo de cepillo dental
utilizado, tipo de cerdas del cepillo, si usaba colutorios, el método de
cepillado, si usaba hilo detal o medios auxiliares para limpiar entre los
dientes y, por ultimo, si el paciente habia sufrido heridas u otros problemas

como consecuencia del cepillado.

La evaluacion para determinar la seleccién de los pacientes se baso en
sondaje de todos los dientes, en seis localizaciones por diente
(mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual vy
distolingual), excluidos los terceros molares, con una sonda milimetrada

PQW Willians (Hu-Friedy, Chicago, EE.UU.).

120



Toda la cita de evaluacion la realizdé una Unica examinadora entrenada, con
la ayuda de una auxiliar de consulta, que registro todos los datos en la ficha
de estudio, ademas de ayudar en la colocacién de las muestras en el vial y

en taparlo rapidamente.

12.3. Variables respuesta: clinicas

Los parametros clinicos fueron registrados en la ficha de estudio por la

auxiliar de la consulta en cada cita, incluyendo:

12.3.1. indice de Sangrado Gingival — ISG, el sangrado al sondaje se evalué
como presente (1) o ausente (0). Se sondaron todos los dientes en seis
puntos por diente, y se evaluo el sangrado dentro de 30 segundos después

del sondaje; segun lo descrito por Ainamo & Bay (1975).

12.3.2. Se evalud el indice de placa — IP, mediante la observacion del
acumulo de placa bacteriana, con sonda, en cuatro localizaciones por diente
(mesial, vestibular, distal y lingual) de toda la boca y registrando los
hallazgos de acuerdo con el sistema dicotomico (presente u ausente) de

Silness y Loe (1964).
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12.3.3. Profundidad de sondaje- PS de la bolsa periodontal, fue evaluada
mediante sondaje manual usando la sonda milimetrada PQW Willians (Hu-
Friedy, Chicago, EE.UU.), desde la base de la bolsa hasta la margen

gingival, en seis localizaciones por diente en todos los dientes.

12.3.4. Con el mismo instrumento se midid el nivel de insercién clinica - NIC,
desde la unidbn cemento-esmalte hasta la base de la bolsa, en seis
localizaciones por diente de todos los dientes, siendo anotado en el

periodontograma.

12.3.5. Ademas, se registro el indice de supuracion - IS y se evalué como
presente o ausente (0 o 1) en dos sitios por diente (vestibular o lingual).
Cuando se consideré necesario, se hicieron radiografias de aletas de
mordida, para evaluar defectos verticales y la pérdida 6sea en las
localizaciones seleccionadas.

Los parametros de evaluaciéon se obtuvieron en todos los dientes. Sin
embargo, para el andlisis estadistico se emplearon solamente PS y NIC de
los cuatro dientes en donde se tomaron las muestras microbiologicas. Los

demas indices fueron analizados estadisticamente en toda la boca.
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12.4. Variables respuesta: microbioldgicas

12.4.1. Muestras microbiolégicas

Se seleccionaron cuatro localizaciones por paciente, preferiblemente uno en
cada cuadrante de la denticion, basado en hallazgos periodontales clinicos y
cuando fue necesario, radiogréaficos. Las localizaciones seleccionadas tenian
la mayor profundidad de sondaje del cuadrante (Mombelli et al. 1991a) y
sangrado al sondaje (Mombelli et al. 1991b, Lang et al. 1990). Entre las
localizaciones con hallazgos clinicos parecidos, se elegian las linguo-palatinas.
En todas las muestras se tuvo el cuidado de evitar la saliva y la contaminacion
por placa supragingival, usando para ello aislamiento con rollos de algodén,
secado con jeringa de aire y, cuando era necesario, eliminacion de la placa
supragingival con una bolita de algodon seco.

Después de aisladas las localizaciones seleccionadas, se introdujo una
punta de papel estéril (tamafio medio, Maillefer, Ballaigues, Suiza), hasta el
fondo de la bolsa. Se mantuvo en el sitio durante 10 segundos, y se llevo
esta punta de papel colocando a un vial con 1.5 mL de RTF (reduced
transport fluid, liquido reducido de transporte) (Syed & Loesche. 1972), Se
insertd, de manera consecutiva, otra punta de papel estéril en el mismo sitio
y se mantuvo alli por otros 10 segundos, siendo después transferida al
mismo vial. EI mismo procedimiento se repitid para las cuatro localizaciones

seleccionadas, agrupando las ocho puntas de papel en el mismo vial
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(muestras agrupadas). Se tuvo el cuidado de solamente abrir el vial para
introducir las puntas de papel y cerrar con la tapa lo mas rapido posible.

Las muestras microbiolégicas del biofilm subgingival de cada paciente,
identificado en su vial con nimero arabicos por una auxiliar, fueron enviadas
al laboratorio Biolabor, en la ciudad de Sao Paulo (capital de la provincia)
donde fueron procesadas dentro de las siguientes 24 horas, Mientras no
fueron procesadas quedaron bajo refrigeracién entre 5-10°C. en nevera. El

laboratorio no tuvo acceso a los pacientes o0 a sus registros.

12.4.2. Procesado de las muestras en el laboratorio

Las puntas de papel transferidas al vial con RTF fueron transportadas al
laboratorio, donde las muestras se dispersaron (30 segundos de Vortex), se
diluyeron de manera seriada y se inocularon en tres medios diferentes:

a) Medio de agar sangre (numero 2 de Oxoid; Ltd. de Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra), con sangre de caballo al 5%, y con hemina (5 mg/l) y menadiona (1
mg/l);

b) medio de bacitracina-vancomicina con suero Y tripticasa soja (TSBV) (Slots,
1982);

c) en placa Dentaid-1 (Alsina et al. 2001) para aislamiento selectivo de A.

actinomycetemcomitans.

Las placas de agar sangre se estudiaron después de 7 y 14 dias de incubacion

anaerobia (80% N, 10% H,; 10% CO, a 37°C); y las placas de
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TSBV/Dentaid-1 después de 3-5 dias de incubacion en 37°C en aire con el 5%

COs..

Los recuentos microbianos totales se evaluaron en las placas de agar sangre,
examinadas con lupa estereoscoépica (lamda LET 2, ATTO instruments CO,
Hong Kong) con tres aumentos. Las colonias fueron diferenciadas de acuerdo
con sus caracteristicas microscopicas en las placas, observandose tamario,
color, forma, textura, elevacion, opacidad y hemdlisis. Para la identificacion
estandarizada se empledé el RaplD ANAIl System (Innovative Diagnostic

System Inc., Atlanta, GA, EE.UU.).

En estas placas, se identificaron P. gingivalis, P. intermedia/nigrescens, T.
forsythia, P. micra, C. rectus, y F. nucleatum. Se cont6 el numero de colonias

de cada patdgeno y se calcul6 el porcentaje sobre la flora total.

A. actinomycetemcomitans se identificO en las placas de TSBV/Dentaid-1,
basandose en la morfologia de los microorganismos de la colonia y la

reaccion positiva de la catalasa y en un kit de enzimas especificas.

Adicionalmente, todas las colonias que crecieron en el medio Dentaid-1, y se

sospecho que fueran bacterias entéricas, fueron aisladas, y transferidas a una

placa de Agar McConkey. El medio Dentaid-1, como el TSBV, tiene una
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excelente  cobertura para las especies Enterobacteriaceae |y
Pseudomonadaceae. Las bacterias sospechosas no orales, gram-negativas,
anaerobias facultativas (Slots et al. 1990) fueron subcultivadas en Agar
McConkey, purificadas y clasificadas usando Sistemas de Kits de
identificacion comercial (APl 20 E - Baxter Healthcare, West Sacramento,
CA, EE.UU.). Los paneles e inoculaciones bacterianas se prepararon segun
las recomendaciones del fabricante. Se incubaron de 18 a 24 horas a 35°C
en un incubador con CO,. La especificidad bacteriana se baso en 34 tests de
reacciones taxonomicas, realizadas usando el software aportado por el

fabricante.

Las colonias identificadas como A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, o T.
forsythia, y las bacterias entéricas fueron aisladas, y subcultivadas hasta

cultivo puro, y preservadas para posterior analisis.

El sistema Protect-Bacteria Preservers (STC Technical Service Consultants
LTD, Heywood Lancashire, Reino Unido) se empled para preservar estas
cepas, con las colonias tomadas de cultivos frescos (18-24 horas), colocados
en viales y agitadas. El liquido fue tomado del vial, y preservado por medio de

refrigeracion a -70 °C.
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12.5. Susceptibilidad  antimicrobiana  para  microorga nismos
periodontales: E-test — técnica Epsilometer (anexo 11))

Las cepas aisladas de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
intermedia/nigrescens, P. micra, C. rectus, F nucleatum, bacilos entéricos,
Capnocytophaga sp., Candida sp., Pseudomonas sp., y Streptococcus f3-
hemoliticus fueron evaluadas en cuanto a susceptibilidad o resistencia frente
a los siguientes agentes antimicrobianos: penicilina, amoxicilina, amoxicilina
con clavulanato, metronidazol, tetraciclina, ciprofloxacino, clidamicina y
azitromicina.

La técnica usada para determinar susceptibilidad antimicrobiana fue la
técnica Epsilometer (E-test).

El sistema E-test (AB BIODISK, Solna, Suecia) consiste en una tira plastica
de 50 mm de largo y 3 mm de ancho, que contiene en un lado un gradiente
de concentracion del antimicrobiano elegido y en el otro lado una escala
numerica que indica la concentracion del farmaco. La tira de E-test puede
detectar un rango de concentracion del farmaco de 0.016 a 256 pg/mL, con
un total de 29 diferentes concentraciones agrupadas de dos en dos,

representando 15 niveles de dilucién (Bolmstrom 1993).

12.5.1. Preparacion de la suspension bacteriana

Con una punta de algodon emulsificada se tom6 un namero apropiado de

colonias aisladas en subcultivos con tres a siete dias de crecimiento,
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obtenidas por los procedimientos descritos arriba, y se transfirieron a una
suspension PBS (phosphate buffer saline, tampdn salino con fosfato) para
lograr una densidad padrén para anaerobios de McFarland 0.5 (~10% UFC
(unidades formadoras de colonia)/mL de bacterias). Se elimind el exceso de
fluido presionando la punta de algodon contra la pared lateral del tubo de

test universal.

12.5.2. Inoculacion

Se centrifugo la suspension 10 segundos. Se colocé una torunda de algodén
estéril, no-tdxica, dentro de la suspension bacteriana. Luego se aplico la
torunda sobre una placa Petri con superficie de Agar, rodando la placa
aproximadamente 90 grados cada vez a fin de asegurar una distribucion
uniforme para la inoculacion. Se us6 una nueva torunda de algodén para
cada placa. Las placas Petri estandarizadas tienen 140 mm de diametroy 7
mm de profundidad con agar sangre suplementado con 5% de sangre de
caballo, 1% hemina y 1% menadiona como medio de crecimiento. Se
inocularon cuatro placas para cada cultivo, etiquetados como I, 11, Il y V.

La cepa de referencia usada para la inoculacién fue Bacteroides fragilis
(ATCC 25285), para confirmar el funcionamiento del E-test (AB Biodisk,
Solna, Suecia) con respecto al correcto manejo del sistema y la calidad y
consistencia del test de susceptibilidad con los materiales y métodos usados

(control de calidad).
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12.5.3. Aplicacion del E-test
El test de susceptibilidad se realiz6 colocando las tiras de E-test en la
superficie de las placas de agar inoculadas (Citron et al. 1991). Se permitio
primero que el exceso de liquido tras la inoculacion fuera absorbida durante
10 a 15 minutos. Cuando la superficie estuvo completamente seca, se aplicd
la tira de E-test. Después de abrir los embalajes del E-test, las tiras de E-test
para cada uno de los ocho antibioticos testados fueron colocadas en una
placa estéril, para facilitar la manipulacion. Usando un par de pinzas, se
aplicaron dos tiras de E-test, paralelas la una a la otra, en la superficie de
Agar inoculada, comprobando que el lado de la tira con la escala MIC
estuviese mirando hacia arriba y las dos puntas de las tiras proximas al
borde de la placa. Las concentraciones maximas fueran colocadas en lados
opuestos la una de la otra (siguiendo las instrucciones del E-test). Se
comprobd que la extension total de la tira estuviese en contacto completo
con la superficie de Agar. Una vez aplicada, la tira no se podia mover.
Se colocaron dos tiras en cada una de las cuatro placas inoculadas como se
describe, para evitar cualquiera efecto sinérgico entre los ocho antibioticos
testados:
Placa |: Penicilina (PG)

Clindamicina (CM)

Placa Il: Tetraciclina (TC)
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Ciprofloxacino (ClI)
Placa Ill: Metronidazol (MZ)

Amoxicilina con clavulanato (XL)
Placa IV: Amoxicilina (AC)

Azitromicina (AZ)

Durante la manipulacion, las placas estériles con las tiras de E-test fueron

mantenidos en refrigeracion a —20<C.

12.5.4. Incubacion

La incubacion fue realizada inmediatamente después de la colocacion de las
tiras de E-test en la placa, segun las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Las placas inoculadas con E-test
fueron incubadas al 37C en atmosfera de anaerobios is (80-85% N3, 5-10%

CO,, 10% H,), durante cuatro dias.

12.5.5. Interpretacion de los resultados

Se hizo de acuerdo con las directrices para interpretacion de resultados del
E-test.

Después del periodo requerido para la incubacion, el crecimiento bacteriano
debe distinguirse claramente y se ve también una elipse de inhibicion

alrededor de la tira. Entonces se leyo el valor de la concentracion inhibitoria
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minima (MIC) en el punto de interseccion entre el limite de la elipse de
inhibicion y la tira del E-test, es decir, donde la escala numérica indica la
concentracion del farmaco sera la menor concentracion del farmaco (del
antibiotico) que no se ha observado el crecimiento bacteriano (ver imagenes
en el Anexo IlI).

De acuerdo con las recomendaciones del fabricante, la interpretacion de los
valores MIC del E-test en diferentes categorias de susceptibilidad fue
realizada segun el guia de interpretaciéon de CLSI (M100 S12), y Bacteroides
fragilis (ATCC 25285) se utiliz6 como cepa de referencia para los tests de
susceptibilidad.

Los resultados de cada cepa y cada antibidtico fueron expresados en pg/mil.
Los resultados cualitativos fueron obtenidos comparando cada cepa con un
breakpoint (umbral) predefinido (ver cuadro seguiente).

Cuando el valor estuvo por debajo del breakpoint, la cepa fue definida como
susceptible, y la infeccidbn causada por cepas de bacterias susceptibles
puede ser previsiblemente resuelta por la droga en cuestion; y la cepa fue
considerada resistente si el valor era igual o mas alto en la escala de lectura
del breakpoint, lo que significa que las infecciones causadas por cepas
resistentes no pueden ser controladas con el antibidtico testado (Baker et al.

1985).
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En la tabla siguiente, se muestra el breakpoint o umbral definido de
susceptibilidad para cada uno de los antimicrobianos segun el guia de

interpretacion del CLSI - M100 S12 para Bacteroides fragilis (ATCC 25285)

Agente antimicrobiano susceptibi lidad resistencia
Amoxicilina < 8 pg/mL 216 pg/mL
Amoxicilina + clavulanato < 8 pg/mL 216 pg/mL
Azitromicina <4 pg/mL =216 pg/mL
Tetraciclina <4 pg/mL =216 pg/mL
Penicilina < 0.5 pg/mL =4 pug/mL
Ciprofloxacino < 0.5 pg/mL =24 pg/mL
Clindamicina < 0.5 pg/mL =24 pug/mL
Metronidazol <8 pg/mL

Cuando el crecimiento aparece a lo largo de la cinta entera, sin haber
ninguna elipse de inhibicién, el MIC se registra como mayor que (>) el valor
mas alto en la escala de lectura. Cuando la elipse de inhibicién estuvo por
debajo del limite de la tira, esto es, cuando el limite de la zona no corta con
la tira, el MIC se registr6 como menor que (<) el valor mas bajo de la escala
de lectura. Si el valor de MIC en el E-test se encontraba entre dos valores,
se redonded hacia arriba, lo mas cerca de la segunda dilucibn mas alta
antes de la categorizacion. Siempre se evalué el punto de inhibicién

completa de todo el crecimiento, incluyendo colonias aisladas o difusas. En
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los casos de puntos difusos y especialmente con fusobacterias, la placa se
evaluo inclinada y/o con el uso de una lente de aumento para examinarla.

El porcentaje de cepas resistentes y cepas sensibles fue calculado para
cada patogeno y antimicrobiano con relacion al total de las cepas aisladas.

Las concentraciones en las que 50% de las cepas y 90% de las cepas
fueron sensibles o susceptibles son definidas como MIC 50 o MIC 90,
respectivamente. Siendo asi que MIC 50 es la concentracion minima

inhibitoria que incluye 50% de las cepas, y MIC 90, el 90% de las cepas.

12.6. Andlisis de los datos

Los resultados fueron tabulados con ayuda del software Excel (Microsoft
office 2007 — Microsoft EE.UU.), como se observa en el Anexo 1V, cada tabla
en una hoja en separado.

Las variables demograficas como edad, sexo, fueron obtenidas en la cita de
anamnesis. La edad fue registrada en el dia de la recogida de muestras del

biofilm subgingival, en afios completos.

Las medias de estas variables fueron obtenidas suméandose todos los
valores y dividiendo por la n de la investigacion (o sea 30). La desviacion
estandar fue usada para medir el grado de dispersién de los valores en
relacion al valor medio de las variables estudiadas y ha sido obtenido de la

raiz cuadrada de la sumatoria de las medias de los valores al cuadrado,

133



dividido por el n -1. La variable maxima es el valor mas alto de todos los

valores de una variable, y la minima es el valor mas bajo.

La Tabla 1 describe las caracteristicas demograficas de la poblacion
seleccionada para el estudio. En la columna de la izquierda vemos la n, que
es el numero de sujetos de la investigacion, la edad en afios completados y
el sexo de los sujetos. La columna de la derecha esta la media de edad,
desviacion estandar, la edad maxima y la minima de los pacientes. Después

la cantidad de mujeres y hombres de la investigacion y sus porcentajes.

La Tabla 2 muestra los datos clinicos de los pacientes muestreados. En la
primera linea estan: la edad en afios completados en el dia de la muestra, el
namero de dientes presentes excluyendo las muelas del juicio, IP es el
indice de placa, IS el indice de supuracion, PS profundidad de sondaje, NIC
nivel de insercion clinico y SS sangrado al sondaje.

IP fue evaluado mediante la visualizacion del acumulo de placa bacteriana
detectado con la punta de la sonda, en cuatro localizaciones por diente
(mesial, vestibular, distal y lingual) de toda la boca y registrado por el
sistema dicotoémico (presente o ausente); todos las localizaciones positivas
fueron sumadas y divididas por el nUmero de localizaciones presentes en el

paciente.
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El indice de supuracién también se evalué como presente o ausente en dos
localizaciones por diente (vestibular o lingual). Se sumaron las localizaciones
positivas y se dividieron por el nimero de localizaciones evaluadas.

La profundidad de la bolsa periodontal, fue evaluada mediante sondaje
manual desde la base de la bolsa hasta la margen gingival, en la localizacion
de los dientes donde fueron obtenidas las muestras. Se sumaron los
resultados de los cuatro sitios muestreados y se dividid por cuatro para
obtener la media de la profundidad de sondaje.

Para la profundidad de sondaje y el nivel de insercion clinico se emplearon
solamente los cuatro dientes en donde se tomaron las muestras
microbiolégicas. Los demas indices fueron analizados estadisticamente en
toda la boca.

Con la sonda manual se midié el nivel de insercion clinica - NIC, desde la
union cemento-esmalte hasta la base de la bolsa, en las localizaciones de
los cuatro dientes donde se obtuvieron muestras microbiologicas, después
se sumaron todos los resultados y se calcul6 el promedio.

indice de sangrado al sondaje también fue evaluado como presente (1) o
ausente (0), obtenido en seis puntos de todos los dientes: todos los puntos
que presentaron sangrado fueron sumados y divididos por el nUmero de

localizaciones evaluadas.
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En la Tabla 3 se presentan los datos clinicos de la poblacion de la muestra,
con la media, desviacion estandar, el nimero maximo y el nimero minimo
de las siguientes variables: 1. cantidad de dientes presentes en los sujetos
de la poblacién, 2. profundidad de sondaje de los sitios muestreados, 3. nivel
de insercidn clinico de cada sitio muestreado, 4. indice de sangrado, 5.
indice de supuracion y 6. indice de placa.

Las variables microbiologicas se transformaron en logaritmos con base
especifica 10, para reducir el tamafo de los digitos y aproximarse a una

distribucion normal, y son presentadas a partir de la Tabla 4.

La Tabla 4 presenta el total de unidades formadoras de colonias (UFC) de
cada sujeto de la investigacion. En la primera columna de la izquierda esta la
codificacion del paciente, la segunda columna a la izquierda la edad en afios
completados, después el UFC total, donde colocamos los numeros del total
de las UFC en logaritmos. UFC se presenta en numero total (variable UFC
total), es decir, el nUmero de todas las unidades formadoras de colonias que
fueron vistas en las placas Petri. Y la dltima columna el porcentaje de UFC
de periodonto-patégenos: calculado dividiendo los UFC de los periodonto-

patogenos de cada sujeto entre los UFC totales.

Las Tablas 5 y 6 describen la relacion entre los sujetos de la investigacion,
con su respectivo coédigo en la columna de la izquierda. En la segunda

columna esta el sexo del paciente, en la tercera la edad, en la cuarta el total
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de UFC, y en las siguientes la UFC de cada periodonto patégeno: 1. A.
actinomycetemcomitans, 2. P. gingivalis, 3. P. intermedia, 4. T. forsythia vy,
por ultimo, 5. P. micra. En la Tabla 6 se presenta la continuacion de la Tabla
5, pero con los siguientes patdgenos: 1. F. nucleatum, 2. C. rectus, 3.
Streptococcus [(-hemoliticos, 4. Candida sp., 5. Capnocytophaga sp., 6.
bacilos entéricos y 7. Pseudomonas sp.

El numeral presentado, por ejemplo, 1,00E+06 corresponde a 1.00x10° (uno

elevado a logaritmo de 10 a la potencia de 6) o0 1.000.000

La Tabla 7 refiere la frecuencia de deteccion de los periodonto-patégenos
estudiados sobre el total de las muestras, 0 sea, el porcentaje de pacientes
que albergan un determinado patdégeno con relacion al total de los
microorganismos viables. Este porcentaje ha sido determinado tomando la
cantidad de pacientes positivos para una determinada bacteria y dividiéndolo
por el total de sujetos de la muestra (n=30). En la columna de la izquierda se
presenta cada periodonto patdégeno y en la columna de la derecha estan los

porcentajes de cada uno dentro de la muestra total.

En la Tabla 8 estad la proporcion de cada microorganismo estudiado. El

calculo ha sido tomado del total de microorganismos observados en

logaritmo en cada muestra y dividido por la cantidad de muestras positivas
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para dicho patégeno, o sea una media con relacion al total de las muestras
positivas.

En las Tablas 9 y 10 observamos los resultados del E-test con las cepas
periodonto-patdogenas descritas en la columna del lado izquierdo de las
tablas.

En la Tabla 9, en la columna de los patdgenos, esta su rango, el MIC 50 y
MIC 90. Las drogas estan en la linea superior de la tabla: por sus siglas PG -
penicilina, AC - Amoxicilina, XL - amoxicilina con clavulanato, TC -
tetraciclina, CM - clidamicina, CL - ciprofloxacino, MZ - metronidazol y AZ -
azitromicina.

Para representar el rango de susceptibilidad de los antibiéticos, se tomo el
mayor y menor numero de todas las placas; estos numeros fueron
determinados por la observacion de la elipse que se forma alrededor de la
tira del E-test (Anexo |Ill). La tira estd marcada cada 1.5 mm,
aproximadamente, con un numeral correspondiente a la concentracion del
farmaco en la cita. MIC 50 es la concentracion minima inhibitoria que incluye
50% de las cepas, que fue determinado por la media obtenida de todas las
MIC 50, y lo mismo pasé con la MIC 90 que corresponde al 90% de las
cepas. Dichos resultados de los valores MIC 50 y MIC 90 han sido obtenidos
de la mediana y percentil de las MIC de todas las cepas conforme los

valores de breakpoint para cada droga, descrito por NCCLS en 2003.
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La Tabla 10, también se refiere a los resultados del E-test, pero con respecto
al numero (n) de cepas susceptibles al antibiotico, o sea, que el antibibtico
tuvo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del microorganismo; y el
porcentaje de cepas resistentes al antibiéticos, que no provocaron la elipse
de inhibicion en torno de la cita del E-test, o si hubo inhibicion, ocurrié en
una concentracion que no se puede administrar al paciente.

La linea superior estan los antibiéticos por su sigla PG - penicilina, CM -
clidamicina, TC - tetraciclina, CL - ciprofloxacino, MZ — metronidazol, XL -
amoxicilina con clavulanato, AC - Amoxicilina y AZ - azitromicina.

En la columna de la izquierda tenemos el nombre del patdégeno periodontal,
el numero (n) de placas donde ocurrié la inhibicibn de crecimiento
bacteriano, y que son consideradas cepas susceptibles al antibiotico, la n
(numero) de placas con dicho microorganismo en total y el porcentaje de
placas con cepas resistentes al antibiotico.

Observamos los resultados cualitativos comparandose cada cepa con los
umbrales MIC definidos o breakpoints. Cuando el valor fue inferior al del
limite, la cepa fue considerada susceptible, y se considero la cepa resistente
si el MIC obtenido fue igual o superior al umbral.

El porcentaje de cepas resistentes fue calculado para cada uno de los 11
patogenos frente a cada droga.

La Tabla 11 refiere los datos demogréaficos de los resultados de la

investigacion de Herrera et al. (2008 b) y los datos de la investigacion
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presente. La linea superior estan los paises involucrados en estas dos
investigaciones: Chile, Colombia, Espafia y Brasil. En la columna de la
izquierda estan la edad con su media, desviacion estandar, el valor maximo
y el valor minimo. Luego el sexo, el nimero total de mujeres, el numero total
de hombres y abajo el porcentaje de mujeres y hombres, y el nimero de
pacientes no fumadores, los fumadores habituales (que usan tabaco al
menos de 5 veces por dia) y el niumero de pacientes fumadores con el

porcentaje de no fumadores y fumadores.

La Tabla 12 compara los datos clinicos de los pacientes evaluados de Chile,
Colombia, Espafa y Brasil. En la linea superior estan los paises evaluados.
La columna de la izquierda estd PS con la media, DE, la profundidad
maxima y la minima de cada pais. Los datos de Chile, Colombia y Espafa
fueron compilados del estudio de Herrera et al. 2008 b, la media de Brasil se
obtuvo de los resultados de la profundidad de sondaje de todos los sitios
muestreados (cuatro por paciente) y divididos por el total de sitios
muestreados (n=30 X 4 sitios muestreados = 120 sitios). La desviacion
estandar fue calculada con la siguiente formula:

y (x-;q 2|
= (n-1)
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Donde X es la media de la muestra, X es la sumatoria de todas las medias,
n es el tamafio de la muestra. La desviacion estandar es una medida del
grado de dispersion de los valores con respecto al valor medio (media).

También se registro el valor maximo y el minimo de las profundidades de
sondaje obtenidos de todos los sitios muestreados. Se hicieron los mismos
calculos para cada variable clinica: NIC para los sitios muestreados, SS de

todos los dientes y IP de todos los dientes, como en la Tabla 3.

La Tabla 13 compara el logaritmo del total de UFC por mililitro encontradas
en las muestras de los paises Chile, Colombia, Espafia, compilados de
Herrera et al. 2008 b, con los datos obtenidos en este estudio.

Se calculd la media del logaritmo UFC total, o sea, del total de unidades
formadoras de colonias obtenidos de las 30 muestras brasilefias y
divididopor n (n=30). En la media fue utilizada la formula descrita en la Tabla

12 y luego el logaritmo maximo encontrado y el minimo.

En la Tabla 14 estan representados los porcentajes de las frecuencias
detectadas de las especies bacterianas A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, Capnocytophaga, Fusobacterium sp.,
P. micra, E. corrodens y bacilos entéricos de Chile, Colombia, Espafa y
Brasil. En la columna de la izquierda estan denominados los patégenos, en

la linea superior los paises. Los datos de Chile, Colombia y Espafa han sido
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compilados de Herrera et al. (2008 b), mientras que los datos de Brasil han

sido tomados de la Tabla 7.

La Tabla 15 compara las proporciones, en porcentaje de periodonto-
patdgenos, en muestras de sitios positivos para los siguientes
microorganismos: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia, Capnocytophaga, Fusobacterium sp., P. micra, E. corrodens y
bacilos entéricos de Chile, Colombia, Espafa y Brasil. En la columna de la
izquierda estan denominados los patdgenos, en la linea superior los paises.
Los datos de Chile, Colombia y Espafa han sido compilados de Herrera et
al. (2008 b), mientras que los datos de Brasil han sido tomadas de la Tabla

8.

Tabla 16 y 17, tratan de comparar este trabajo con el estudio de van
Winkelhoff et al. (2005), en relacion a los resultados de susceptibilidad y
resistencia de los patdégenos F. nucleatum, P. intermedia, P. micra, A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis entre tres paises: Holanda, Espafa y
Brasil. Los datos de Brasil han sido tomados de la Tabla 10. En linea
superior de la Tabla 16 estan los antimicrobianos PG - penicilina, CM —
clidamicina, TC — tetraciclina, y CL - Ciprofloxacino; mientras que en la linea
superior de la Tabla 17 estan los antimicrobianos restantes: MZ -

metronidazol, XL - amoxicilina con clavulanato, AC — amoxicilina y AZ —
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azitromicina. En las dos tablas, en la columna de la izquierda estan los
patogenos discriminados con la n susceptible, o sea el nUumero de cepas
susceptibles, la n total que corresponde al total de placas obtenidas en los

estudios, y el porcentaje de cepas resistentes con la sigla % resistentes.
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13. Resultados

13.1. Datos demogréficos de la muestra

Se evaluaron 57 pacientes consecutivos en la consulta de la investigadora
SMPC en la ciudad de Campinas, provincia de Sao Paulo, en Brasil, con una
media de 60 minutos por cita para cada paciente.

Cada sujeto leyo la hoja de informacion y firmé la hoja del consentimiento
informado (modelo en el Anexo lll), luego pas6 por una anamnesis (modelo
en el Anexo V) donde tuvieron que describir sus sintomas en las encias o en
la boca, cuando fue la dltima cita que tuvieron en el dentista, si ya se habian
hecho algun raspado periodontal, si estaban tomando alguna medicacién y

para qué, y si tenian alguna enfermedad crénica.

Los pacientes fueran entonces discriminados de acuerdo con los criterios de
inclusién y exclusion como se ha descrito en la seccion de Material y
Métodos. Finalmente, se incluyeron 30 pacientes con periodontitis severa o
mederada: 17 mujeres (56,66%) y 13 hombres (43,33%) con una media de
edad de 47,1 y rango de 33 a 86 afos, sin tratamiento previo para

periodontitis. Todos los pacientes eran no fumadores.
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13.2. Caracteristicas clinicas de la muestra

La mayoria de los sujetos (63,33%) se quejaron de sangrado de la encia al
cepillarse, o incluso espontdneamente; 46,66% refirieron sintomas de
halitosis, 20% de dolor en las encias, 3 pacientes reconocieron no sentir
ningun problema, y 10% se quejaron de movilidad en uno o mas dientes, mal
gusto o sensibilidad en la boca.

17 pacientes (56,66%) habian tenido uno o mas episodios de abscesos
previamente al estudio, pero no buscaron tratamiento.

Todos dijeron cepillarse al menos una vez al dia con un promedio de 3 veces
al dia y un rango de 1 a 10 veces. 16 pacientes se cepillaban con el método
de Bass, o Bass Modificado, los demas usaban por igual los métodos de
Fone’s o de Charter’'s. El 80% usaba hilo dental por lo menos una vez a la
semana. El 33,33% reflej6 algun tipo de trauma en las encias por cepillarse

demasiado en uno o mas dientes.

En el examen intrabucal la media de dientes presentes era de 24,1 con un
rango de 14 a 28 dientes, con la exclusion de las muelas del juicio.

Como se ha descrito previamente en la secciéon de Material y Métodos, se
evaluaron 5 indices periodontales: (1) indice de placa (IP), (2) indice de
supuraciéon (IS), (3) profundidad de sondaje (PS), (4) nivel de insercidon

clinica (NIC) y (5) indice de sangrado gingival (ISG). En la Tabla 2 estan
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descritos cada paciente con el nimero asignado, sexo y edad, y los indices

periodontales evaluados en este estudio.

En la Tabla 3 estan los indices periodontales en su media, desviacion
estandar, minimo y maximo.

Para IP se observo un promedio de 71,30% de placa, con variacion de 29 a
100%, y una desviacion estandar de 24,72.

IS oscil6 entre 0 y 35,41% con un promedio de 6,94%.

ISG tuvo un rango de 31,25 y 100%, con promedio de 72,84% y desviacion
estandar de 20,38.

PS tuvo un rango de 5,5 a 9 mm por localizacion (media de 6,72 mm y
desviacion estandar de 0,85).

NIC ha quedado entre 5,75 mm a 11,5 mm con una media de 7,7 mm y
desviacion estandar de 1,38.

De un modo general, todos los valores son mayores en los sujetos del sexo
masculino que en los del sexo femenino, exceptuando ISG, que ha sido

significativamente mayor en las mujeres (p> 0,05).

13.3. Recuentos bacterianos totales (tablas 4,5y  6)

Dentro las 30 muestras tomadas, 3 (tres) no presentaron crecimiento de los

periodonto-patdgenos estudiados, aunque los pacientes presentaban signos
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clinicos de periodontitis cronica y gran cantidad de unidades formadoras de
colonias (UFC) de bacterias anaerobias totales. Estos pacientes estaban
distribuidos al azar en el muestreo, y sus muestras fueran procesadas como
las demas.

El total de recuentos bacterianos fue expresos en logaritmo (log) de UFC por

ml.

En la Tabla 4 estan los recuentos bacterianos totales en UFC y el porcentaje
de periodontopatdégenos dentro de cada recuento. La media obtenida de los
log de UFC de todos los pacientes fue de 1,54 X 10’ o sea
aproximadamente de 15.400.000 de bacterias por ml. Con desviacion
estandar de 1,94 X 10’ con log minimo de 1,0 X 10° y maxima de 9,0 X 10".
El porcentaje de patdgenos putativos periodontales tuvo una media de
18,40% con desviacion estandar de 0,099, el porcentaje minimo en el
estudio fue de 0%, pues 3 pacientes no presentaran los patdgenos
investigados, mientras que el valor maximo de microorganismos patogénicos
en porcentaje fue de 34,50%.

En las Tablas 5 y 6 estan recuentos de los patdgenos investigados de todos

los pacientes.
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13.4. Frecuencia de deteccion de diferentes especi es bacterianas
(Tabla 7)
Se detecté A. actinomycetemcomitans en cuatro pacientes (frecuencia de
13,33%), en pacientes entre 41 a 60 afos. P. gingivalis fue detectado en
26,66% de los pacientes, mas prevelente en hombres que mujeres (5
hombres y 3 mujeres). P intermedia/nigrescens y F. nucleatum fueron
detectados en 66,66% de los pacientes, y fueron los patdogenos mas
prevalentes en los pacientes brasilefios, P. intermedia ha sido mas
prevalente en mujeres que en hombres: trece mujeres y siete hombres. P.
micra aparecio en 46,60 % de los sujetos. C. rectus con un 33,30%,
Capnocytophaga sp. con un 23,30%, T. forsythia con 20,00%, los bacilos
entéricos también fueron encontrados en 20,00% de los pacientes. 13,30%
pacientes presentaron Candida sp. Streptococcus B-hemoliticos se identificd
en el 10% y Pseudomonas sp. en el 6,66%. E. corrodens no fue detectado

en ninguna muestra de placa subgingival de pacientes brasilefios.

13.5. Proporcion de muestras positivas de diferente s especies
bacterianas (Tabla 8)

Dentro de las muestras positivas A. actinomycetemcomitans se encontré en

namero muy bajo en todo el grupo, con un 0,01%. Dentro de la flora positiva,

la proporcion mas alta de los patégenos encontrados en las muestras ha

sido de S. B hemoliticus, representando un 8,53%, pero este patdgeno ha
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sido encontrado en solo 3 pacientes. P. micra representé un 6,83%, los
patdgenos mas frecuentes en las muestras P. intermedia y F. nucleatum
fueron encontrados con las proporciones de 587% y 557%
respectivamente. Capnocytophaga sp. colonizaba el 4,66% de los sitios
positivos, T. forsythia un 2,58%, y P. gingivalis el 2,51%. Los oportunistas
Pseudomonas sp. representaron el 5,00% al igual que Candida (5,00%) y
bacilos entéricos también 5,00%. En los sitios positivos, C. rectus fue
detectado en 5,91% de los recuentos totales bacterianos. Y E. corrodens no
ha sido encontrado en ninguna muestra, y por lo tanto, no tuvo su frecuencia

detectada.

13.6. Test de Susceptibilidad antimicrobiana

Las susceptibilidades de los periodontopatdogenos aislados en la
investigacion frente a antimicrobianos fueron evaluadas con los E-test como
se ha descrito en la seccion de Material y Métodos. Los antimicrobianos
utilizados en esta investigacion fueron: Penicilina (PG), Clindamicina (CM),
Tetraciclina (TC), Ciprofloxacino (CL), Amoxicilina con clavulanato (XL),

Metronidazol (MZ), Amoxicilina (AC) y Azitromicina (AZ).

13.6.1. Resultados cuantitativos (Tabla 9):

Los valores de MIC (concentracion inhibitoria minima) de referencia de la

cepa B. fragilis estuvieron en el rango esperado.
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En la Tabla 9 esta un resumen de los valores de MIC 50 y MIC 90 para los
periodontopatdégenos aislados en el estudio, contra el grupo seleccionado de
antibioticos.

Penicilina, amoxicilina, amoxicilina con clavulanato y tetraciclina no tuvieron
efecto inhibitorio sobre las cepas de Candida sp., bacilos entéricos y
Pseudomonas y fueron apuntadas con un “-“, asi como los resultados de
clindamicina para bacilos entéricos y Pseudomonas sp.. Azitromicina
tampoco logro inhibir el crecimiento de Pseudomonas sp. y también quedo
en la tabla con un “-*. Ciprofloxacino fue el Unico antimicrobiano con efecto
inhibitorio sobre las cepas de Pseudomonas sp. Yy sobre los bacilos
entéricos aislados. Los valores de MIC 50 y MIC 90 de Candida sp. han sido
obtenidos de solamente una cepa susceptible, las demas cepas tuvieron los

valores de MIC altos, asi que no hubo rango de susceptibilidad.

Los valores de MIC 50 y MIC 90 para P. gingivalis, de manera general,
fueron muy altos, y los dos antimicrobianos capaces de inhibir
verdaderamente las cepas fueron Amoxicilina con Clavulanato vy

Metronidazol, que obtuvieron valores MIC bajos.

A. actinomycetemcomitans tuvo valores MIC bajos para casi todos los

antimicrobianos, apareciendo solamente una cepa resistente a tetraciclina.
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Los valores de MIC referentes a F. nucleatum fueron bajos solamente para
Amoxicilina con Clavulanato, Tetraciclina y Azitromicina. Los demas
antibioticos tuvieran un rango con valores de MIC muy altos.

P. micra y Capnocytophaga sp. tuvieron valores de MIC bajos para todos los
antimicrobianos.

P. intermedia presentd escasa susceptibilidad a antimicrobianos: los valores
de MIC para casi todos los antibidticos fueron altos, solo quedando bajos
para Amoxicilina con Clavulanato para todas las cepas del estudio.

C. rectus tuvo valores bajos de MIC para Amoxicilina con Clavulanato,

Metronidazol y Azitromicina.

13.6.2. Porcentaje de cepas resistentes (Tabla 10)

F. nucleatum fue susceptible a Tetraciclina, Amoxicilina con Clavulanato y
Azitromicina. Para los demas antibioticos hubo susceptibilidad, pero no en el
100% de las cepas evaluadas.

P. intermedia solo fue completamente susceptible a Amoxicilina con
Clavulanato y fue resistente a Penicilina (95% de las cepas), a Clindamicina
(65%) y a Amoxicilina (60%).

P. micra fue susceptible a todos los antibiéticos en un 100%.

Para A. actinomycetemcomitans, solamente una cepa de la muestra fue
resistente a Tetraciclina, las demas fueron susceptibles a todos los

antibioticos de la investigacion.
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P. gingivalis fue 100% resistente a Penicilina, Clindamicina y Tetraciclina,
siendo solamente susceptible al Metronidazol y a Amoxicilina con
Clavulanato.

Los bacilos entéricos y Pseudomonas sp. solo fueron susceptibles a
Ciprofloxacino. Y Candida sp. fue resistente a todos los antibi6ticos.

C. rectus ha sido susceptible a Metronidazol, a Amoxicilina con clavulanato,
a Amoxicilina y a Azitromicina, y para los demas antibiéticos se observo una
resistencia de un 10% de las cepas.

Capnocytophaga sp. fue susceptible a todos los antibiéticos, solamente una
cepa no fue susceptible a Penicilina.

Streptococcus B-hemoliticos fue susceptible a Metronidazol, Amoxicilina con
clavulanato, Amoxicilina y Azitromicina.

En la Tabla 10 vemos el numero total de cepas, el nimero de cepas
susceptibles y el porcentaje de cepas resistentes comparando los valores de
MIC con el breakpoint para cada cepa y antibiético.

P. gingivalis, Pseudomonas sp. y Candida sp. mostraron una clara

resistencia a los antibioticos utilizados.
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14. Discusion

Los acontecimientos que ocurren durante la colonizacion oral por periodonto-
patdgenos involucran una compleja relacion de factores multidisciplinares.
Entre los determinantes de la colonizacion se incluyen mecanismos de
defensa especificos y no especificos del huésped, predisposicion genética a
la colonizacién microbiana, y factores del medio ambiente, tales como la
calidad del suministro del agua, el rango de sujetos infectados dentro de la
comunidad, estrés psicolégico o enfermedades infecciosas (Umeda et al.
1998). Aunque la inmunologia sea una linea de investigacion muy
prometedora, esta claro que sin periodonto-patbgenos no habria

enfermedades periodontales.

Los estudios de prevalencia microbiana ayudan a aclarar mas y mas el papel
de los patégenos periodontales en el inicio y la progresion de las
enfermedades periodontales. Los datos de la microflora subgingival
obtenidos en diversos lugares del mundo permiten, a menudo, aumentar el

entendimiento de las periodontitis.
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En su gran mayoria, los datos sobre la composicion de la microflora
subgingival han sido obtenidos de poblaciones de paises industrializados,
principalmente de Norteamérica, Europa y Japon. Por el contrario, hay pocos
estudios de la composicion de la microbiota subgingival en América Latina. Y
todavia aun menos estudios haciendo comparaciones entre estos paises. La
literatura ha demostrado que geograficamente hay variaciones en las
prevalencias y proporciones de cada periodonto-patdgeno (Sanz et al. 2000,

Haffajee et al. 2004, Herrera et al. 2008 b).

Los resultados de esta investigacion, realizada en Brasil, se pueden
comparar con los resultados de prevalencias de periodonto-patdogenos
obtenidos de tres paises (Chile, Colombia y Espafia) del estudio de Herrera
et al. (2008 b), aunque que no haya habido calibracion especifica de la
metodologia microbiolégica entre los cuatro laboratorios. Sin embargo, en
este estudio se ha empleado la misma metodologia de transporte,
procesamiento y cultivo de los microorganismos que el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de Universidad Complutense de
Madrid (Espafia). Con esa metodologia se han realizado numerosos
estudios de prevalencia comparativa (Herrera et al. 2008 b, Herrera et al.
2000 a, Sanz et al. 2000, van Winkelhoff et al. 2000, van Winkelhoff et al.

2005).
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La comparacién no sera directa y ni estadistica, pero se puede considerar
una comparacion indirecta, debido a la similitud entre las dos investigaciones
ya que los datos han sido tomados con base al mismo protocolo aprobado
en los cuatro paises, coordinado por los mismos investigadores principales.
La comparacion de los resultados de los datos demograficos y clinicos

permite sugerir la comparacion entre los datos microbiologicos también.

Por los mismos motivos, es pertinente comparar indirectamente, los
resultados del presente estudio con Herrera et al. (2000 a), Sanz et al.

(2000) y van Winkelhoff et al. (2000 y 2005).

Desde 1997, Papapanou et al. (1997) especularon que puede haber grandes
diferencias entre las microbiotas subgingivales de distintas razas o
poblaciones. Y que el abordaje terapéutico podria ser distinto para los
sujetos de cada poblacion. Las diferencias geograficas en la distribucion de
los microorganismos podrian tener un impacto en los protocolos para el
tratamiento de las enfermedades periodontales (Herrera et al. 2008 b).
Diferentes poblaciones también podrian comportarse desigualmente con
respecto a las concentraciones antimicrobianas necesarias para inhibir de
manera efectiva ciertos patégenos. De hecho, cepas de un mismo
microorganismo de una determinada poblacion pueden ser resistentes a un

antimicrobiano dado por culpa de variaciones de virulencia bacteriana, o
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variaciones de serotipo de la misma cepa (Zabon et al. 1983, Papapanou et

al. 1997).

Los agentes antimicrobianos son usados con efectividad en el tratamiento de
enfermedades periodontales infecciosas, pero su uso indiscriminado puede
potenciar el desarrollo de resistencias bacterianas (Socransky & Haffajee.
2002). En Brasil tal hecho, ademéas de la automedicacion, representa un
grave problema de salud publica. Tanto es asi, que el Ministerio de la Salud
de este pais ha cambiado la venta de antimicrobianos. La resolucién de la
directora colegiada de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasilefia
(ANVISA) ha sido publicada en 28 de octubre de 2010 bajo el namero
44/2010. La nueva normalizacion obliga la presentacion de la prescripcion
por profesional debidamente habilitado, en dos documentos para que uno

sea conservado en la farmacia (RDC 44/2010 Anvisa).

14.1. Datos demogréficos

No hubo diferencias en cuanto a las variables demogréaficas que fueron

abordadas en el estudio entre los pacientes brasilefios y los pacientes del

estudio de Herrera et al. (2008 b), tanto de Chile, como de Colombia y

Espafia. Aunque hay que tener en cuenta que no se estudiaron otras
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variables demograficas, como el estatus econdémico y el nivel educacional de
las poblaciones. La Tabla 12 muestra los resultados comparados.

Las condiciones especificas de vida de cada pais pueden influenciar en las
diferencias clinicas de las periodontitis (Gjermo et al. 2002, Sheiham &
Netuveli 2002), aunque también pueden estar implicados factores genéticos
de la enfermedad (Loos et al. 2005).

Las diferencias en la exposicion al tabaco, respuesta del huésped, habitos
de higiene oral, acceso a los cuidados con la salud y la composicion
microbiolégica pueden ayudar a explicar tales diferencias regionales en la
expression clinica de la periodontitis en las zonas investigadas (van der
Velden et al. 2003). Pero entre la investigacion de Herrera et al. (2008 b) y
esta investigacion, el tabaco no estuvo correlacionado con un incremento de
la destruccion periodontal. De hecho, los paises con mayor frecuencia de
fumadores, Chile y Espafia, no presentaban un aumento de los indicadores
de enfermedad periodontal cuando eran comparados con Colombia y Brasil,

que practicamente no incluyeron pacientes fumadores en la investigacion.

14.2. Datos clinicos

Las localizaciones interproximales revelaron mas signos clinicos de

enfermedad periodontal, como inflamacion y mayor profundidad de sondaje,

que los sitios vestibulares o linguales. En dichas localizaciones también
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habia mas acumulo de placa bacteriana, corroborando los resultados de
otros estudios de prevalencia brasilefios (Colombo et al. 2002, Tinoco et al.
1997). Los hombres exhibian una higiene oral peor que las mujeres, lo que
esta de acuerdo con los trabajos de Grossi et al. (1995). Un dato interesante
es resaltar que todos los pacientes de Brasil indicaban que cepillaban los
dientes al menos 3 veces al dia, y la mayoria usan el hilo dental al menos 3

veces a la semana.

Los datos de los resultados clinicos se observan en la Tabla 13, con los
cuatro indices periodontales utilizados en los dos estudios, de Herrera et al.
(2008 b) y el presente estudio. Es relevante observar que las medias de la
profundidad de sondaje son mayores en Brasil, respecto a Espafa y Chile,
pero mas bajas que Colombia, el pais con mayor profundidad de sondaje
segun los datos. Lo mismo ocurrio con el nivel de insercion clinica. Por el
contrario, los niveles de sangrado de Brasil eran comparables a los de Chile,
y claramente mas bajos que los de Colombia y Espafia; mientras que los
niveles de placa mostraban el comportamiento contrario, similares a los de

Chile, pero claramente mas altos que en Espafa y Colombia.
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14.3. Datos microbioldgicos

A pesar de reconocerse que el cultivo puede subestimar la cantidad de los
microorganismos periodontales, especialmente si las muestras no son
procesadas rapidamente, es mas dificil obtener un resultado falso positivo
que en metodologias que utilizan sondas de DNA o PCR (Colombo et al.
2002). Los resultados del cultivo son de células viables, o sea que estan

vivas y pueden reproducirse.

El analisis microbiologico revel6 una microbiota subgingival compleja
incluyendo la prevalencia de diferentes periodonto-patdgenos, reforzando el
papel de dichos microorganismos en la etiologia de la periodontitis en
brasilefios. La frecuencia de los microorganismos encontrados ha sido
similar a otras investigaciones de prevalencia en poblaciones brasilefias

(Colombo et al. 2002, Tinoco et al. 1997).

Uno de los mas importantes patégenos periodontales, A.
Actinomycetemcomitans, mostré6 una frecuencia de deteccion semejante
entre Brasil (13,30%) y Chile (19,40%). En el estudio de Zimmermann et al.
(2003), que utilizé medio TSBV para el cultivo de A. actinomycetemcomitans,
los investigadores evaluaron los resultados microbiolégicos de 1.386

pacientes brasilefios, encontrando A. actinomycetemcomitans en 149
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pacientes, o sea, 10,8%, sin diferencias significativas entre los sexos, pero si
con relaciéon a la edad, disminuyendo la incidencia del patégeno con el
aumento de la edad. Los autores evaluaron también que, aunque la muestra
sea numeéricamente relevante, ha sido procesada en un laboratorio particular
y obtenido de pacientes post-raspado radicular, pero sin lograr resultados

clinicos satisfactorios.

Las especies del complejo rojo P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola son
consideradas importantes agentes etiologicos en la patogénesis de la
periodontitis (Umeda et al. 1998, Haffajee et al. 1998, Sanz et al. 2000). En
el presente estudio, la prevalencia de P. gingivalis fue parecida a la del
estudio de Kantorski et al. (2006) con una frecuencia del 17,80% en
pacientes brasilefios, y una mayor prevalecia en hombres que mujeres, al
igual que el presente estudio. Pero, cuando se compara con la investigacion
de Herrera et al. (2008 b), la diferencia se acentla, ya que P. gingivalis fue
encontrado en 26,66% de las muestras en Brasil, mucho menos que en
Chile (83,8%), Colombia (65,9%) o Espafa (77,8%) (Herrera et al. 2008 b).
La cifra del Brasil es claramente diferente a las encontradas en Kenya (70%,
Dahlén et al. 1989), Rumania (75,8%, Ali et al. 1996) asi como los valores
encontrados en Noruega (Ali et al. 1994), Holanda y Espafia (Sanz et al.
2000). Papapanou et al. (1997) y Lopez et al. (2000), encontraron 100% y

96% de prevalencia de P. gingivalis en pacientes chinos y chilenos,
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respectivamente. Estos resultados pueden, en parte, ser explicados por el
método de analisis de la microbiota subgingival empleado. Los estudios
mencionados usaron sondas de DNA, que no necesitan de células viables y
identifican bacterias con una sensibilidad mas alta que el cultivo (Papapanou
et al. 1997, Lopez et al. 2000, Ali et al. 1994), y puede presentar reacciones
cruzadas con otros microorganismos, lo que tiende a sobreestimar las cifras

(Ali et al. 1992, Papapanou et al. 1997, Lopez et al. 2000).

P. intermedia ha sido el microorganismo mas prevalente de la microbiota de
pacientes con periodontitis en Brasil, junto a F. nucleatum, y P. micra fue el
microorganismo con la mayor proporcion de flora de todos los periodonto-
patogenos estudiados en Brasil. En general, las proporciones de flora eran
mas bajas en Brasil respecto a los microorganismos encontrados en
Colombia, Chile y Espafia. Los menos prevalentes fueron Pseudomonas sp.

y S. B8 hemoliticus.

Con respecto a la prevalencia de periodonto-patdgenos de los complejos
amarillo y rojo en Brasil, los microroganismos encontrados fueron menos
prevalentes que los encontrados en paises desarrollados, tanto en la
prevalencia como, principalmente, en la proporcion de la flora bacteriana de
cada muestra. Pero, la baja prevalencia no se asocio a una reduccion de los

indicadores clinicos de enfermedad periodontal, sino justo al contrario, los
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indices periodontales de la enfermedad de pacientes brasilefios fueron
parecidos a los encontrados en el estudio de Herrera et al. (2008 b). La
explicacion para tal hecho puede pasar por varias hipoétesis, desde
implicaciones geograficas, étnicas y de estrés individual, por culpa de las
condiciones socioecondmicas del pais y de los métodos de higiene oral,
hasta la mas alta prevalencia de microorganismos oportunistas (Peres et al.

2007, Haffajee et al. 2004, Slots et al. 1991).

Por supuesto, la presencia de microorganismos oportunistas en pacientes
con periodontitis cronica brasilefios es alta, con un 40% de prevalencia y con
una proporcion de 5% de tales microorganismos encontrados en la
microflora subgingival viable, lo que no ocurre en los paises de América del
Norte y Europa, y que puede afectar los resultados finales de la terapia
periodontal. También se aislaron especies de enterobacterias también en el
estudio de Colombo et al. (2002) que utiliz6 DNA-DNA checkboard: los
autores especularon dos posibilidades: que dichas especies son mas
predominantes en pacientes que no han recibido tratamiento periodontal o
puede ser simplemente una caracteristica de la microbiota subgingival de la
poblacion. Se ha observado también que los microorganismos oportunistas
fueron detectados de solo un tipo en cada una de las muestras, o0 sea las

muestras no presentaban Candida sp. y bacilos entericos juntos.
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El dato mas interesante es que los bacilos entéricos fueron detectados en
los tres paises de América del Sur, pero no en Espafa (Herrera et al. 2008
b). En el estudio de Slots et al. (1991) en la poblacion de Republica
Dominicana, Centroamérica, observaron un 23% de pacientes con bacilos
entéricos y cuestiona si estos microorganismos estan presentes en la
microbiota periodontal debido a las malas condiciones del tratamiento dado
al suministro del agua local. Colombo et al. (2002), especulan que dichos
resultados deben ser tomados con mucha precaucién, ya que su presencia
puede también haber sido causada por un transporte prolongado de las

muestras en medio VMGA III.

En las Tablas 14 y 15, se observa la comparacion entre los resultados de la
microbiota subgingival de los diferentes patdgenos en diferentes poblaciones
con periodontitis en localizaciones geograficas distintas. La Tabla 14 estan
los logaritmos del UFC total y se ve las similitudes entre Chile, Brasil y
Espafa, pero claramente mas bajos que los niveles de Colombia. En la
Tabla 15, se comparan los datos de prevalencia de los diferentes patégenos
para cada pais. La prevalencia de diferentes patdogenos periodontales varia
entre diferentes regiones geograficas, no solo en este estudio, sino en, por lo
menos, otro estudio transversal de prevalencia microbiolégica como el de

Sanz et al. (2000).
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En la Tabla 16 se compara el promedio, en porcentaje sobre el total de la
flora, que representaba cada periodonto-patégeno presente en la flora

subgingival.

No fue evaluado el serotipo de las cepas encontradas, pero parece una linea
de estudio muy interesante para proyectos futuros, ya que cepas altamente
leucotoxicas estan asociadas a mas inflamacion y destruccién periodontal,
sugiriendo que cepas menos leucotdxicas pueden estar presentes en sitios
sin enfermedad (Colombo et al. 2002, Tinoco et al. 1997b) Asi, parece que
la simple presencia del microorganismo no es suficiente para causar la
enfermedad o su progresion. De hecho, hay estudios que parecen sugerir
que algunos patdgenos precisan estar presentes en determinadas
cantidades para asociarse a una pérdida de insercion previsible (Colombo et

al. 2002).

14.4. Susceptibilidades frente a antimicrobianos

La gran ventaja del cultivo con relacion a las técnicas moleculares (sondas
de DNA, PCR) es que se puede hacer una evaluacion de la eficacia de
antimicrobianos sistémicos in vitro, lo que puede permitir elegir el farmaco
mas adecuado para cada sujeto. Es evidente que hay limitaciones y

problemas en este tipo de enfoque, y numerosos autores discuten la eficacia
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real de los tests antimicrobianos in vitro (Socransky & Haffajee 2002), ya que
los biofilms reaccionan de manera diferente frente los agentes
antimicrobianos in vivo. Pero el uso de antimicrobianos deberia estar basado
en la concentracion de la droga requerida para inhibir el crecimiento de la
bacteria involucrada en la enfermedad, y también en el conocimiento de si la

dosis inhibitoria se alcanzaria en el sitio de la infeccion.

Para predecir la eficacia clinica de cada antimicrobiano, la evaluacion fue
efectuada para cada especie bacteriana y se seleccionaron segun la guia de
interpretacion del CLSI: las concentraciones umbral (breakpoints) son,
generalmente, dos o cuatro veces menores que el nivel de la droga que se

obtiene en el lugar de accidn, en este caso, el fluido sulcular o crevicular.

Se empleo el E-test para el antibiograma, por ser un método ya utilizado
para cuantificar la susceptibilidad antimicrobiana de los microorganismos
periodontopatégenos (Nachnani et al. 1992), y por ser un test fiable, con un
alto porcentaje de concordancia con la dilucion en agar, ademas de ser mas

rapido (Nachnani et al. 1992).

En la investigacion de van Winkelhoff et al. (2005), el E-test fue utilizado

para verificar la eficacia in vitro de ocho antimicrobianos en dos poblaciones

diferentes: Holanda y Espafia. La metodologia utilizada es similar en los dos
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estudios y los resultados se comparan en la Tabla 16. Las drogas utilizadas
en los dos estudios fueron: Penicilina, Clindamicina, Tetraciclina,
Ciprofloxacino, Metronidazol, Amoxicilina mas clavulanato, Amoxicilina y

Azitromicina.

En las Tablas 17 y 18, se comparan los resultados del presente estudio con
los de los estudios de Herrera et al. (2000 a) y van Winkelhoff et al. (2000 y
2005). Se observa en las dos tablas que P. intermedia y P. gingivalis de los
pacientes brasilefios son mas resistentes a las drogas estudiadas que las
cepas espafolas y holandesas. La alta resistencia microbiana en las
muestras brasilefias se detectd con penicilina y amoxicilina, cuando se
comparaban con muestras de pacientes espafioles y holandeses, mientras
que cuando se compardé con amoxicilina mas clavulanato, se aprecié que la

susceptibilidad antimicrobiana fue alta.

Las explicaciones para tal hecho podrian ser la mayor virulencia de la cepa
encontrada en Brasil, la automedicacion y la falta de cooperacion
(cumplimiento o compliance) del paciente con las drogas administradas por
meédicos y dentistas en Brasil, quen también pueden ser una causa del
aumento de la resistencia. Los altos valores de MIC encontrados en aislados
bacterianos brasilefios y el porcentaje alto de cepas resistentes pueden ser

debidos a los mismos factores.
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Los microorganismos oportunistas investigados tuvieron una alta resistencia
a todos los antimicrobianos testados. Las cepas de Pseudomonas sp. y de
bacilos entéricos fueron susceptibles solamente a ciprofloxacino, mientras
que las cepas de Candida sp. no fueron suprimidas por ningun

antimicrobiano.
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15. Sumario

Cuando se comparan los datos microbiolégicos de Brasil y de paises
europeos y de Norteamérica, encontramos una microflora subgingival
distinta. Los patdgenos periodontales con mayor fuerza de asociacion a la
periodontitis, principalmente los del complejo rojo (P. gingivalis y T. forsythia)
y A. actinomycetemcomitans, se presentaron en una menor proporcion en
Brasil que en los otros paises mencionados. Sin embargo, la suceptibilidad
antimicrobiana de estos microorganismos era parecida a la de los otros

paises (Holanda y Espafia).

Encontramos, por otro lado, patégenos oportunistas como Candida sp.,
bacilos entéricos y Pseudomonas sp. Presentes en el biofilm subgingival de
pacientes con periodontitis en Sudamérica y Centroamérica. Hay algunas
hipotesis que debemos tener en cuenta cuando analizamos tales datos, que
pueden ser: el tratamiento dado al suministro de agua de la regién, que
puede estar contaminada con los microorganismos, y la manipulacion
inadecuada de los profesionales involucrados en el transporte y cultivo de

las muestras microbiolégicas.
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Los patdgenos oportunistas pueden tener un papel importante en las
enfermedades periodontales, y son necesarias mas investigaciones para
profundizar sobre su papel en la patogenia y la respuesta al tratamiento.
Otra duda, que surge del analisis de los resultados, es si las terapias
utilizadas actualmente (como el raspado y alisado radicular) serian capaces
de eliminar los patdgenos oportunistas de una manera permanente y
predecible, y aun mas, si tales microorganismos, en el caso de ser
eliminados por dichas terapias, pueden luego recolonizar las localizaciones

subgingivales, cambiando nuevamente la ecologia local.

Los farmacos usados en esta investigacion no fueron adecuados para
suprimir los microorganismos oportunistas in vitro. Es evidente que la
resistencia a los antimicrobianos usados en este estudio fue muy alta, pero
tampoco se evaluaron farmacos especificamente seleccionados contra
dichos microorganismos. Estos datos pueden sugerir la necesidad de
cambios en los regimenes antimicrobianos a suministrar en los paises de
Sudamérica, por ejemplo, dado que los protocolos antimicrobianos
suministrados a pacientes brasilefios con periodontitis son los mismos que
los de Europa y Norteamérica, donde las investigaciones microbiolégicas no

han encontrado con frecuencia patdgenos oportunistas.
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Visto de esta manera, es interesante plantearse estudios microbiologicos y
de susceptibilidad antimicrobianos in vitro como un paso necesario y
suplementario en el diagnéstico de pacientes con periodontitis, y también
investigar el papel de los microorganismos oportunistas en las enfermedades

periodontales, y cual seria la terapia mas eficaz para suprimilos.

Queda claro que son necesarios mas estudios para investigar las
variaciones de la microflora subgingival. La comparacioén geografica y de las
resistencias a las drogas antimicrobianas, son fundamentales para decidir
los tratamientos adecuados en las enfermedades periodontales. Seria de
especial interés que dichas comparaciones se hiciesen con metodologias

similares.
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16. Conclusiones

1. En pacientes brasilefios con periodontitis, P. intermedia y F. nucleatum
fueron los patdgenos periodontales més prevalentes, con una frecuencia de
deteccion de 66,66%. Las especies menos prevalentes fueron Pseudomonas
sp. Yy S. B-hemoliticus, y no se detectd E. corrodens. P. gingivalis fue
identificado en 26,66% de las muestras, T. forsythia en el 20,00% y A.

actinomycetemcomitans en el 13,33%.

2. En pacientes brasilefios con periodontitis, P. micra demostré las mayores
proporciones con un 6,83% del total de la flora, seguido de P. intermedia y F.
nucleatum con las proporciones de 5,87% y 5,57% respectivamente. A.
actinomycetemcomitans representd una baja proporcion (0,01%), P.

gingivalis el 2,51% y T. forsythia el 2,58%.

3. Los microorganismos oportunistas estuvieron presentes en el 40% de los
pacientes brasilefios, y solo fue identificado un tipo de microorganismo
oportunista en cada una de las muestras positivas, representando una
proporcién del 5%. Los bacilos entéricos se detectaron en el 20,00% de las

muestras, Candida sp. en el 13,3% y Pseudomonas sp. en el 6,66%.
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4. El antimicrobiano mas efectivo frente a todos los periodontopatdégenos
investigados en las muestras brasilefias fue amoxicilina con clavulanato, con
la excepcion de los microorganismos oportunistas. P. intermedia fue
susceptible solamente a amoxicilina con clavulanato, y resistente a todos los
demas antimicrobianos investigados. Los bacilos entéricos y Pseudomonas
sp. Unicamente fueron suceptibles a ciprofloxacino. Candida sp. eran

resistentes a todos los antimicrobianos, incluido el ciprofloxacino.

5. La microflora subgingival de los pacientes con periodontitis cronica en
Brasil fue diferente a la encontrada en paises de Europa y Norteamérica, con
menores prevalencias y proporciones de los microorganismos mas

patdgenos (P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans).
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CONEF FacE

MINISTERIO DA SAUDE
Conssiho Naclonal de Satide
Comissao Nacional de Etica em Pesqulsa - CONEP

PARECER N° 1006/2005

Registro CONEP: 11772 (Este n° deve ser citado nas correspondénclas referentes a este projeta)

CAAE - 0012.1.017.000-05 Processo n° 25000.045791/2005-41
Projeto de Pesquisa: “Estudo comparative de prevaléncia, susceptibilidade
antimicrobiana e perfis soroldgicos de diferentes periodontopatogenos de pacientes
poriadores de periodontite crénica em populacdes distintas na América Lating e
Espanha”,

Pesquisador Responsével: Dr. Roberto Fraga Mareira, Lotufo.

Institulgao: Facuidade de Odontoiogia da Universidade de Sao Paulo. GEP /FOUSP.
Area Temética Especial: pesquisa com cooperagao estrangeira.

Data entrada CEP: 02/03/2005 Entrada na CONEP: 11/04/2005

Objetivos

Avaliar a microbiota subgengival de pacientes portadores de periodontite crénica de
diferentes populagbes no Brasil, Coldmbia, Chile & Espanha, usando os mesmos
métodos clinicos e laboratoriais.

Avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana da microbiota subgengival dos
pacientes com periodontite.

Caracterizar gensticamente as cepas isoladas através da reagé@o de polimerase em
cadeia (PCR).

Sumdrio/comentérios

Segundo o pesquisador, cerca de 30% da populagéo mundial é portadora de
periodontite cronica, sende que a principal causa desta doenca é a presenga de placa
bacteriana no ambiente subgengival. S&c mais de 400 diferenies gspécies
bacterianas que podem colonizar a microbiota subgengival, e poucas espécies
demonstraram etiologia clara na patogénese da periadontite. O reconhecimento do
perfil microbicibgico das infecgbes periodontais, assim como dos diferentes padrbes
de susceptibilidade antimicrobiana da microbiota envolvida na periodontite em
diferentes paises, poderéd trazer importantes informagbes sobre o comportamento
etiologico destes microorganismos.

A amosira sera composta por 20 sujeitos de pesquisa (em cada centro), que
procurarem tratamento odontologico periodontal na clinica de pos-graduagéo do
Curso de Periodontia da FOUSP.

Dentre os critérios de inclus@o e exclusio enconiram-se homens e mulheres igual ou
maior que 30 anos, portadores de periodontite crénica e de 4 ou mais sitios com pelo
menos Smm de profundidade clinica de sondagem e evidéncia radiografica de perda
Ossea.

Exclui-se, entre outras condigbes, fumantes, portadores de doencas sistémicas, ou
mutheres gravidas.

Serdo feitas coletas da microbicta do sulco gengival dos sujeltos da pesquisa e cultivo
nara datactar as cepas existentes e avaliar perfil de susceptibilidade antimicrobiana.

[xx]
3]



gk

Cont. Parecer CONEP n® 1006/2005.

Andlise estatistica: nivel de significancia de 5% de dois lados e nivel de confianca
estabelecido em 95%. Serd usado ANOVA para variaveis clinicas e varidveis
microbioldgicas

O Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE estd bem elgborado, informa o
sujeito da pesquisa de riscos, beneficios, liberdade de pariicipar ou ndo, objetivos da
pesquisa, nome e telefones dos pesquisadores. Usa finguagemn acessivel e de forma
hastante clara atende ao que esta estabelecido no Cap. IV da Res. CNS n° 196/96.
Cronograma (Fluxograma) de Realizaco das Atividades Realizada consta um
periodo de 22 dias a partir da selegéo dos sujsitos da pesquisa.

Consta do protocolo que todo material coletado serd processado e avaliado no pais
de origem, Colémbia. Foi anexado o documento de aprovagéo ética deste pais.

O financiamento do estudo serd solicitado & FAPESF ou CNPq.

Este estudo serd desenvolvido na Faculdade de Gdontologia da Universidade de Sao
Paulo, Brasil, Faculdade de Odontologia do Chile, Faculdade de Odontologia da
Universidade Del Vale, Coldmbia e na Faculdade de Odoniologia da Universidade
Complutense de Madri, Espanha.

Consideragoes

Trata-se de um estudo transversal epidemiolégico de populagdo. O assunio ¢ de
extremo interesse por se tratar de doenca gue afsta a populagdo mundial, e por
envolver uma variedade muito grande de espécies bacterianas.

O presente protocolo aiende aos aspectos fundamentais da Res. CNS 196/96 e
complementares sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos. .

O projeto foi aprovado pelo Comitd de Etica em Pesquisa — CEP da instituicao
supracitada.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atrlbuicbes definidas na Res. CNS 196/86, manlifesta — se pela
aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Projeto aprovado.

Brasilia, 24 de maio de 2005,

ﬁ/}éfé‘%@*&

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONER/CNS/MS
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Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Titulo do estudo: Estudo comparativo de prevaléncia, susceptibilidad e
antimicrobiana e perfis sorolégicos de diferentes p eriodonto-patégenos em
pacientes portadores de periodontite crénica em pop ulacdes distintas na
América Latina e Espanha.

Nome do pesquisador : Stella M. P. Corréa

Vocé estd sendo convidado para participar como voluntario num estudo
que tem como objetivo estabelecer uma relacdo entre o estado de salude de sua
gengiva e as bactérias presentes na sua gengiva e as diferencas entre as bactérias
dos brasileiros, dos colombianos dos chilenos e dos espanhdis. Para tanto serédo
utilizados exames clinico, radiografico e microbiolégico. Estes exames serédo
realizados na cadeira do dentista onde colocaremos um instrumento (sonda
periodontal) entre seu dente e a sua gengiva. Este exame é feito rotineiramente
pelos dentistas e podera causar um pequeno desconforto, principalmente se sua
gengiva estiver inflamada. O exame radiografico constara de 2 radiografias uma de
cada lado da sua boca. E 0 exame microbioldgico constard de uma coleta de placa
bacteriana da superficie de 4 (quatro) dentes de sua boca através de uma ponta de
papel que serd colocada entre seu dente e a gengiva, esta amostra sera
encaminhada para um laboratoério e dentro de cerca de 20 dias saberemos quais as
bactérias presentes na sua gengiva e qual o tipo de antibidtico que pode ser usado
para auxiliar no seu tratamento.

Vocé tem total liberdade de desistir do estudo a qualquer momento. Sua
desisténcia ndo lhe trara nenhum prejuizo, nem prejudicara o tratamento que vocé
esta recebendo nesta escola.

Sua identidade serd preservada em sigilo, seu home ndo aparecera nas
publicacbes da pesquisa, nem sera citado em cursos, palestras ou aulas.

Os desconfortos durante os exames citados ndo constituem um risco para
a sua saude maior que aquele de uma consulta odontolégica.

O beneficio direto por sua participacdo sera determinar se vocé tem
alguma bactéria mais agressiva a sua saude gengival e qual o antibiotico que pode
ser ministrado para auxiliar no tratamento de sua boca. Além disso, vocé estard
colaborando com o maior conhecimento sobre 0 assunto e nos ajudara a identificar
se ha diferencas entre as bactérias do Brasil e de outras partes da América latina e
Espanha.

Em caso de qualquer problema relativo a este estudo vocé podera entrar
em contato com a pesquisadora Dra. Stella M. P. Corréa pelo telefone (019) 3237-
7437.

Eu, RG ,
declaro estar de acordo com os termos acima descrito e entendido os
procedimentos deste estudo, e que todas as minhas duvidas foram esclarecidas.

, data / /200 .
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Fotografias de las placas Petri con el E-test
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1. Placa Petri con cita de E-test

2 Elipse de inhibicion 3. MIC — minima
concentracion inhibitoria
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Tabla 1: Caracteristicas demograficas de la poblacion seleccionada para el

estudio

Caracteristicas demograficas de los pacientes brasilefios

n | | 30
media 47,10
Edad desviacion estandar 11,60
maximo 86
minimo 33
mujeres 17
Sexo hombres 13
% mujeres 56,66%
% hombres 43,33%
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Tabla 2: Datos clinicos de los pacientes de la investigacion

Datos clinicos

edad | N -de P IS PS NIC ss
dientes

33 26 43.26 0.00 6.50 6.50 43,59
40 14 0,00 0,00 550 6.50 100
55 14 50,00 10,71 7.00 8.25 88.37
36 25 84.37 12,50 8.25 8.25 95.14
42 21 86,90 4.76 6.75 6.75 100
39 26 7115 7.69 7.00 8.25 100
54 24 32.29 0,00 575 6.75 84.02
86 24 100 8.33 6.50 7.00 83.30
52 24 72.01 10,41 6.25 6.25 79.16
a1 24 54.16 0.00 6.25 8.00 31.25
35 28 100 357 6.00 6.50 82.14
50 27 97.22 11,11 7.25 7.75 99.38
49 24 80.20 25,00 775 9,00 64,58
38 28 73.21 0,00 575 6.25 54.16
38 25 29,00 0,00 6.00 6.00 60,00
60 25 84.00 4,00 7.25 9.75 69.33
52 26 61,53 576 6.25 7.75 37.17
34 27 73.14 0,00 6,00 6.00 89,50
71 15 100 3.33 6,00 11,50 56,66
53 28 44,64 0,00 6.75 8.00 49,40
35 24 100 0,00 550 575 71.38
54 26 98.07 3.84 6.25 9.25 58.33
50 21 65.47 4.76 7.25 9.25 53.17
a1 28 61,60 10,71 9,00 9,00 77.38
47 25 56,00 2.00 775 9.00 54.00
44 28 100 2321 7.00 7.00 100
58 18 86.11 13,88 7.00 8.75 63.55
42 27 71.29 7.40 6,00 6.00 61,72
45 27 86,11 0,00 7.25 7.25 92,59
39 26 76.40 3541 8.00 8.75 86.11

edad del paciente en afios completos.

n°. de dientes: cantidad de dientes en las dos arcadas,

IP indice de placa, IS indice de supuracion, PS profundidad de sondaje,

NIC nivel de insercién clinico, SS sangrado al sondaje.
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Tabla 3: Datos clinicos en las localizaciones donde se tomaron

las

muestras: Profundidad de sondaje (PS), nivel de insercion clinico (NIC),

indice de sangrado gingival (ISG) y porcentaje de sitios con placa bacteriana

(IP):
Datos clinicos de los sitios de las muestras
media 24,17
Numero de desviacién estandar 4,04
dientes maximo 28
minimo 14
media 6,72
Profundidad de desviacién estandar 0,85
sondaje maximo 9,00
minimo 5,50
media 7,70
Nivel de desviacién estandar 1,38
insercion clinica maximo 11,50
minimo 5,75
o media 66,89
indice de desviacién estandar 25,91
sangrado —
minimo 0,00
media 7,06
indice de desviacion estandar 8,43
supuracion maximo 35,41
minimo 0,00
media 69,63
- desviacién estandar 27,72
indice de placa —
maximo 100
minimo 0
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Tabla 4: Unidades formadoras de colonia (UFC) total de cada sujeto de la

investigacion relacionado a su codificacion, edad y porcentaje de UFC de

periodontopatégenos

UFC total de cada sujeto de la investigacion

- :
n edad UFC Total* % UFC periodonto
6 patégenos
1 33 8 x10 20,00%
2 34 2 x107 15,000/2
3 40 1 x10° 0,00%
4 55 5 x10° 27,00%
5 36 8 x10° 21,25%
6 42 1 x107 16,50%
7 71 4 x10° 17,50%
8 53 9 x10° 13.81%
9 35 1 x10° 0,00%
10 39 1 x10’ 10,00%
11 54 1 x10° 0,00%
12 86 6 x10° 19,90%
13 52 1 x107 24.90%
14 41 9 x107 19,80%
15 54 6 x10’ 5,00%
16 35 2 x10’ 31,50%
17 50 1 x107 19,00%
18 49 3 x10° 23,20%
19 50 1 x107 17,50%
20 41 8,5 x10° 27 53%
21 47 3 x10° 11,60%
22 38 1,6 x10’ 34,40%
23 44 6 x10° 29,68%
24 58 1 x107 20,00%
25 42 1,5 x10’ 23,46%
26 38 1,2 x10’ 18,30%
27 60 1,8 x10’ 33,80%
28 45 5 x10’ 11,00%
29 52 1 x10’ 6,00%
30 39 2 x107 34,50%
Media 1,54X10’ 18,40%
Desviacion estandar 1,94X10’ 0,099
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En la columna UFC total 8x10 © o debe de leerse 8.000.000 de unidades

formadoras de colonia.

Tabla 5: Relacién entre los sujetos de la investigacion, el sexo, la edad, el

total de UFC (UFC tot) el UFC de A. actinomycetencomitans (UFC Aa), de

P. gingivalis (UFC Pg), P. intermedia (UFC Pi), T. forsythia (UFC Tf) y P.

micra (UFC Mm)

n |Sexo | edad | UFC Tot* | UFC Aa | UFC Pg | UFC Pi UFC Tf | UFC Pm
1 M 33 8,00 E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 5,00E+05 | 0,00E+00 | 6,00E+05
2 H 34 2,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 7,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
3 M 40 1,50E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
4 M 55 5,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 3,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
5 M 36 8,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 5,00E+05 | 0,00E+00 | 5,00E+05
6 M 42 1,00E+07 | 0,00E+00 | 1,50E+05 | 6,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00
7 H 71 4,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 2,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
8 H 53 9,00E+06 | 9,00E+02 | 1,98E+05 | 5,94E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
9 H 35 1,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
10 | ™M 39 1,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
11 | ™ 54 1,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
12 | M 86 6,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 3,96E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
13 | M 52 1,20E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 9,96E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
14 | M 41 9,00E+07 | 9,00E+03 | 0,00E+00 | 3,96E+06 | 0,00E+00 | 7,92E+06
15 | H 54 6,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
16 | M 35 2,00E+07 | 0,00E+00 | 5,00E+05 | 2,00E+06 | 4,00E+05 | 1,00E+06
17 | M 50 1,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 5,00E+05 | 0,00E+00 | 8,00E+05
18 | M 49 3,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,98E+05
19 | H 50 1,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,50E+05 | 0,00E+00 | 6,00E+05
20 | H 41 8,50E+06 | 0,00E+00 | 1,45E+05 | 5,78E+05 | 2,41E+05 | 0,00E+00
21 | H 47 3,00E+06 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,98E+05
22 | M 38 1,60E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,00E+06 | 0,00E+00 | 1,00E+06
23 | H 44 6,00E+06 | 6,00E+02 | 1,98E+05 | 0,00E+00 | 1,85E+05 | 4,98E+05
24 | H 58 1,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 9,00E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
25 | H 42 1,50E+07 | 0,00E+00 | 3,90E+05 | 9,90E+05 | 2,50E+05 | 1,20E+06
26 | M 38 1,20E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 6,00E+05 | 0,00E+00 | 9,96E+05
27 | M 60 1,80E+07 | 1,80E+03 | 5,94E+05 | 1,49E+06 | 6,12E+05 | 0,00E+00
28 | H 45 5,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 2,50E+06
29 | M 52 1,00E+07 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,50E+05 | 0,00E+00 | 0,00E+00
30| H 39 2,00E+07 | 0,00E+00 | 6,00E+05 | 1,50E+06 | 0,00E+00 | 1,00E+06
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* En las columnas de UFC 8,00E+06 debe de leerse como 8x10° o

8.000.000 de unidades formadora de colonia.
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Tabla 6: Relacién de sujetos investigados y UFC total de F. nucleatum (UFC

Fn), C. rectus (UFC Cr), Streptococcus B-hemoliticos (UFC SBh), UFC

Candida sp., UFC Capnocytophaga sp., UFC bacilos entéricos y UFC

Pseudomonas sp.

UFC Total*

UFC Fn

UFC Cr

UFC SBh

UFC
Candida

UFC
Capnocyto
phaga

UFC
B.
entéricos

UFC
Pseudo
monas

8,00 E+06

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

2,00E+07

8,00E+05

9,00E+05

6,00E+105

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,50E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

5,00E+06

0,00E+00

0,00E+00

8,00E+05

2,50E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

8,00E+06

4,00E+05

3,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,00E+07

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

4,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

4,00E+06

0,00E+00

3,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

2,00E+05

0,00E+00

9,00E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

4,50E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

© 0 (N[O |0~ |W|N (k-

1,00E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

=
o

1,00E+07

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

=
=

1,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

[y
N

6,00E+06

4,98E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,00E+05

0,00E+00

[y
w

1,20E+07

7,92E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

6,00E+05

6,00E+05

0,00E+00

H
~

9,00E+07

0,00E+00

5,94E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

[y
ol

6,00E+07

3,00E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

[y
»

2,00E+07

0,00E+00

8,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

6,00E+05

1,00E+06

0,00E+00

=
~

1,00E+07

6,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

[y
oo

3,00E+06

1,50E+05

0,00E+00

1,98E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,50E+05

[y
©

1,00E+07

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

5,00E+05

N
o

8,50E+06

4,76E+05

0,00E+00

0,00E+00

4,25E+05

4,76E+05

0,00E+00

0,00E+00

N
[y

3,00E+06

1,50E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

N
N

1,60E+07

1,20E+06

1,50E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

8,00E+05

0,00E+00

N
w

6,00E+06

6,00E+05

3,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

N
N

1,00E+07

6,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

5,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

N
a1

1,50E+07

6,90E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

N
»

1,20E+07

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

6,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

N
~

1,80E+07

9,90E+05

1,49E+06

0,00E+00

0,00E+00

9,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

N
oo

5,00E+07

3,00E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

N
©

1,00E+07

2,00E+05

2,50E+05

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

w
o

2,00E+07

8,00E+05

1,50E+06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

1,00E+06

0,00E+00

En las columnas de UFC 8,00E+06 debe de leerse como 8x10° o

8.000.000 de unidades formadora de colonia.
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Tabla 7. Frecuencia de la deteccion de diferentes especies bacterianas en

las muestras positivas. Promedio en porcentajes (%) de flora en sitios

positivos
Especie %
A. actinomycetemcomitans 13,33
P. gingivalis 26,66
P.intermedia 66,66
T. forsythia 20,00
P. micra 46,60
Fusobacerium sp. 66,66
C. rectus 33,33
E. corrodens 0,00
Candida sp. 13,33
Capnocytophaga sp. 23,30
Pseudomonas 6,66
Bacilos entéricos 20,00
S. B hemoliticos 10,00
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Tabla 8. Proporcion de flora de diferentes especies bacterianas en las

muestras totales.

Especie %
A. actinomycetemcomitans 0,01
P. gingivalis 2,51
P.intermedia 5,87
T. forsythia 2,58
F. nucleatum 5,57
P. micra 6,83
C. rectus 5,91
Capnocytophaga sp. 4,66
E. corrodens 0,00
Candida sp. 5,00
S. B hemoliticus 8,53
Pseudomonas sp. 5,00
Bacilos entéricos 5,00
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Tabla 9.: Resultados en valores MIC 50 y MIC 90 de antibiéticos para los

periodontopatégenos aislados de pacientes brasilefios con periodontitis

croénica:

Especie PG AC XL TC CM CL Mz AZ
F nucleatum
Rango 0,016-32 0,016-256 0,016-0,064 0,016-0,064 0,016-32 0,016-6 0,25-48 <0,016
MIC 50 0.50 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016 0,250 <0,016
MIC 90 1 256 0,023 0,5 0,64 1,5 48 <0,016
P. intermedia
Rango 0,25-48 0,094-96 <0,016 0,016-32 0,016-64 0,016-24 0,016-24 0,016-64
MIC 50 0,25 0,125 <0,016 0,125 0,016 0,016 0,016 0,016
MIC 90 256 256 <0,016 16 64 0,5 0,5 1
P. micra
Rango <0,016 <0,016 <0,016 0,016-1,0 <0,016 0,016-0,75 0,016-0,75 <0,016
MIC 50 <0,016 <0,016 <0,016 0,125 <0,016 0,125 0,016 <0,016
MIC 90 <0,016 <0,016 <0,016 0,25 <0,016 0,16 0,016 <0,016
A. actinomyce
temcomitans
Rango <0,016 <0,016 0,023-0,094 0,016-24 0,016-0.50 0,016-0,38 0,016-0,38 <0,016
MIC 50 <0,016 <0,016 0,023 0,125 0,016 0,016 0,016 <0,016
MIC90 <0,016 <0,016 0,5 0,5 0,25 0,016 0,125 <0,016
P. gingivalis
Rango 16-256 0,125-96 <0,016 12-256 6-256 0,75-32 0125-0,50 0,094-8
MIC 50 24 0,125 <0,016 24 32 1 0,125 0,094
MIC90 256 64 <0,016 256 256 32 0,5 0,5
B.entéricos
Rango - - - - - 0,016-0,50 0,75-16 0,50
MIC 50 - - - - - 0,25 0,750 0,50
MIC 90 - - - - - 0,25 6 0,5
C. rectus
Rango 0,016-6 0,016-2 <0,016 <0,016-12 0,016-6 0,016-8 <0,016 <0,016
MIC 50 <0,016 0,016 <0,016 <0,016 0,016 0,016 <0,016 <0,016
MIC90 1 0,125 <0,016 6 1 4 <0,016 <0,016
Capnocytoph
aga
Rango <0,016 <0,016 <0,016 0,25-2 <0,016 <0,016 <0,016 <0,016
MIC 50 <0,016 <0,016 <0,016 0 <0,016 <0,016 <0,016 <0,016
MIC 90 <0,016 <0,016 <0,016 0,5 <0,016 <0,016 <0,016 <0,016
Candida
Rango - - - - - - - -
MIC 50 - 3 0,5 - 2 1 0,940 0,50
MIC90 - 3 0,5 - 2 1 0,940 0,50
Pseudomonas
Rango - - - - - 0,25 0,380 -
MIC 50 - - - - - 0,25 0,380 -
MIC 90 - - - - - 0,25 0,380 -
S B-
hemoliticus
Rango 0,016-16 0,5-32 <0,016 0,05-1 0,125-6 0,25-64 0,25-0,125 0,25
MIC 50 0,5 2 <0,016 1 0,125 0,250 0,250 0,25
MIC 90 1,5 24 <0,016 1 6 32 0,125 0,25
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Tabla 10. Numero de cepas susceptibles y resistentes a Penicilina (PG),

Clindamicina (CM), Tetraciclina (TC), Ciprofloxacino (CL), Metronidazol (MZ),

Amoxicilina + clavulanato (XL), Amoxicilina (AC) y Azitromicina (AZ):

| PG CM TC CL MZ XL AC AZ
F nucleatum
n susceptible 16 18 20 19 18 20 18 20
n total 20 20 20 20 20 20 20 20
% resistente 20% 10% 0% 5% 10% 0% 10% 0%
P. intermedia
n susceptible 1 7 10 17 18 20 8 19
n total 20 20 20 20 20 20 20 20
% resistente 95% 65% 50% 15% 10% 0% 60% 5%
P. micra
n susceptible 14 14 14 14 14 14 14 14
n total 14 14 14 14 14 14 14 14
% resistente 0 0 0 0 0 0 0 0
A. actinomycetemcomitans
n susceptible 3
n total 4
% resistente 25%
P. gingivalis
n susceptible 0 0 0 3 1 5
n total 8 8 8 8 8 8
% resistente 100 100 100 62,5% 0 87,5% 37,5%
Bacilos entéricos
n susceptible 0 0 0 4 0 0 1
n total 6 6 6 6 6 6 6
% resistente 100 100 100 0 66,66% 100 100 83,33%
C. rectus
n susceptible 9 9 9 9 10 10 10 10
n total 10 10 10 10 10 10 10 10
% resistente 10% 10% 10% 10% 0 0 0 0
Capnocytophaga sp.
n susceptible 6 7
n total 7
% resistente 14,28% 0
Candida sp.
n susceptible 0 1 0 1 1 1 1 1
n total 4 4 4 4 4 4 4 4
% resistente 100 75% 100 75% 75% 75% 75% 75%
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PG CM TC CL Mz XL AC AZ
Pseudomonas sp.
n susceptible 0 0 0 2 1 0 0 0
n total 2 2 2 2 2 2 2 2
% resistante 100% 100% 100% 50% 100% 100% 100%
St. B-hemoliticos
n susceptible 2 2 2 2 3 3 3 3
n total 3 3 3 3 3 3 3 3
% resistante 33,33% 33,33% 33,33% 33,33% 0 0 0 0
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Tabla 11: datos demograficos de las poblaciones seleccionadas

Datos Demograficos

. Chile |Colombia |Espafa | Brasil
37 41 36 30
edad media 44,6 41,5 449 47,1
desviacion estandar 8,1 10,6 11,7 11,6
maximo 60 64 67 86
minimo 31 25 26 33
sexo mujeres 25 25 20 17
hombres 12 16 16 13
% mujeres 67,6%| 61,0% | 55,6% |56,66%
% hombres 32,4% | 39,0% 44,4% |43,33%
no fumadores 26 37 21 30
fumadores | fumadores 11 3 12 0
fumadores formales 0 1 3 0
% no fumadores 70,3%| 90,2% 63,6% | 100%
% fumadores 29, 7% 7,3% 36,4% | 0,0%
% fumadores
formales 0,0% 2,4% 9,1% 0,0%

Datos de Chile, Colombia y Espafa tomados del estudio de Herrera et al.

2008
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Tabla 12: comparacion de datos clinicos de sitios de muestras: profundidad

de sondaje (PS), Nivel de insercion clinico (NIC). Porcentaje de sitios con

sangrado al sondaje (SS) y porcentaje de sitios con placa (IP)

Datos clinicos de los sitios muestreados

Chile  Colombia Espaia Brasil

PS |[media 5,401 7,963 5,757 6,725
DE 0,489 1,303 0,942 0,8544
maximo 6,5 11,5 9,3 9
Minimo 5,0 5,2 4,5 5,5
NIC |media 5,905 8,088 6,458 7,7
DE 0,350 1,679 1,326 1,387
maximo 6,5 12,1 11,5 11,5
Minimo 5,0 3,1 4,8 5,75
SS |media 68,92% 100% 90,28% 72,84%
DE 22,36% 0 20,07% 20,38%
maximo |  100% 100% 100% 100%
Minimo 0% 100% 25% 31,25%

IP [media 77,03% 59,15% | 47,22% 71,30%
DE 21,55% 28,92% | 41,31% 24,72%
maximo |  100% 100% 100% 100%
Minimo 25% 25% 0% 29%

DE — desviaciéon estandar

Datos de Chile, Colombia y Espafia tomados del estudio de Herrera et al.

2008 b
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Tabla 13: comparacion entre el logaritmo (LOG) del total de unidades

formadoras de colonias anaerobias (UFC) por mililitro.

LOG del total de UFCs/ml

Chile Colombia | Espafia Brasil
media 6,688 8,379 7,351 6,930
DE 1,01 0,26 0,54 0,55
maxima 9,6 8,8 8,5 7,95
minima 4.7 7,6 5,9 5,0

DE — desviacion estandar
Datos de Chile, Colombia y Espafia tomados del estudio de Herrera et al.

2008 b
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Tabla 14: Comparacion de la frecuencia de deteccion de diferentes especies

bacterianas

Frecuencia de deteccion

Chile Colombia Espafia Brasil
A. actinomycetemcomitans| 19,4% 17,1% 16,7% 13,3%
P. gingivalis 83,8% 65,9% 77,8% 26,6%
P.intermedia 19,4% 72,5% 97,2% 66,6%
T. forsythia 16,2% 39,0% 36,1% 20,0%
Capnocytophaga sp. 13,5% 9,8% 16,7% 23,3%
Fusobacterium sp. 63,9% 82,9% 100% 66,6%
P. micra 29,7% 2,4% 61,1% 46,6%
E. corrodens 34,3% 27,5% 11,1% 0,0%
Bacilos entéricos 17,6% 36,6% 0,0% 20,0%

Datos de Chile, Colombia y Espafia tomados del estudio de Herrera et al.

2008 b
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Tabla 15: Comparacion de las proporciones en muestras positivas de

diferentes especies bacterianas

% Media de patdgeno en sitios
positivos

Chile |Colombia | Espafa | Brasil
A.
actinomycetemcomitans 2,86 0,22 0,20 0,01
P. gingivalis 34,01 5,49 22,21 2,51
P. intermedia 15,23 6,71 6,74 5,87
T. forsythia 6,43 4,39 5,54 2,58
Capnocytophaga sp. 4,62 2,00 0,77 4,66
Fusobacerium sp. 2,76 5,08 5,31 5,57
P. micra 10,83 2,00 2,41 6,83
E. corrodens 10,14 1,77 0,83 0,00
Bacilos entéricos 14,22 8,10 0,00 5,00

Datos de Chile, Colombia y Espafia tomados del estudio de Herrera et al.

2008 b
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Tabla 16: Resultados de susceptibilidad y resistencia de cinco periodonto-

patogenos aislados en pacientes en Holanda (HL), Espafa (Es) y Brasil

(Bra): con relacion a Penicilina (PG), Clindamicina (CM), Tetraciclina (TC) y

Ciprofloxacino (CL), basada en valores de breakpoints seleccionados.

PG CM TC CL
HL Es Bra |HL Es Bra |HL Es Bra |HL Es Bra
Fn |ns 20 8 16 20 9 18 |20 10 20 |19 10 19
ntotal | 20 10 20 20 10 20 |20 10 20 |20 10 20
%R 0 200 200 | o 100 100 | 0 0 0 50 o °0
Pi |ns 18 11 1 24 16 7 24 15 10 |24 18 17
ntotal | 24 18 20 24 18 20 |24 18 20 |24 18 20
%R 250 389 950 | 0 111 650 | 0 167 500 | 0 0 150
Pm |ns 23 19 14 23 19 14 |22 19 14 |23 19 14
ntotal | 23 19 14 | 23 19 14 |22 19 14 |23 190 1
%R 00 00 00 |00 00 00 [00 00 00 |00 00 00
Aa |ns 8 4 4 14 7 4 18 10 3 18 9 4
ntotal | 18 10 4 18 10 4 18 10 4 18 10 4
%R 556 60,0 00 |222 300 00 |00 00 250 |00 100 00
Pg |ns 26 15 0 26 15 0 26 15 0 26 15 3
ntotal | 26 15 8 26 15 8 26 15 8 26 15 8
%R 00 00 100 | 00 00 100 [00 00 100 |00 00 625

ns — numero de cepas susceptibles

n total — namero total de cepas

% R — porcentaje de cepas resistentes a la droga.

Datos de Holanda y Espafna tomados del estudio de van winkelhoff et al.

2005.
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Tabla 17: Resultados de susceptibilidad y resistencia de cinco periodonto-
patogenos aislados en pacientes en Holanda (HL), Espafa (Es) y Brasil
(Bra): con relacion a Metronidazol (MZ), Amoxicilina mas clavulanato (XL),
Amoxicilina (AC) y Azitromicina (AZ), basada en valores de breakpoints

seleccionados.

MZ XL AC AZ
HL Es Bra |HL Es Bra|HL Es Bra| HL Es Bra
Fn |ns 19 8 18 20 10 20 | 20 8 18 18 9 20
ntotal | 19 10 20 20 10 20 [ 20 10 20 20 10 20
%R 00 200 100 |00 00 00 |00 200 10,0| 100 100 0,0
Pi |ns 24 18 18 24 18 20 | 23 12 8 24 16 19
ntotal | 24 18 20 24 18 20 | 24 18 20 24 18 20
%R 0,0 00 10,0 | 00 00 00 | 42 333 600| 00 11,1 50
Pm|ns 23 18 14 23 19 14 | 23 19 14 20 17 14
ntotal | 23 19 14 23 19 14 | 23 19 14 23 19 14
%R 0,0 53 00 |00 00 00|00 00 00/ 130 105 0,0
Aa |ns 13 4 4 18 9 4 18 6 4 18 6 4
ntotal | 18 10 4 18 10 4 18 9 4 18 9 4
%R 278 600 00 |00 100 00 | 00 333 00 | 00 333 0,0
Pg |ns 26 15 8 26 15 8 26 15 1 26 15 5
ntotal | 26 15 8 26 15 8 26 15 8 26 15 8
%R 0,0 00 00 |00 00 00 |00 00 875]| 00 00 375

ns — numero de cepas susceptibles

n total — namero total de cepas

% R — porcentaje de cepas resistentes a la droga.

Datos de Holanda y Espafna tomados del estudio de van winkelhoff et al.

2005.
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Hojas de registro del paciente
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Prevalencia microbiolégica e

susceptibilidade antimicrobiana

no Brasil
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Periodontista

Prontuario n°.
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periodontopatégenos em pacientes com periodontite crénica no Brasil

Pesquisa Prevalencia e susceptibilidade antimicrobiana de

Cddigo do paciente:

Prontudrio do paciente

Caodigo do paciente: Sexo: F( ) M(Estado
civil: Idade: Nascim: cidvelidade
Naturalidade Profissao:

Queixa principal:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Anamnese médica:

Esta sob tratamento médico? Sim( ) Nao ()
Epilepsia? Sim () Nag (
Alguma infec¢ao? Sim () Nao ()
Transplante de 6rgaos? Sim () Nao ()
Problemas de defesa (imunidade)? Sim () Nao ()
Diabetes? Sim () Nag (
Cardiopatia? Sopro? Sim () Nao ()
Presséo alta? Sim () Nag (
Artrite ? Sim () N@g
Colite ? Sim () N@g
Doenca de Crohn? Sim () Nao ()
Cancer ? Sim () Nag (
HIV? Sim () N&q
Hepatite? Sim () Nag (
Inflamacdes ulcerativas? Sim( ) Nao ()
Outras? Qual?

Desordem hormonal Anticoncepcional

Gravidez meses

Menopausa Osteoporose

Fuma? Sim () Nao ( ) quantidade? /dia
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Cddigo do paciente:

DOENCAS CONCOMITANTES

Doenca

Data de inicio da doenca /

Atualmente esta em que estagio?

Doenca

Data de inicio da doenca / /
Atualmente esta em que estagio ?
Doencga

Data de inicio da doenca / /

Atualmente esta em que estagio ?

Doenca

Data de inicio da doenca /

Atualmente esta em que estagio ?
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Caodigo do paciente:

Medicacao Concomitante

Esta usando algum remédio ? im (S) Néo ()
Tomou algum dos seguintes remédios nas Ultimagpudtto semanas)?

Antibiéticos ? Sim () Nao ()
Aspirina ? Sim () Nao ()
Medicamentos para reumatismo e artrite? SimNap ( )
Anticoagulantes ? Sim () Nao ()
Corticéides? Sim () Nao ()

Algum outro medicamento que nao foi mencionado?Sim ( ) Nao ( )

9. Qual?

Nome comercial

Agente farmacoldgico

Dose diaria

/24 horas

Nome comercial

Agente farmacolégico

Dose diaria

/24 horas

Nome comercial

Agente farmacolégico

Dose diaria

/24 horas

Nome comercial

Agente farmacolégico

Dose diaria

/24 horas
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Cadigo do paciente:

10.

10.

11.

Anamnese Dental

J& fez tratamento gengival? SimN&o ()

Qual o ultimo tratamento que fez?

Extracdo? Sim () Nao ()
Teve hemorragia? Sim () Nao ()
Respira pela boca? Sim () Nao ()
Bruxismo? Sim () Nao ()
Bruxomania? Sim () Nao ()
Alteracées na mucosa Sim () Nao ()
Quantidade de tartaro? Sim () Nao ()

Ja teve algum episddio de dor na gengiva ou alisz&im () Nao ()

Higiene Oral — Controle de Placa

Freqlencia

Ocasiao

Tipos de escovas

Tipos de cerdas

Marca da pasta de dentes

Esta usando algum colutorio?

Ou Gel?

Método de escovacédo

Meios auxiliares

Traumas decorrentes da escovacao

Traumas decorrentes da escovagao
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Caddigo do paciente:

indice de placa

Vestibular

18 17 16 15 14 1312 11 21 22 23 24 25 26 27 28
38 37 36 35 34 3332 31 41 42 43 44 45 46 7 4 48
Vestibular
indice de Supuragdo
Vestibular
18 17 16 15 14 1312 11 21 22 23 24 25 2627 28
38 37 36 35 34 3332 31 41 42 43 44 45 4647 48

244




periodontopatégenos em pacientes com periodontite crénica no Brasil
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Cadigo do paciente:

Profundidade de sondagem

Vestibular
18 17 16 15 14 1312 11 21 22 23 24 25 2627 28
38 37 36 35 34 3332 31 41 42 43 44 45 46 47 48
Nivel de Insercao Clinica
18 17 16 15 14 1312 11 21 22 23 24 25 2@7 28
38 37 36 35 34 3332 31 41 42 43 44 45 46 47 48
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Cddigo do paciente:

indice de Sangramento Gengival

18

17

16

15 14 1312 11 21 22 23 24 25 26 27 28

38

37

36

35 34 3332 31 41 42 43 44 45 46 47 48

n° areas sangrantesX 100 = %

n° areas sondadas

Areas de amostras microbioldgicas
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