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|. INTRODUCCION

[.1 Definicidon

La Halitosis (del latin: halitus-aliento) se define actualmente como la presencia de un
olor fétido o desagradable que emana de la cavidad oral. A menudo, es percibido por el
paciente como su principal preocupacion de salud bucodental, ya que afecta a su vida social
y emocional y ademas, se ha convertido en un importante mercado para la industria
farmacoldgica y cosmética. Aunque hay falta de estudios de prevalencia bien disefiados, la
gran mayoria de los estudios parecen indicar que la halitosis afecta a casi el 30% de la
poblacion, mientras otros estiman que mas del 50% de la poblacién tiene halitosis. De
hecho, el 50-60% de la poblacion de EE.UU. utiliza productos para refrescar el aliento. Por lo
tanto, la evidencia disponible sugiere que la halitosis es comin y puede afectar a todas las
edades, pero principalmente a mayores de 60 afos, siendo el riesgo 3 veces mayor en

personas mayores de 20 afios en comparacion con los de 20 afios o menores”.

No existen datos claros en referencia a la demanda por parte de pacientes a solicitar un
tratamiento especializado para tratar la halitosis. Mientras que algunos estudios sefialan a la
halitosis como la tercera causa de visita al dentista?, otros dicen que solounos pocos
pacientes acuden a las clinicas dentales en busca de tratamiento para esta condicion
patoldgica®. Este hecho se ha denominado la “Paradoja de mal aliento™ ya que personas
que sufren de mal aliento suelen ser totalmente inconscientes del hecho; sin embargo otras
se guejan de halitosis incluso si no se observa una base objetiva. Por lo general, se observa
alguna diferencia en la percepcion de la halitosis debido a habitos raciales y de género (las

mujeres se quejan de halitosis mas que los hombres)*®.

Debido a estas razones, asi como a la falta de estudios de casos-controles y las
dificultades en la evaluacion de criterios comunes de diagndstico, durante muchos afios esta
condicién ha sido considerada fundamentalmente como un problema cosmético. En realidad
se ha producido una importante mejora en la comprension de la halitosis en los ultimos 40
anos, con el desarollo de dispositivos que fueron capaces de detectar y medir el gas exalado

de la cavidad oral.



.2 Clasificacion

Yaegaki y Coil, en 2000, propusieron una clasificacion de la halitosis, que incluye las

halitosis verdaderas y la halitosis no percibida objetivamente’.
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Figura 1. Clasificacion de Halitosis propuesta por Yaegakiy Coil (2000).

Conforme a esta clasificacion, la halitosis puede ser dividida en tres grupos: pseudo-
halitosis, halitofobia y halitosis genuina. Tanto en la pseudo-halitosis como en la halitofobia,
la halitosis no es clinicamente detectable. Sin embargo, en la halitosis genuina, ésta si que
estd realmente presente y se puede detectar desde un punto de vista clinico, ya que la

intensidad de su mal olor supera el nivel socialmente aceptable.

En pseudo-halitosis, el paciente se queja de halitosis en ausencia de una base objetiva.
En este caso, la terapia consiste en instrucciones de higiene oral y en el asesoramiento
profesional. La halitofobia, en cambio, ocurre cuando después del tratamiento de halitosis o
pseudo-halitosis, el paciente sigue quejandose de su aliento. La halitofobia puede tener una
profunda base psicoldgica y debe ser tratada junto con un psicologo. Por otra parte, la
halitofobia es uno de los factores que mas influye en la baja fiabilidad de los datos de
prevalencia de halitosis, siendo una fuente de inexactitud en los cuestionarios de mal

aliento.



Por otro lado, la halitosis genuina comprende todas las situaciones en las que el mal
aliento esta realmente presente. Esta verdadera halitosis podria deberse a condiciones tanto

fisioldgicas como patoldgicas. Las formas fisioldgicas se deben principalmente a:

e Laingesta de ciertas bebidas y alimentos con alto contenido en especias: ajo,
cebolla, repollo, coliflor y rdbano. Esto se previene evitando o reduciendo el
consumo de dichos alimentos.

e Los habitos tales como el tabaco y el alcohol suelen tener un efecto transitorio,
a menudo causado por el azufre que contienen los compuestos sulfuros
volatiles (CSV) y tienen un origen tanto intra-oral (restos de comida) como
extra-oral (respiratorio). El humo del tabaco contiene CSV que son parcialmente
responsables del mal aliento de los fumadores, pero los productos del tabaco
también predisponen a la sequedad bucal y a la enfermedad periodontal. El
consumo de alcohol puede ser un predictor del mal olor bucal. La mejor
prevencion consiste en evitar estos habitos’.

e la reduccion del flujo salival durante el suefio. El estancamiento de la saliva,
agrabado por la respiracion bucal, provoca lo que se conoce comunmente como
“aliento matinal”. Este Gltimo desaparece con la bebida, ingesta de un buen
desayuno o cepillado de dientes®. También podria contribuirla limpieza de la
lengua con un raspador lingual, a pesar de que se encontrd ineficaz en evitar el
mal olor bucal matinal en pacientes periodontalmente sanos que no realizaron

higiene oral.

Mientras que las formas fisioldgicas son autolimitadas y no requieren de ningdn
tratamiento, la halitosis patoldgica es persistente y requiere de un enfoque médico. Esta
Gltima ocurre como resultado de causas intraorales, por lo general se origina en la parte
posterior de la lengua y/o enfermedades orales o dentales incluyendo enfermedades
periodontales, y puede ser lo suficientemente severa como para ser considerada
inaceptable. Como factores predisponentes encontramos una mala higiene oral, las
enfermedades gingivales y periodontales, trastornos de la mucosa oral, la reduccién del flujo

de saliva y el uso de aparatos dentales entre otros".



Pueden ser sub-clasificados en base a su origen en halitosis extra-oral y halitosis oral. La
halitosis extra-oral en nifios, se produce comunmente por la insercién de cuerpos extrafios
(juguetes u objetos pequefios) en la nariz y la posterior sepsis, mientras que en adultos,
puede ser la manifestacion de enfermedades que afectan el tracto respiratorio superior e
inferior, sistema digestivo, aparato urinario y trastornos sistémicos (el hambre, el uso de

drogas que causan sequedad bucal, etc)™

El aparato respiratorio es la primera fuente de halitosis extra-oral y las causas del mal
aliento puede ser el estancamiento de la mucosa post-nasal, sepsis nasal, presencia de
cuerpos extrafios, infeccion de los senos paranasales, infeccion amigdalar, infeccion de las

vias respiratorias y tumores infectados en el tracto respiratorio.

Otras causas sistémicas de la halitosis son la diabetes no controlada y enfermedades
gastrointestinales como la cetosis, enfermedad por reflujo gastro esofagico, diverticulos

>4 También

esofagicos, hernia de hiato, insuficiencia hepatica e insuficiencia rena
Helicobacter pylori se sugiri6 como una posible causa, ya que puede producir compuestos

sulfurados volatiles™

Una causa muy rara es la tri-metil-aminuria (TMAU o sindrome de mal olor de pescado)
en la que una mutacion enzimética hereditaria altera la oxidacion de TMA. Al no producirse
la oxidacién de TMA, ésta es excretada en orina, sudor, secreciones vaginales, saliva y

aliento®

Ademas, con algunos trastornos metabdlicos se pueden exhalar agentes odoriferos que
circulan en el torrente sanguineo, a través del intercambio de gases alveolares en el aliento y
causar halitosis (también conocida como halitosis transmitidas por la sangre). Dentro de los

CSV, el sulfuro de dimetilo es el principal contribuyente en la halitosis extra-oral®.



La lista de alteraciones posibles causantes de la halitosis extraoral estan representadas

en la tabla 1.

Tabla 1. Halitosis de causa extra-oral®.

Aparato respiratorio
(etiologia microbiana)

Sinusitis

Neoplasia del antro Antral
Paladar hendido

Cuerpos extrafios en la nariz
Malignidades nasales
Tonsilolitos

Amigdalitis

Malignidades faringeas
Infecciones pulmonares
Bronquitis
Bronquiectasias
Malignidades pulmonares

Sistema digestivo

Diverticulo esofagico
Enfermedades por reflujo Gastro-esofagico
Malignidades

Trastornos Metabdlicos
(transmitidas por sangre)

Similar olor a cetona

Diabetes incontrolada

Alineto urémico en la Insuficiencia renal
Hedor hepatico en la enfermedad hepética
Trimethilaminuria

(sindrome del olor a pescado)
Hipermethioninemia

Cistinosis

Drogas
(transmitidas por la sangre)

Anfetaminas
Hidrato cloral
Agentes citotdxicos
Dimetil sulféxido
Disulfiran

Nitratos y nitritos
Fenotiazinas
Abuso de solventes

Causas psicogénicas

Sin embargo se ha demostrado que la forma maés frecuente de halitosis es la oral (entre

el 80-90% del total), en la que las causas del malolor residen en la cavidad oral™.




1.3 Patogénesis

La halitosis oral (comunmente conocida simplemente como halitosis) es causada por la

actividad de bacterias orales.

Existe una compleja interaccion entre varias especies bacterianas de la boca
(principalmente flora anaerdbica Gram-), porque no sélo se asoci6 una infeccion bacteriana

especifica con halitosis (tabla 2).

Tabla 2. Microorganismos principalmente relacionados con halitosis (en orden alfabético)".

Centipeda periodontii

Eikenella corrodens

Enterobacteriaceae

Fusobacterium nucleatum subsp. Nucleatum

Fusobacterium nucleatum subsp. Polymorphum

Fusobacterium nucleatum subsp. Vincentii

Fusobacterium periodonticum

Porphyromonas endodontalis

Porphyromonas gingivalis

Prevotella (Bacteroides) melaninogenica

Prevotella intermedia

Bacteroides (Bacteroides) loescheii

Solobacterium moorei

Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus)

Treponema denticola

Se propusieron dos teorias sobre la etiologia microbiana:

1. Una teoria especifica: indica que sélo algunas Unicas especies son etiolégicas y
capaces de causar mal aliento, s6lo su presencia explicaria el mal olor.
Solobacterium moorei se encontré en todos los sujetos con halitosis, no asi en
controles, lo que sugiere que algunos sujetos presentan algunas especies

bacterianas diferentes en el dorso de la lengua.




2. Otra teoria inespecifica: sugiere que muchas especies (mayoritariamente
anaerobias estrictas) tienen la capacidad de bio-transformar sustratos
fundamentalmente proteicos en compuestos volatiles o CSV y por lo tanto, un
gran nimero de microorganismos puede realizar este proceso, no habiendo

una Unica especie causante’.

Realmente, los determinantes mas importantes del mal olor son el sulfuro de hidrégeno
(H2S) y el metil-mercaptano (CH3SH) (que se clasifican como compuestos sulfuros volatiles o
CSV) y son catabolitos de la degradacion bacteriana de cistina y metionina. La produccion de

CSV estéa fuertemente influenciada por la dieta del paciente y por las condiciones orales.

La disminucion del flujo salival, lo que podria deberse a condiciones fisioldgicas (suefio)
0 patoldgicas (xerostomia), ocasiona el estancamiento de la saliva por lo que contribuye a
proporcionar sustratos proteicos a las bacterias. Esto se debe a que la saliva se compone de
una mezcla compleja de secreciones de las glandulas salivales, junto con multiples especies
bacterianas, células epiteliales descamadas, leucocitos y restos de comida. La saliva normal
€es rica en proteinas y urea, mientras que es muy pobre en hidratos de carbono y glucosa
libre, ya que la mayoria de ellos estan asociados con las glicoproteinas. La fermentacion de
hidratos de carbono inhibe el metabolismo de proteinas™ porque cambia el pH oral a un
ambiente acido mientras que el metabolismo de las proteinas requiere un pH neutro o
alcalino. Estos datos parecen sugerir que, si bien una dieta baja en hidratos de carbono
protege de la aparicion de caries, podria ser causa de mal olor bucal. Sin embargo, estos
hallazgos no han sido confirmados en estudios clinicos. Por ultimo, el agotamiento de

oxigeno (baja pO2) parece contribuir al aumento de la produccién de CSV*#*2,

Los CSV no estan sélo involucrados en la patogénesis de halitosis, también parecen
interferir con el ciclo patégenico de otras patologias orales, ya que inducen un incremento
en la permeabilidad de la mucosa oral**. Se ha sugerido que el metil-mercaptano puede
participar en la patogénesis de la enfermedad periodontal. De hecho, varios estudios
demostraron que altas concentraciones de CH3SH tienen efecto inhibitorio sobre el

crecimiento y proliferacion de células epiteliales, pero no asf en los fibroblastos'®,

Otros componentes volatiles que no contienen azufre estan también involucrados en la
génesis de halitosis. Podrian ser los componentes aromaticos (indol y skatol), &cidos grasos

de cadena corta (acético y propionico), y algunas poliaminas (cadaverina'® y putrecina®).



Indol y skatol son productos de la degradacién del triptéfano, normalmente se
encuentran en heces en bajas concentraciones y también en esencia de flores. Sin embargo,
mientras que su componente oloroso es muy fuerte, tienen una tasa de volatilidad baja.
Incluso si no se observan las tasas de produccion de indol y skatol en el entorno oral,
muchas bacterias anaerdbias orales tienen el potencial de producir compuestos aromaticos

in vitro.

La contribucion de los acidos grasos al mal olor bucal se considera marginal: en realidad
sus componentes olorosos no son muy fuertes y su volatilidad en el ambiente acuoso es

bajo, sobre todo a valores de pH alto.

Al igual que los &cidos grasos, la cadaverina y putrescina tienen un componente oloroso
bajo, pero son mas volatiles a un pH alcalino (=9.0), mientras que en un pH neutro estan

principalmente presentes en forma no volatil.

Como los determinantes mas importantes del mal olor bucal son productos del
metabolismo anaerdbico, los gérmenes anaerobios han sido identificados como los
responsables de la patogénesis de la halitosis oral. En la tabla 3 se expone una sintesis de los

compuestos sulfuros volatiles producidos por las bacterias anaerobias.

Tabla 3.Componentes odoriferos que pueden provocar mal aliento’.

Componentes sulfuros volatiles metil mercaptano
sulfuro de hidrégeno
sulfuro de dimetilo

Diaminas putrecina
cadaverina
Acidos grasos de cadena corta acido butirico

acido valérico
acido propionico

Indoles indol
metil-indol (skatol)

El dorso de la lengua representa un habitat ideal para las bacterias anaerdbicas. La
morfologia de la superficie se caracteriza por la presencia de mdltiples fisuras y papilas
mucosas. Este micro-ambiente con bajo nivel de oxigeno protege a los microorganismos de
la accion de lavado de la saliva y aumenta el crecimiento de bacterias anaerobias,
especialmente Gram-, tales comoPorphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,

Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia'’*®.
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Muchos estudios encontraron una correlacion entre la cobertura lingual y la halitosis
oral, tanto en pacientes periodontalmente sanos como enfermos. Por otra parte, la
produccion de los CVS de la cobertura de la lengua en pacientes periodontalmente enfermos

fue mas de 4 veces mayor que en los controles™.

Parece que la carga microbiana de la lengua (es decir, el espersor o densidad de los
biofilms expresados en ufc (unidades formadoras de colonias) por centimetro cuadrado es la
caracteristica mas importante del mal olor bucal crénico, que la presencia o ausencia de
agentes microbianos especificos. Sin embargo, como ya se ha mencionado esta claro que las
bacterias anaerobias y los ambientes anaerobios son una caracteristica importante de la

biogénesis™

En la enfermedad periodontal esta presente un aumento de bacterias anaerobias
Gram-, junto a un gran ndmero de células descamadas y sustratos proteicos provenientes
del sangrado gingival y fluido gingival crevicular®. Sin embargo, los estudios no encontraron
una fuerte asociacion entre la presencia de bacterias anaerdbicas en las bolsas
periodontales y la halitosis oral*.

Las bacterias Gram+ parecen contribuir a la génesis de halitosis por la degradacion de
glicoproteinas de las cadenas de azUcares, proporcionando asi las proteinas de las bacterias

Gram-%.
.4 Diagnostico

Aunque se han realizado muchos esfuerzos para identificar un método de diagnostico
instrumental para la halitosis oral, el método organoléptico no ha sido reemplazado todavia
y se considera como el método de referencia (“gold standard”). Este método consiste en
detectar el olor de la boca y de la nariz y la comparacion de ambos. La intensidad del aire
exhalado se representa en una escala numérica. Este método requiere una buena

calibracion y entrenamiento de los examinadores (por lo menos dos).

El diagnostico instrumental se puede llevar a cabo con detectores de gases como
detectores de sulfuros (p.e Halimeter, Interscan Corp., Chatsworth, CA, EE.UU.) o

cromatografia de gases (p.e. OralChroma, Abimedical, Osaka, Japon).
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El dispositivo mas cominmente usado para evaluar la halitosis ha sido Halimeter®

(Interscan Corp., Chatsworth, CA, USA) que mide los CVS en el aire exhalado®.

El Halimeter no mide otros olores importantes, tales como los acidos grasos volatiles y
la cadaverina, que estan involucrados en la halitosis oral: esto podria dar lugar a falsos
negativos cuando el mal olor puede ser detectado por el examinador, pero los niveles de
compuestos volatiles de azufre estan en un rango bajo segun el Halimeter®*?. Ademas, el

Halimeter es més sensible al sulfuro de hidrégeno (H,S) que al metil mercaptano (CHzSH).

La cromatografia de gases fue desarrollada por primera vez por Tonzetich? a finales de
los afios 1970. A pesar de su alta precision no era adecuada para su uso en el sillon dental y
tenia que ser considerada como una técnica de investigacion debido a su elevado coste,
tamafio y la necesidad de un operador habil. Los nuevos modelos de cromatografia de gases,
tales como OralChroma, son mas simples, mas pequefios y mas sensibles que el Halimeter
para cada uno de los tres CVS (H,S: sulfuro de hidrogeno- CH3SH: metil mercaptano- (CHs),S:
sulfuro de dimetilo-). Sin embargo, incluso el OralChroma no detecta otros olores, solo los

CVS.

El test BANA y la microscopia de campo oscuro se podrian utilizar para evaluar la
calidad de la microflora oral. El test BANA®(Oratec, Manassas, VA, EE.UU ) evalta las
bacterias (P. gingivalis, T. forsythiay Treponema denticola) que producen la enzima que
degrada benzoil-DL-arginina-anaphthylamide (BANA), un sustrato de tripsina sintética que
forma un compuesto con color. Esta prueba parece ser altamente sensible a los acidos

grasos producidos por bacterias®.

Para excluir la rara situacion de trimetilaminuria, se puede realizar andlisis de la
excrecion urinaria de trimetilamina y trimetilamina-N-oxido generalmente por
cromatografia de gases o por espectrometria de resonancia magnética nuclear directa de

protones.

Existen algunos métodos, auin no demostrados, como la actividad de cuantificacion de
la beta-galactosidasa (que deglicosila mucinas orales para su posterior proteodlisis y
putrefaccion), sensores quimicos, la prueba de incubacion de la saliva, el control de

amoniaco, el método de la ninhidrina y la reaccion en cadena de la polimerasa entre otros™
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[.5 Tratamiento

Yaegaki y Coil (2000), clasificaron las necesidades de tratamiento para la halitosis en la
practica odontolégica en cinco categorias, enumeradas desde TN1 hasta TN5, para

proporcionar una orientacion a los clinicos en el tratamiento de este problema.

Segln esta clasificacion, el tratamiento de la halitosis fisiolégica (TN1), la halitosis
patologica (TN1 y TN2) y la pseudohalitosis (TN1 y TN4) es responsabilidad de los
odontdlogos, mientras que la halitosis extraoral (TN3) sera tratada por un médico
especialista y lahalitofobia (TN5) estard a cargo de un psicologo o psiquiatra. Esto queda

reflejado en las tablas 4ay 4b.

Como ya hemos mencionado anteriormente, el origen de la halitosis fisioldgica se
ocasiona en el dorso posterior de la lengua, desprendiéndose el mal olor de la cobertura
lingual. Por lo tanto, en el TN1, la limpieza de la lenguaes méas importante que los enjuagues
bucales y se debe llevar a cabo por la noche, ya que el hacerlo por la mafiana podria
provocar nauseas'. Es preferible utilizar un raspador o cepillo de cerdas duras, sin afiadirle
dentifrico y utilizando agua fria. Si bien existe poca evidencia, parece que los limpiadores
linguales serian mas eficaces que los cepillos duros, produciendo una mayor reduccion de
los CVS. Aungue se ha visto que los beneficios se obtienen solo a corto plazo. También se
recomienda instruir al paciente para evitar posibles dafios en la superficie de la lengua, ya
que estudios en animales sugieren que la estimulacion mecanica podria aumentar la

carcinogénesis de la misma.

TN 1 incluye también una correcta técnica de higiene oral, que comprende el cepillado
de dientes con cepillo dental y la limpieza interproximal con hilo dental o cepillos
interproximales, asi como la utilizacién de productos quimicos.Respecto a estos Ultimos, se
evaluaron numerosos productos en diferentes estudios, sefialandose a continuacién los

resultados mas relevantes:

1. Pastas dentifricascon:
e Triclosan y copolimero (Colgate Total, Palmolive Espafia S.A) proporcionan
un control efectivo del aliento hasta 12 horas después del cepillado™.
e Hexametafosfato sodico estabilizado con SnF? produce un significativo e

inmediato efecto contra el mal olor.
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2. Enjuagues bucales que contienen:

¢ Digluconato de clorexidina, cloruro de cetylpiridinio o triclosan: pueden ser
beneficiosos, habiéndose descrito buenos resultados a corto plazo®.

e Metales ionicos y agentes oxidantes como el peroxido de hidrogeno, didxido
de cloro y cloruro de iminio, que pueden neutralizar CVS®.

e Una combinacién de bajas concentraciones de sales de Zinc y clorhexidina:
eliminan los compuestos sulfuros volatiles que causan halitosis'.

e Actualmente existen otros compuestos que contienen diéxido de cloro y

ionana alfa pero no demuestran eficacia suficiente’.

Exiten otros métodos cosméticos no farmacolégicos como chicles, pastillas de menta,

aerosoles con sabor, perejil, clavo de olor o semillas de hinojo y algunos enjuagues bucales.

Ademas es importante evitar el tabaco yel consumo de drogas o alimentos que puedan

ser responsables de la halitosis.

(TN2): la halitosis patoldgicaintraorales causada principalmente por enfermedades
gingivales y periodontales, y el control se basa en el tratamiento de las mismas. Ademas,
puede ser necesaria la correccién de las restauraciones defectuosas que podrian contribuir a
la retencion de placa y a la mala salud oral, que es otro de los factores predisponentes, al

igual que el uso de aparatos dentales.

En la halitosis patoldgica extraoral, los pacientes presenten mal olor bucal pero sin
evidenciar causas de halitosis oral, por lo que deben ser referidos a médicos especialistas
(TN-3).

Los pacientes con pseudo-halitosis deben ser asesorados con el apoyo de la literatura,
la educacion y la explicacion de los resultados del examen (TN-4), ya que la intensidad de su
mal olor no supera el nivel socialmente aceptable. Este paso en el manejo del paciente es lo

maés importante en la diferenciacion con la halitofobia.

En la pseudohalitosis, los pacientes suelen responder favorablemente a TN-4,
aceptando los consejos, a diferencia de los halitofdbicos, quienes incluso pueden necesitar
un tratamiento psicologico (TN-5). Ademas, los pacientes con halitosis verdadera que se
someten a una reduccion exitosa de la halitosis por TN-2 6 3 y aln creen que tienen la

afeccion, también deben ser referidos a un psicol6go (TN-5).
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Los pacientes halitofébicos suelen negarse a acudir a un psicolégico, porque no pueden
reconocer su condicion psicosomatica. Nunca dudan de que tienen un mal olor bucal
ofensivo. Por lo tanto, estan disconformes con el dentista que niega su condicion y en

muchos casos comienzan a visitar a numerosos profesionales en busca de ayuda.

El manejo de los pacientescon halitosis puede resultar de gran utilidad para los
profesionalesen general, especialmenteen lo que respectaa los pacientes conpseudo-
halitosis que puedenacudir a psicélogos.En general,los tratamientos de halitosistienen
éxitoen los casos dehalitosis fisioldgicao patoldgica, pero desafortunadamente no ocurre lo
mismo en los casos dehalitofobia. La evaluacion dela condicién psicoldgicade estos
pacientes es muy importante yuncuestionario puedeser Util para identificarpacientes con un

trastornopsicolégico.

Tabla 4a. Tratamiento necesario (TN) para el mal aliento.

Catergoria Descripcion

TN1 Explicacion de halitosis e instrucciones de Higiene oral (HO). Soporte y refuerzo delas
técnicas de cuidado por parte de los pacientes para mejorar su HO.

TN2 Profilaxis profesional, limpieza profesional y tratamiento de las enfermedades orales,
como puedan ser las enfermedades periodontales.

TN3 Referido a un médico o médico especialista.

TN4 Explicacion de los datos, instrucciones profesionales, educacion y seguridad.

TN5 La derivacion a un psicélogo, psiquiatra.

TN1es aplicable a todoslos casos que requieranTN2 a través deTN5.
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Tabla 4b. Clasificacion de halitosis con tratamientos necesarios (TN).

CLASIFICACION TN DESCRIPCION
1) HALITOSIS Se percibe un mal olor objetivo,con una intensidad que supera el
GENUINA nivelsocialmente aceptable.
FISIOLOGICA TN1 1. Elmal olorse presenta debido al procesode

putrefacciéndentro de la cavidadoral. No se hallan
condicionesespecificas de la enfermedadnipatégenosque
puedan causarhalitosis.

2. Se origina principalmente en la regién del dorsoposteriorde
la lengua.

3. Se debe excluir la halitosis temporal debido afactores de la
dieta como por ejemplo el ajo u otros alimentos.

PATOLOGICA TN1- | Halitosis:

EXTRAORAL TN3 1. Originada en regiones nasales, paranasales y/o laringeas.

2. Generada en tracto pulmonar y/o tracto digestivo superior.

3. Proveniente detrastornosen cualquier parte
delcuerpodondeel olor estransmitido por la sangrey se
emitea través delos pulmones (diabetes mellitus, cirrosis
hepatica, uremia etc).

PATOLOGICA ORAL | TN1- | Halitosis:

TN2 1. Causada por enfermedades, condiciones patoldgicas o una
funcién de los tejidos orales alterada.

2. Derivada de la cobertura lingual, modificada por condiciones
patolégicas (periodontitis, xerostomia etc).

3)PSEUDO- TN1- 1. El'mal olor obvio no es percibido por otras personas, a pesar
HALITOSIS TN4 de que el paciente se queja obstinadamente de su
existencia.

2. Se mejora su condicién por consejo profesional y medidas
de HO (higiene oral).

2)HALITOFOBIA TN1- 1. Después del tratamiento de halitosis genuina o pseudo-

TN5 halitosis, el paciente persiste en creer que tiene mal aliento.

2. No hay eviencia suficiente para sugerir que la halitosis es
persistente.

TN: tratamiento necesario, tto: tratamiento.
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II. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

11.1. JUSTIFICACION

La realizacion de este estudio tiene como punto de partida, el concepto de la halitosis

como una entidad causada por la actividad de bacterias orales.

Como los determinantes mas importantes del mal olor bucal son productos del
metabolismo anaerdébico, los microorganismos anaerobios han sido identificados como los

responsables de la patogénesis de la halitosis oral.

La técnica de cultivo ha sido y sigue siendo el método de referencia del diagnéstico
microbioldgico, siendo el “gold standard”. Esta técnica junto con diversos tests bioquimicos

y tests de enzimas especificas nos permitiran identificar las distintas especies involucradas.

Por estas razones, es de nuestro interés investigar la microflora oral en pacientes con

halitosis.
11.2. HIPOTESIS

La halitosis oral se produce por una microflora oral inespecifica, compuesta
principalmente por microorganismos anaerobios Gram-, pero también podrian detectarse

especies especificas que permitieran tratamientos mas dirigidos y efectivos.

La técnica de cultivo nos proporcionard informacion acerca de los diferentes

microorganismos que podrian estar involucrados en la patogénesis de la halitosis oral.
[1.3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar la presencia de especies bacterianas que
podrian estar involucradas en la patogénesis de la halitosis oral mediante la técnica de
cultivo. Para ello, se comparara la microbiota oral de pacientes con halitosis con la de

aquellos sin halitosis.

Como objetivo secundario, se tratara de relacionar los resultados obtenidos en nuestro

estudio con los referidos por otras publicaciones en la literatura cientifica.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Se trata de un estudio transversal, de casos (pacientes con halitosis, evidenciado en la
evaluacion organoléptica o en los niveles de gases medidos con OralChroma) y controles

(pacientes sin halitosis).
Poblacion de estudio

Se reclutaron para el estudio pacientes entre 18 y 65 afios, que asistieron a las clinicas

de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid, Espafia.

Antes de la visita, los pacientes rellenaron un cuestionario, que incluia la historia
médica general y dental, asi como los habitos y la auto-percepcion de los diferentes
problemas de la boca (halitosis percibida por él mismo o por otras personas y calificacion de
1= débil a 5=problematico, presencia de boca seca, respiracién bucal, tabaco, frecuencia
diaria de la ingesta de liquidos, consumo de café y alcohol, percepcion de mal sabor de boca,
ingesta de comidas con gran cantidad de ajo, cebolla o especias, presencia de mucosidades
en la boca, tratamiento previo de su mal aliento, tratamientos previos de encias, frecuencia
en la realizacion de limpiezas de boca, técnica de higiene oral y utilizacion de cepillos

interdentales, seda dental, colutorios y limpiador lingual).

Los pacientes fueron evaluados teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusion

y exclusién.
Criterios de inclusion:

e quejas sobre la halitosis extraida de un cuestionario o

¢ halitosis objetivamente comprobada por el clinico.

18



Criterios de exclusion:

una mala higiene oral IP = 50% (indice de placa de boca completa);

presencia de protesis removible y/o lesiones de caries avanzadas y/o otros
factores retentivos de placa;

periodontitis moderada a severa no tratada NIC > 3mm (nivel de insercidn
clinico) y PB >4 mm(profundidad de sondaje) en al menos 3 dientes en cada
cuadrante);

tratamiento periodontal previo (profilaxis, raspado y alisado radicular) en el
altimo mes.

patologia de la mucosa oral o encia queratinizada (gingivitis necrosante, liquen
plano);

enfermedades sistémicas que puedan provocar halitosis (p.e., enfermedades
del tracto respiratorio, diabetes mellitus, trastornos renales, del higado o del
estdbmago);

sindrome de Sjogren;

VIH positivos;

toma de antibi6ticos en las 4 semanas previas;

edéntulos;

fumadores (definido como fumador de mas de 10 cigarros diarios);

embarazadas.

Después de la visita de seleccion, los pacientes que cumplieron los criterios descritos

fueron informados sobre el objetivo del estudio, y se obtuvo un consentimiento informado.
Posteriormente los pacientes fueron citados para la visita del estudio y se explicaron las

instrucciones para la misma.

Visitas del estudio

Como se ha explicado, se realiz6 una visita de seleccion, y en ella se programo la visita

de estudio, para la que se dieron las siguientes instrucciones:Durante las 48 horas previas a

la evaluacion, se les pidio a los sujetos evitar:

comer alimentos que contuvieran ajo, cebolla y especias fuertes,

consumir alcohol,
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e utilizar enjuagues bucales,
Durante la mafiana de evaluacion se les pidi6 a los pacientes:

e abstenerse de tomar cafe,

e no utilizar productos que contengan menta y/o muy perfumados,

e tomar un ligero desayuno, al menos 2 horas antes de la evaluacion,

o cepillarse los dientes sin pasta dentifrica (con agua), para eliminar los depdésitos

de placay restos de comida.

En esta visita se registraron todas las variables clinicas y organolépticas, ademas de

realizarse la toma de muestras microbiolégicas.
Variables respuesta relacionadas con la halitosis: evaluacion organoléptica

La halitosis fue evaluada por mediciones organolépticas’. La metodologia usual en la
préactica clinica diaria para medir el grado de halitosis consistio en que, el operador olfate6 el
aire exhalado por el paciente otorgandole una puntuacién organoléptica. Se utilizé una
escala de 0-5 puntos®. La diferenciacién entre halitosis intrabucal y extrabucal puede

realizarse facilmente comparando el aliento con el aire exhalado por la nariz.

Para la evaluacién organoléptica, se le indicé a los participantes que cerraran la boca
durante 1 minuto, para después solicitarles que exhalaran lentamente aire por su boca (a

una distancia de aproximadamente 10 cm de la nariz del examinador).

Tabla 5.Escala de valores organolépticos (Adaptado de Yaegaki y Coil 2000).

Puntuacion | Categoria Descripcion
0 Ausencia de | El olor no puede determinarse.
halitosis
1 Halitosis El olor se puede determinar aunque el examinador no puede
cuestionable reconocerlo como halitosis.
2 Halitosis leve Se considera gue el olor trascendid el umbral del reconocimiento de
la halitosis.
3 Halitosis La halitosis se detecta de forma definida.
moderada
4 Halitosis fuerte Si bien se detecta una halitosis intensa, ésta puede ser tolerada por
el examinador.
5 Halitosis grave Se detecta una halitosis grave que no puede ser tolerada por el
examinador (el examinador aleja la nariz de forma instintiva).
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Variables respuesta relacionadas con la halitosis: evaluacion con

cromatografia de gases

Se realizd un analisis usando cromatografia de gases mediante OralChroma (Abimedical,
Osaka, Japan). El OralChroma™ es un dispositivo disefiado para medir en forma digital los

niveles moleculares de CVS en la respiracion oral.

Se basa en principios de cromatografia. La cromatografia es una técnica desarrollada
por el bioquimico ruso M. Cvet en 1906 con la finalidad de separar mezclas de liquidos. La
muestra se suspendia en una fase liquida o gaseosa (mdvil) y pasaba por una fase
estacionaria (sélida o liquida) a un flujo constante. Debido a la diferente afinidad con la fase
estacionaria, los componentes de la mezcla cruzaban la columna a diferentes velocidades, y
esto permitia hacer una distincion entre todos los componentes. La mayor o menor
resolucion de la cromatografia dependia de tres factores: tiempo de resolucién, selectividad

y eficacia.

En cromatografia de gases la fase mévil es un gas, por lo general inerte, como helio

argon o nitrogeno.El OralChroma no utiliza un portador de gases.

Puede ser utilizado para detectar las causas del mal olor bucal y/o para controlar el

estado de salud oral.

El aparato detecta los CVS, que son los principales componentes en el mal olor oral.
Estos gases son: sulfuro de hidrogeno (H,S), metil-mercaptano (CH3SH) y sulfuro de dimetilo
(CH53).S midiendo la concentracion de los mismos en unidades de ppb y ng/10 ml. Sélo

requiere 0.5 cl de la muestra y 8 minutos para el andlisis.

Dicho aparato utiliza una columna que esta especificamente disefiada para la deteccion
de los CVS en la halitosis. El dispositivo permite el almacenamiento de 99 muestras
ordenadas por niumeros de manera secuencial. Los datos almacenados en el OralChroma,
pueden ser transferidos a un ordenador, suministrado con un software adecuado, a través

de un cable de serie 0 un cable USB.
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Para el examen, se insertd la mitad de la jeringa plastica de 1 ml en la cavidad bucal y se
le solicité al paciente que sostuviera la jeringa entre los labios y no tocara la punta de la
misma con la lengua ni el paladar. Se esperd un minuto y después se tiré del vastago, se
empujé nuevamente y se tird de él por segunda vez antes de sacar la jeringa de la cavidad
bucal. Para eliminar posibles restos de saliva que pudieran afectar el correcto
funcionamiento del dispositivo, se sec6 la punta de la jeringa con una servilleta de papel, se
inyectod el aire hasta 0.5 ml y se coloc6 la aguja. A continuacién, la muestra se inyect6 en el

puerto de inyeccion del cromatégrafo de gas y en 8 min se proceso.
Variables respuesta demograficas y clinicas

Para ambos grupos, se recogieron las siguientes variables clinicas: edad, sexo, PB, NIC,

IP e IS de la boca completa.

Se midieron las PB en milimetros con una sonda periodontal UNC-15 (Hu—friedy) en 6
localizaciones por cada diente, como la distancia del margen gingival al fondo del surco,
mientras que los NIC representaron la distancia desde la unidon cemento-adamantino al

fondo del surco.

La presencia de placa y sangrado, dentro de los 10 segundos desde el sondaje, fue
evaluada en 6 localizaciones, diente por diente, y se dio un registro por cada sitio
(O=negativo, 1=positivo). Después, los IP elS fueron calculados dividiendo el total de

registros por el nimero total de sitios evaluados.

Ademas, se realizd una evaluacion del estado oral, poniendo un énfasis particular en
factores retentivos de placa, tales como lesiones avanzadas de caries, protesis removible y
en la salud de la mucosa. Los niveles de cobertura lingual fueron evaluados utilizando el

indice de Cobertura lingual de Winkel®®.
Procedimientos microbiologicos: toma de muestras

Se tomaron tres muestras microbioldgicas de tres nichos orales diferentes.

Se tomé una muestra del dorso de las papilas linguales, por delante a las papilas

circunvaladas, mediante un raspador lingual con un bucle estandar™®.

22



Luego fueron transferidas para su andlisis en un vial conteniendo 1.5 ml de medio de
transporte pre-reducido (RTF)*" Otra muestra de saliva no-estimulada fue obtenida tras

pedirle al paciente que escupa en un tubo graduado durante 1 min.

Una tercera muestra fue recogida con 8 puntas de papel (medium, Maillefer, Ballaigues,
Switzerland), 2 por cuadrante. Por cada cuadrante, se selecciond el sitio mas accesible con la
mayor profundidad de sondaje y sangrado; en ausencia de inflamacion, se seleccionaron las
superficies mesiales de los primeros molares. Antes de tomar la muestra, se retir6 toda la
palca y depdsitos supragingivales, los sitios seleccionados fueron aislados de la saliva
aplicando rollos de algodon, posteriormente secados con aire a presion, para evitar la
contaminacion. Las puntas de papel se mantuvieron en el sitio durante 10 seg y después se

transfirieron para su andlisis en un vial con 1.5 ml de RTF.

Todas las muestras fueron transferidas al laboratorio de microbiologia dentro de las 2

horas posteriores a su recogida.
Procedimientos microbioldgicos: cultivo

En el laboratorio, las muestras se homogeneizaron utilizando vortex durante 45
segundos, luego se diluyeron 10 veces en una solucién amortiguadora de buffer de fosfato
sodico (PBS) y a continuacion las aliquotas de 100 ul se plaquearon en dos medios
diferentes: medio de agar sangre (No. 2 of Oxoid; Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra), con
5% de sangre de caballo, y hemina (5 mg/l) y menadiona (1 mg/l)y medio Dentaid-1,

selectivo para A. actinomycetemcomitans®.

Las placas de agar sangre fueron estudiadas después de 7 y 14 dias de incubacion
anaerdébica (80% N,. 10% H,; 10% CO, at 37°C) para la identificacion de P. gingivalis, P.
intermedia/nigrescens, T. forsythia, Campylobacter rectus, F. nucleatum, Parvimonas micra,
Eikenella corrodens y otras colonias predominantes en cultivo, basadas en la morfologia de
la colonia. Se realiz6 el recuento de colonias de cada especie bacteriana, como también del
numero total de colonias en placas representativas (entre 30 y 300 colonias). Las placas de
Dentaid-1, utilizadas para el aislamiento 'y crecimiento selectivo de
A.actinomycetemcomitans fueron incubadas durante 3-5 dias a 37°C en un ambiente rico en

CO, (5% de CO,)*.
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Después de este periodo, las placas fueron cuidadosamente examinadas para
determinar la presencia de A. actinomycetemcomitans. La seleccién de colonias de A.
actinomycetemcomitans, se basé en tres rasgos caracteristicos: la morfologia de las colonias,
la respuesta positiva al test de catalasa y los resultados de una serie de enzimas especificas

(RapID NH system, Innovative Diagnostics Systems, Inc., Decatur, GA — EE.UU).
Analisis de los datos

Todos los registros fueron realizados por un solo examinador, excepto los valores de las
mediciones organolépticas, que fueron comprobados por un segundo examinador, previa
calibracion. Las discrepancias entre ambos se resolvieron a través de discusion y acuerdo
inmediato. Por razones técnicas se perdieron dos muestras, una de la saliva y otra de la

lengua de diferentes pacientes.

La distribucion de casos y controles se hizo en relacion a dos parametros, definiendo
halitosis (casos) como: (1) los pacientes con valores organolépticos de 2 a 5; (2) los pacientes

con niveles de CVS > 200 ppb. El resto de pacientes fueron considerados como controles®,

Primero se hizo una descripcion general de toda la poblacion, mediante parametros de
estadistica descriptiva; posteriormente, se compararon, mediante t test no pareado, las
variables respuesta méas relevantes entre casos y controles, primero segun el criterio
organoléptico al cual por razones préacticas lo denominamos grupo 1 y después segun el

criterio de OralChroma al cual denominamos grupo 2.
Las variables evaluadas y comparadas fueron las siguientes:

e Demogréficas: edad, sexo, consumo de tabaco, nimeros de cigarros al dia, estrés,
alergias, medicaciones y enfermedades sistémicas tales como hipotiroidismo,
hipertension arterial, prolapso de la valvula mitral, artrosis.

e Clinicas: promedio de PB, NIC, IP, IS, recesion, nimero de dientes, indice de winkel
(posterior y total).

e Microbioldgicas: logaritmo de los recuentos totales y de los recuentos de cada
patdgeno periodontal, proporciones promedio de cada especie bacteriana estudiada

y prevalencia (frecuencia de deteccion).
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e Instrumentales: mediante oral chroma la medicion en ppb y ng/ml de CSV totales,
HzS, CH3SH Yy (CH3)28

Como hemos descrito previamente dividiremos a la poblacion en dos grupos, primero
segun el criterio organoléptico, al cual por razones practicas lo denominamos grupo 1, y

después segun el criterio de OralChroma, al cual denominamos grupo 2.

Para el andlisis de los datos clinicos y microbioldgicos se utilizara la prueba de t-test no
pareado para comparar las variables cuantitativas normales. Las diferencias intergrupos se
aceptaran como estadisticamente significativas cuando la p <0.05. Todos los resultados
serédn evaluados a un intervalo de confidencia del 95%. Se utilizard el SPSS software

estadistico para el andlisis.

25



IV. RESULTADOS

DATOS DEMOGRAFICOS

Los datos demograficos se muestran en la tabla 6. En el grupo 1 se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la edad (p=0,031), en pacientes con halitosis
(Hal) en personas entre 47,4+14,8 afios en relacion a pacientes sin halitosis (NHal) con una
edad entre 37,6+ 12,4 afios. En en el grupo 2 no hubo diferencias estadisticamente

significativas en relacion a la edad (p=0,06).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos en

relacion al tabaco, sexo, enfermedades sistémicas, medicaciones, estrés y alergias.

Tabla 6. Datos demogréficos.

Grupo Edad Sexo | Tabaco Na cig./dla *Enf. Medic. Estrés Alergias
sistémicas

1| Hal. 47,4+14,8 15h/ | 7s/24n 0,98+2,30 4s/27n 7s/24n 10s/21n | 7s/24n
(n=31) 16m | (22,6%) | (4,36+3,04) | (12,9%) (22,6%) | (32,3%) | (22,6%)
NHal. 37,6£12,4 3h/ | 5s/5n 1,90+3,11 2s/8n 2s/8n 3s/7n 1s/9n
(n=10) 7m (50%) (3,80£3,56) | (20,0%) (20,0%) | (30,0%) | (10,0%)

2 | Hal. 50,83+10,98 | 8h/ | 0s/12n 010 (0£0) 2s/10n 4s/8n 4s/8n 4s/8n
(n=12) 4m (0%) (16,7%) (33,3%) | (33,3%) | (33,3%)
NHal. 42,39+15,52 | 10h/ | 12s/17n | 1,71%2,85 4s/25n 5s/24n 9s/20n 4s/25n
(n=29) 19m | (41,4%) | (4,13+3,12) | (13,8%) (17,2%) | (31,0%) | (13,8%)

*hipotiroidismo, hipertension arterial, prolapso de la valvula mitral y artrosis. h: hombre; m: mujer; Hal: halitosis; NHal: no

halitosis;cig: cigarros ; Medic: medicacion.

VARIABLES CLINICAS

En la tabla 7 se representan los datos de las variables clinicas. Se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en ambos grupos en los pacientes con Hal en relacion a
controles tanto en el %IP (grupo 1: p=>0,0001 y grupo 2: p=>0,024) como en el %IS (grupo 1:
p=0,02 y grupo 2: p=0,045).
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También la suma total del indice de Winkel mostré ser estadisticamente significativa en
Hal (p=>0,023), a diferencia de la suma del sector posterior del mismo donde hubo s6lo una
ligera tendencia a la significancia (p=0,054) en el grupo 1. En elgrupo 2 no se pudieron

detectar diferencias estadisticamentesignificativas.

En ninguno de los grupos se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
pacientes con Hal respecto a controles en REC (p=0,932; p=0,668), NIC (p=0,244; p=0,186),
PB (p=0,081; p=0,067).

Se observé una diferencia estadisticamente significativa en el grupo 2 de pacientes
NHal en la variable nimero total de dientes presentes (p=0,029) a diferencia del grupo 1

donde no se pudo detectar.

Tabla 7. Datos clinicos.

Grupo indice de Winkel
total posterior | N° de dientes % IP % IS PB REC NIC
1 | Hal. (n=31) 6,90+2,18 | 4,97£1,43 | 25,724 30£10 | 25+12 | 1,84#0,2 | 0,5£0,4 | 2,3£0,5
NHal. (n=10) | 5,30+2,26 | 4,20+1,32 | 27,5+0,7 19+7 14410 | 1,7#0,2 | 0,4£0,6 | 2,1+0,7
t. test 0,023 0,054 0,839 >0,0001 | 0,002 | 0,081 0,932 0,244
2 | Hal. (n=12) 7,172,559 | 517+£1,27 | 24,7+2,8 3413 | 29+12 | 1,9+0,3 | 0,5£0,3 | 2,4#0,4
NHal. (n=29) | 6,24+2,13 | 4,62+1,47 | 26,8+1,6 2419 20+£12 | 1,7+0,2 | 0,2+0,1 | 2,2+0,6
t. test 0,289 0,244 0,029 0,024 | 0,045 | 0,067 0,668 0,186
Total (n=41) 6,51+2,28 | 4,78+1,42 | 26,2+2,2 27+11 | 22412 | 1,840,2 | 0,5+0,4 | 2,2+0,6

%IP: porcentaje de indice de placa; %IS: porcentaje de indice de sangrado; Hal: halitosis; NHal: no halitosis; PB: profundidad

de sondaje;REC: recesion;NIC: nivel de insercion clinico.

DATOS DE ORAL CHROMA

En ambos grupos se observaron diferencias estadisticas significativas en pacientes con
Hal en relacion a controles en los valores totales de CSV (p=>0,0001), CH,SH (p=0,004) ya sea
en ppb como en ng/ml y H,S en ppb (p=>0,0001) y ng/ml (p=>0,001). No se pudieron
detectar diferencias estadisticamente significativas en (CH,).S, si bien el grupo 1 en los
pacientes con Hal mostr6 una ligera tendencia a la significancia (p=0,06). Los datos

explicados se muestran en latabla8y 9.
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Tabla 8. CSV totales en oral chroma.

Grupo CSV totals
ng/ml ppb
1 Hal. (n=31) 4,08+3,35 253,45+215,42
NHal. (n=10) 0,80+0,49 43,50+21,85
t. test >0,0001 >0,0001
2 Hal. (n=12) 6,73+3,46 428,33+£214,77
NHal. (n=29) 1,85+1,74 108,69+112,62
t. test >0,0001 >0,0001
Total (n=41) 3,2813,24 202,24+207,95

Ng/ml: nanogramo por mililitro; ppb: parte por billén; CSV: compuestos sulfuros volatiles; Hal: halitosis; NHal: no halitosis

Tabla 9. CSV evaluados por el oral chroma.

Grupo H,S CH3SH (CH5),S
ng/ml ppb ng/ml ppb ng/ml ppb
1 Hal. 2,18+2,35 159,65+166,18 | 1,27+1,08 67,94+57,12 0,63+0,57 25,87+23,11
(n=31)
NHal. 0,20+0,21 14,80+15,70 0,29+0,16 15,40+8,36 0,32+0,44 13,30+17,76
(n=10)
t. test >0,0001 >0,0001 >0,0001 >0,0001 0,06 0,06
2 Hal. 4,06+2,48 295,00£168,22 | 1,99+1,27 | 105,33%66,94 | 0,68+0,79 28,00£32,21
(n=12)
NHal. 0,71+1,09 53,69+81,01 0,64+0,58 34,34+31,23 0,50+0,42 20,66+17,09
(n=29)
t. test 0,001 >0,0001 0,004 0,004 0,469 0,467
Total (n=41) 1,69+2,21 124,32+157,27 | 1,03+1,03 55,12+54,63 0,55+0,55 22,80+22,39

Ng/ml: nanogramo por mililitro; ppb: parte por billén; CSV: compuestos sulfuros volétiles; Hal: halitosi; NHal: no halitosis;

H,S: sulfuro de hidrégeno; CHsSH: metil mercaptano; CH;),S: sulfuro de dimetilo.

DATOS MICROBIOLOGICOS

Prevalencia (frecuencia de deteccion de patdgenos).

En el grupo 1, en las muestras subgingivales en pacientes con Hal el nimero total de
bacterias fue significativamente més elevado en relacion a los pacientes sin halitosis (NHal),

mostrando diferencias estadisticamente significativas (P=0,039).

Las especies bacterianas cuya presencia mostré diferencias estadisticamente
significativas en pacientes con Hal a diferencia de aquellos NHal fueron P. gingivalis
(p=0,011), P. intermedia (p=0,041), F. nucleatum (p=0,034) y E. corrodens (0,025). En los
restantes microorganismos analizados no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre pacientes con Hal y controles.
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En el grupo 2, en las muestras subgingivales en pacientes con Hal se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en P. gingivalis (P=0,034) en relacion a los
pacientes sin Halitosis (NHal). No se observaron diferencias estadisticamente significativas

en los restantes microorganismos.

En las muestras de dorso de lengua se encontraron diferencias estadisticamente
significativas s6lo en el niUmero total de bacterias en el grupo 1. En el grupo 2F. nucleatum

mostré diferencias estadisticamente significativas en aquellos pacientes con Hal (P=0,007).

En muestras de saliva en el grupo 1, se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en el numero total de bacterias (p=0,036), hecho que no se detecté con

ninguno de los patégenos estudiados.

En el grupo 2, se detectaron diferencias estadisticamente significativas en pacientes con
Hal de P. gingivalis (P=0,02) y una ligera tendencia a la significancia de F. nucleatum

(P=0,076).

Logaritmo total de ufc.

Las muestras subgingivales indicaron diferencias estadisticamente significativas de P.
gingivalis en ambos grupos en pacientes con Hal (grupo 1: p=0,039 y grupo 2: p=0,034). S6lo
en el grupo 1 de Hal se mostraron diferencias estadisticamente significativas de P.
intermedia (p=0,041), F. nucleatum (p=0,034) y E. corrodens (0,025). También se detectaron

diferencias estadisitcamente significativas en el nimero total de patégenos (p=0,039).

Las muestras del dorso de la lengua s6lo mostraron un aumento significativo de F.
nucleatum en el grupo 2 (p=0,007), a diferencia del grupo 1 donde no se manifesté el mismo
resultado.También se encontrd un incremento en el nimero total de patégenos Gnicamente

en el grupo 1 (p=0,036).

En las muestras de saliva, en ambos grupos no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la mayoria de los microorganismos, excepto en el grupo 2

de Hal se observo un un aumento de P. gingivalis (p=0,020).

El grupo 1 mostr6 un incremento en el nimero total de patégenos (p=0,036) a

diferencia del grupo 2.
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Proporciones promedio de los patdgenos.

En nuestro estudio, hubo un aumento significativo de P. gingivalis en los dos gruposen
pacientes con Hal. También se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
grupo 1 de pacientes con Hal de P. intermedia (p=0,041), F. nucleatum (p=0,034), E.

corrodens (P=0,025) e inclusoen el recuento total de patégenos (p=0,039).

En las muestras de dorso de lengua se mostraron diferencias estadisticamente
significativas de F. nucleatum (p=0,007)en el grupo 2 y en elgrupo 1 hubo un incremento en

el nimero total de patégenos (p=0,036).

En saliva, en ninguno de los grupos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la mayoria de las variables estudiadas; s6lo el grupo 1 de pacientes con Hal
gue manifestd un incremento en el nimero total de patdgenos (p=0,036) y el grupo 2 que
detecté un aumento significativo de P. gingivalis (p=0,020) en aquellos con Hal. En las tablas

10-15 se muestran los resultados explicados anteriormente.

Frecuencia de deteccion, log. de Ufc y proporciones promedio de patdgenos.

Tabla 10. Muestras subgingivales.

Grupo Total Aa Pg Pi Pm Fn

Total (n: 41) Sub | 596+£0,66 | 0,19+0,85 | 2,73£2,76 | 3,24%2,36 1,19+¢2,13 | 4,25+0,84

1 Hal. (n=31) Sub | 6,10£0,58 | 0,25+0,97 | 3,29£2,73 | 3,75x2,05 1,12+2,12 | 4,45+0,69

NHal. (n=10) Sub | 552£0,72 | 0,00£0,00 | 0,98+2,11 | 1,65+2,68 | 1,40+2,27 | 3,64+0,99

t.test 0,039 0,161 0,011 0,041 0,728 0,034

2 Hal. (n=12) Sub | 6,11#0,71 | 0,31%1,07 | 4,19+2,67 | 3,95+2,09 | 0,85x1,99 | 4,58+0,79

NHal. (n=29) Sub | 5,90£0,63 0,14+0,75 2,12+2,60 2,94+2,44 1,33+2,21 | 4,11+0,83

t. test 0,375 0,625 0,034 0,193 0,506 0,103

Aa: A. actinomycetemcomitan;Pg: P. gingivalis; Pi: P. intermedia; Pm: P. micra; Fn: F. nucleatum; sub: muestras

subgingivales; Hal: haltiosis; NHal: no halitosis.
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Tabla 11. Muestras subgingivales.

Grupo Cr Ec Tf Capno Eu Otros

Total (n=41) Sub | 0,16+0,73 | 0,46+1,29 | 0,58+1,58 | 0,92+1,65 | 0,00x0,00 | 0,00+0,00

1 Hal. (n=31) Sub | 0,21+0,84 | 0,61+145 | 0,61+1,62 | 1,10+1,75 | 0,00x0,00 | 0,00+0,00

NHal. (n=10) Sub | 0,00£0,00 | 0,00+0,00 | 0,49+1,55 | 0,38+1,21 | 0,00x0,00 | 0,00+0,00

t.test 0,166 0,025 0,834 0,163 ND ND

2 Hal. (n=12) Sub | 055+#1,31 | 0,68+161 | 0,80+1,86 | 0,85+1,55 | 0,00x0,00 | 0,00+0,00

NHal. (n=29) Sub | 0,00£0,00 | 0,38+1,15 | 0,49+148 | 0,95+1,72 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

t. test 0,171 0,567 0,623 0,848 ND ND

Cr: C. rectus; Ec: E. corrodens; Tf: T. forsythia; Capno: Capnocytophaga; Eu: Eubacterium; ; sub: muestras subgingivales;

Hal:haltiosis; NHal:no halitosis

Tabla 12. Muestras de dorso de lengua.

Grupo Total Aa Pg Pi Pm Fn

Total (n=41) Len | 6,24+0,51 | 0,160,70 0,92+1,89 2,63+2,14 0,10+0,60 | 4,41+1,28

1 Hal. (n=31) Len | 6,32+0,49 | 0,20+0,79 1,04+1,99 2,83+2,10 0,12+0,69 | 4,66+1,11

NHal. (n=10) Len | 597051 | 0,00+0,00 | 0,51+1,53 | 1,94+225 | 0,00£0,00 | 3,55+1,50

t.test 0,036 0,162 0,438 0,142 0,325 0,104

2 Hal. (n=12) Len | 6,50+0,60 | 0,25+0,86 | 2,05+2,58 | 3,38+2,25 | 0,00+0,00 | 5,08+0,72

NHal. (n=29) Len | 6,13+0,44 | 0,12+0,64 0,44+1,29 2,30+2,04 0,14+0,72 | 4,12+1,37

t. test 0,076 0,648 0,060 0,168 0,326 0,007

Aa: A. actinomycetemcomitans’ Pg: P. gingivalis; Pi : P. intermedia; Pm: P. micra; Fn: F. nucleatum; len: muestras de dorso de

lengua; Hal: haltiosis; NHal: no halitosis.

Tabla 13. Muestras de dorso de lengua.

Grupo Cr Ec Tf Capno Eu Otros

Total (n=41) Len | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,32+1,14 | 0,00+0,00 | 0,10+0,66

1 Hal. (n=31) Len | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,28+1,09 | 0,00+0,00 | 0,13+0,75

NHal. (n=10) Len | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 5,30+2,26 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

t.test ND ND ND 0,726 ND 0,325

2 Hal. (n=12) Len | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,72+1,69 | 0,00+0,00 | 0,35+1,21

NHal. (n=29) Len | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,15+0,78 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

t. test ND ND ND 0,282 ND 0,339

Cr: C. rectus; Ec: E. corrodens; Tf: T. forsythia; Capno: Capnocytophaga; Eu: Eubacterium; len: muestras dorso de lengua; Hal:

halitosis; NHal: no halitosis.
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Tabla 14. Muestra de saliva.

Grupo Total Aa Pg Pi Pm Fn

Total (n=41) Sal | 7,26%0,59 0,15+0,66 1,45+2,51 3,43+2,77 0,13+0,81 5,55+1,12

1 Hal. (n=31) Sal | 7,36£0,58 | 0,19+0,74 159+2,66 | 3,79+2,74 | 0,17+0,92 5,80+0,66

NHal. (n=10) Sal | 530+2,26 | 0,00£0,00 | 0,96£1,92 | 2,21+2,65 | 0,00£0,00 | 4,66+1,84

t.test 0,036 0,162 0,438 0,142 0,325 0,104

2 Hal. (n=12) Sal | 7,37£0,66 | 0,27£0,93 | 3,23#3,15 | 4,02£3,04 | 0,43+1,48 5,93+0,63

NHal. (n=29) Sal | 7,21+0,56 | 0,10£0,51 | 0,69+£1,74 | 3,18+#2,66 | 0,00+0,00 5,38+1,25

t. test 0,468 0,558 0,020 0,422 0,339 0,076

Aa: A. actinomycetemcomitans;Pg: P. gingivalis; Pi: P. intermedia; Pm: P. micra; Fn: F. nucleatum; sal: muestras de saliva;

Hal: haltiosis; NHal :no halitosis.

Tabla 15. Muestra de saliva.

Grupo Cr Ec Tf Capno Eu Otros

Total (n=41) Sal | 0,00£0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,40+1,43 | 0,00£0,00 | 0,03+0,22

1 Hal. (n=31) Sal | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,52+1,61 | 0,00+0,00 | 0,05+0,25

NHal. (n=10) Sal | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00£0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

t.test ND ND ND 0,084 ND 0,325

2 Hal. (n=12) Sal | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00£0,00 | 0,94+2,19 | 0,00+0,00 0,12+0,

NHal. (n=29) Sal | 0,00+0,00 | 0,00£0,00 | 0,00+0,00 | 0,17+0,91 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

t. test ND ND ND 0,265 ND 0,339

Cr: C. rectus; Ec: E. corrodens; Tf: T. forsythia; Capno: Capnocytophaga; Eu: Eubacterium; sal: muestras de saliva; Hal:

halitosis; NHal: no halitosis.
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V. DISCUSION

La relevancia y complejidad de los hallazgos obtenidos en nuestro estudio radican en la
amplia informacion que se presenta tanto sobre las variables clinicas e instrumentales de la
halitosis oral, como fundamentalmente sobre las variables microbiolégicas de esta entidad

de etiologia bacteriana.

En relacién a la microflora asociada a pacientes con halitosis, hasta la actualidad,
nuestra investigacion es pionera en la evaluacion de tres nichos diferentes de la cavidad
bucal como son: el dorso de la lengua, el fluido gingival y la saliva. Otros autores, en cambio,

33,34

solo analizan muestras de saliva™*" 0, como observamos en la mayoria de los trabajos, la

evaluacion se realizd sélo del dorso de lengua® 37283

, por ser la localizacibn mas
significativa para el alojamiento de los patdgenos. S6lo un menor nimero de grupos de

investigacion estudiaron dos tipos de muestras diferentes®.

La capacidad de formar CSV como H,S y CH3SH por bacterias orales ya comprobada por

algunos autores****

se confirmd en nuestro trabajo, tras obtener un aumento significativo
de P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum en muestras subgingivales de pacientes con
halitosis. Sin embargo nosotros, a diferencia de otros autores, también detectamos E.
corrodens***2,

En cuanto al ndmero total de patdgenos, tambiénse manifesté una diferencia
estadisticamente significativaen pacientes con Hal con respecto a aquellos NHal tanto en
fluido como en saliva. Nuestros resultados en muestras de saliva son similares a los
obtenidos en un estudio realizado en nifios, donde aquellos que presentaron Hal se
caracterizaban por un mayor porcentaje total de recuento viable de microorganismos y
mayores niveles de CSV al compararlos con nifios que no padecian el problema®. Si bien en
ambos estudios se utilizd cultivo, las especies bacterianas encontradas fueron diversas,

pudiendo atribuirse esas diferencia a la edad de los pacientes.

La deteccion de P. gingivalis en nuestra investigacion corrobora la actividad proteolitica
de bacterias periodontales que estan estrechamente relacionadas con este proceso y
coincide con los resultados encontrados por otros autores* que asimismo identificaron P.

intermediay T. forsythia por PCR.
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Estos tres microorganismos favorecieron la produccion de CSV, especificamente el
altimo se correlaciond fuertemente con la presencia de altos niveles de CSV en el aire de la

boca en sujetos con periodontitis®*.

Gran parte de las investigaciones previas sobre la halitosos oral se han centrado en el

estudio de la lengua, ya que se considera una fuente importante del mal olor.

El dorso de la lengua posee una microbiota Unica: alrededor de un tercio de la
poblacion bacteriana se encuentra sélo en la lengua y no en las superficies de otras
localizaciones dentro de la cavidad bucal. La composicién bacteriana de la lengua no esta
aun bien definida y para su caracterizacion se han empleado numerosas técnicas. Dentro de
ellas tenemos desde los métodos convencionales de cultivo microbioldgico hasta las

complejas técnicas que nos ofrece la biologia molecular.

En nuestro estudio, mediante cultivo pudimos detectar diferencias significativas en el
recuento total de patdgenos y s6lo pudimos hallar un incremento de F. nucleatum, a
diferencia de las otras especies estudiadas. A pesar de los resultados observamos diferencias

estadisticamente significativas en el indice de Winkel.

La escasa deteccion de otros patdgenos en las muestras de lengua podria haberse
debido a algunas limitaciones de la técnica como son: las dificultades de crecimiento de
algunas bacterias in vitro, el bajo porcentaje de recuperacion de los microorganismos totales
0 una inadecuada identificacion microbiana, aungue esto Ultimo se intenté evitar mediante

el uso de test bioquimicos y enzimaticos o tinciones de Gram entre otros métodos.

En contraposicion a nuestros resultados, algunos autores si tuvieron éxito en la
deteccion de otros microorganismos utilizando la misma técnica. Por ejemplo, se
encontraron bacilos Gram- y Gram+, cocobacilos Gram- y los géneros mas frecuentemente
detectados fueron Veillonella, Prevotella y fusobacterium®, que coincidieron con los
hallazgos de otro estudio que emple6 técnicas de biologia molecular®’. Otros autores, a
pesar de las limitaciones ya mencionadas, lograron identificar P. gingivalis, P. intermedia, F.
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nucleatum, T. forsythia****yRothia mucilaginosa®.

En un estudio mas actual fallaron al detectar la mayoria de los periodontopatogenos
empleando PCR y sélo tuvieron éxito con T. Denticola y Fusobacteria®.También por RT-PCR

se determind la presencia deT. forsythia P. intermedia/nigrescensyP. gingivalis®.
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Sin embargo, se ha estimado que aproximadamente el 50% de la microflora oral no es
cultivable®, por lo que se requiere de nuevos métodos parala identificacion de patdgenos,
ya que algunas de las especies no cultivables o quizads nuevas especies también podrian
contribuir al desarrollo de la halitosis oral. De hecho, hnumerosos microorganismos han sido
descubiertos por amplificacion de los acidos nucleicos y esas técnicas han duplicado el

numero de especies bacterianas de 400 a 800 especies distintas existentes en la actualidad.

Otros investigadores, mediante métodos de biologia molecular tales como PCR y
posterior secuenciacion del DNA detectaron un mayor recuento total de microorganismos y
asimismo mayor cantidad de CSV en pacientes con halitosis. Observarontambién como

especies predominantes en ambos gruposVeillonella,Actinomyces y Prevotella®’.

Con técnicas de checkerboard hybridization DNA-DNA se produjo un aumento de
algunas especies bacterianas como Prevotella melaninogenica, Veillonella parvula y de
algunos patdgenos periodontales como P. Intermedia/nigrescens, Streptococcus

constellatus, T. Forsythia, P. gingivalis, T. denticola, and P. melaninogenica®.

También con técnicas mas complejas y costosas de biologia molecular como clonacion
se aportaron nuevas especies implicadas en halitosis por diferentes autores. Segin un
estudio realizado en el 2003*, la microbiota hallada fue diversa en pacientes sin halitosis y
con halitosis, y las especies asociadas a esta Ultima fueron: Atopobium parvulum, a
phylotype (clon BS095) de Dialister, Eubacterium sulci, a phylotype (clon DR034)
incultivable de phylum TM7, un phylotype (cloe BW009) de Streptococcus, fusobacterium

periodonticum y Solobacterium moorei.

Mas tarde, otro autor ademas de aportar otras nuevas especies a la halitosis también
encontr6P. pallens® como una de las especies mas prevalentes.De lamisma manera en otro
trabajo se evidenci6S. moorei®**sélo en pacientes con halitosis, no asi en controles,

reforzando la posible teoria especifica propuesta de halitosis.

Algunos estudios sugieren que los sujetos infectados con especies especificas capaces
de producir altos niveles de CSV téxicos para los tejidos, juegan un rol importante en la
patogénesis de condiciones inflamatorias y no debe ser entendida como un problema
estético. Se ha demostrado que la halitosis se asocia a bacterias especificas, por lo que

pueden ser suceptibles a tratamientos antimicrobianos especificos e inespecificos®.
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Los resultados que evaluaron la utilizacion del test Bana en un estudio realizado en el

afio 1994°" no se pudieron confirmar en estudios posteriores®*.
El aumento en la diversidad de especies demostré también que la halitosis es el
resultado de complejas interacciones entre multiples especies bacterianas, corroborando la

etiologia microbiana de la misma.

Otro hallazgo importante fue la existencia de una correlacion entre el incremento de la
microflora oral patogénica y un aumento significativo en los valores de CVS totales, H,S

yCH3SH en pacientes con halitosis. La diferencia no pudo ser detectada con el (CHz),S.

Nuevos estudios son necesarios para mejorar nuestro conocimiento acerca de las posibles
nuevas especies bacterianas involucradas en la halitosis oral y asi identificar diversas

estrategias de diagndstico y tratamiento.
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VI. CONCLUSIONES

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Se observd una diferencia estadisticamente significativadeP. gingivalis, P.
intermedia, F. nucleatum, E. corrodens yen el nimero total de patdgenos en
pacientes con Hal en fluido gingival.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas de P. gingivalis yen el
numero total de patégenos en pacientes con Hal en saliva.

En el dorso de la lengua se detect6 un aumento significativo en elrecuento total de

patégenos y un incremento deF. nucleatum.

DATOS DE ORAL CHROMA

En ambos grupos se observaron diferencias estadisticas significativas en pacientes

con Hal en los valores de CVS totales, H,SyCH.S, a diferencia de (CH,).S.

ASPECTOS CLINICOS

En ambos grupos se detectaron diferencias estadisticamente significativas tanto en
el %IP como en el %IS en pacientes con HAL.
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el indice de Winkel en

pacientes con Hal y en el nUmero total de dientes presentes en pacientes NHal.

PERSPECTIVAS FUTURAS DEL ESTUDIO

Evaluar la presencia de especies bacterianas especificas como solobacterim

+35,36

moorei*>* y prevotella pallens®’involucradas en la patogénesis de la halitosis oral

mediante técnicas de biologia molecular como PCR.
En casos de lograr la identificacion de s. moorei®>*°

RT-PCR.

y p. pallens®’cuantificar mediante

Evaluar la presencia de especies bacterianas no identificadas e incultivables que
podrian estar involucradas en la patogénesis de la halitosis oral mediante
amplificacién por PCR, clonacién y secuenciacién del gen 16S rRNAY,

Reproducir el biofilm del dorso de la lengua mediante modelos in-vitros>.
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