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1. RESUMEN
INTRODUCCION: EI habito de fumar es considerado un factor predisponente
para la instauracion de disbiosis en la microbiota oral seguido de la presencia
de enfermedades odontologicas. En la Facultad de Odontologia de la
Universidad Auténoma de Chihuahua se ha identificado este habito
frecuentemente. Derivado de esto, se planeo la exploracion e identificacion de
los microorganismos orales presentes en la biopelicula dental de pacientes
fumadores sanos, con el fin de evaluar la estrategia terapéutica para las
enfermedades periodontales. A su vez, la microbiota presente en personas
fumadoras sanas proveera informacion para el entendimiento entre los
procesos de simbiosis microbiolégica en la cavidad oral y su relacion con el

estado de salud en pacientes fumadores.

METODOLOGIA: Con apoyo de historia clinica, criterios de inclusion vy
exclusion se seleccionaron 19 pacientes fumadores sanos dentro de la Facultad
de Odontologia de la UACH, se les tom6 una muestra de biopelicula dental con
asas prefabricadas de ligadura metdlica de ortodoncia y esterilizadas
previamente, dichas muestras se sembraron en agar sangre y se incubaron en
condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24 a 48 horas. Las colonias
obtenidas se resembraron hasta tener cultivos axénicos. Los cultivos puros se
caracterizaron macroscopicamente y microscépicamente (tincion de Gram y
prueba de catalasa) y se sometieron a pruebas bioquimicas API 20A y APl 20
STREP, lo cual se introdujeron en la base de datos de la prueba API y arrojaron

género y especie presuntivos de cada microorganismo.

RESULTADOS: Se obtuvieron de las muestras de los 19 pacientes fumadores
sanos periodontalmente, 14 cepas axénicas de las cuales una vez sometidas a
pruebas bioquimicas dio como resultado un total de 10 microorganismos

diferentes de todas las muestras tratadas.

CONCLUSION: La presente investigacion dio como resultado el conocimiento
de microorganismos presente en la biopelicula de pacientes fumadores sanos

periodontalmente, que pudieran tener una accidén antagonista sobre los



patobiontes periodontales, por lo que se mantiene la simbiosis, sin embargo, es

necesario mas investigaciones especificas para confirmar dicha suposicion.



2. ABSTRACT

INTRODUCTION: Smoking is considered a predisposing factor for the
establishment of dysbiosis in the oral microbiota followed by the presence of
dental diseases. At the Faculty of Dentistry of the Autonomous University of
Chihuahua, this habit has been frequently identified. Derived from this, the
exploration and identification of oral microorganisms present in the dental biofilm
of healthy smoking patients is planned, in order to evaluate the therapeutic
strategy for periodontal diseases. At the same time, the microbiota present in
healthy smokers will provide information for the understanding between
microbiological symbiosis processes in the oral cavity and its relationship with

the health status in smoking patients.

METHODOLOGY: With the support of clinical history, inclusion and exclusion
criteria, 19 healthy smoking patients were selected within the Faculty of
Dentistry of the UACH, a sample of dental biofilm was taken with prefabricated
orthodontic metal ligature loops and previously sterilized, said Samples were
plated on blood agar and incubated under microaerophilic conditions at 37°C for
24 to 48 hours. The colonies obtained were reseeded until axenic cultures were
obtained. Pure cultures were characterized macroscopically and microscopically
(Gram stain and catalase test) and subjected to APl 20A and APl 20 STREP
biochemical tests, which were entered into the API test database and obtain

presumptive genus and species of each microorganism.

RESULTS: From the samples of the 19 periodontally healthy smoking patients,
14 axenic strains were obtained, of which once subjected to biochemical tests, a

total of 10 different microorganisms were obtained from all the treated samples.

CONCLUSION: The present research resulted in the knowledge of
microorganisms present in the biofilm of periodontally healthy smoking patients,
which could have an antagonistic action on the periodontal pathobionts, so the
symbiosis is maintained, however, more specific investigations are necessary to

confirm this assumption.



3. INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis, tiene como finalidad identificar los microorganismos
gue se encuentran presentes en la biopelicula dental de los pacientes sanos
periodontalmente que tienen el habito del tabaquismo, en una poblacion
seleccionada de pacientes que se evaluaron dentro de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua, en la clinica de

periodoncia de la misma institucion.

La salud periodontal, se mantiene gracias al equilibrio o simbiosis que se da
entre los microorganismos presentes normalmente en cavidad oral y los
factores del mismo ser humano que puede alterar o producir una disbiosis entre
estos. Refiriéndonos a enfermedades sistémicas, condiciones de la cavidad
oral, higiene, asi como factores externos, donde uno de los que esta ligado
directamente con el desarrollo de las enfermedades periodontales es el

tabaquismo.

El tabaco esta ligado directamente al desarrollo de las enfermedades
periodontales, debido a que sus componentes y el calor generado al inhalar el
humo dentro de la cavidad oral, genera modificaciones a nivel de la
microvasculatura de la misma, asi como del sistema inmunoldgico presente en
la saliva y el liquido crevicular, lo que limita la capacidad de mantener la
microbiota oral en equilibrio con la salud periodontal. Estas modificaciones
permiten a los microorganismos interaccionar entre ellos, para generar enlaces
y proliferar de manera mas compleja y especifica llegando al punto de degradar
los tejidos basicos del periodonto y producir las diferentes enfermedades en el
mismo. Sin embargo, a pesar de esto, en la practica clinica del profesional de la
salud se presentan pacientes qué teniendo este factor de riesgo a desarrollar
enfermedades periodontales, se encuentran en completa salud periodontal. El
conocer a nivel microbiologico la composicion de la biopelicula dental de dichos
pacientes, nos permite pensar en desarrollar otro tipo de terapéuticas para
atacar a niveles mas especificos la etiologia de dichas enfermedades. Es aqui
donde radica la importancia de esta investigacion, con el fin de aportar

-



resultados que puedan encaminar a la mejor comprension del microbioma oral
con sus interacciones y a favor de atacar las enfermedades periodontales o

mantener el estado de salud de los pacientes.



4. MARCO TEORICO

4.1. El periodonto

Los odrganos dentales estan inmersos dentro de alveolos en mandibula y
maxilar, por medio de un conjunto de tejidos especificos como lo son el
cemento radicular, el cual cubre las raices de los mismos y se une por medio de
ligamento periodontal al hueso alveolar en cavidades formadas para recibir a
dicha parte de los dientes confiriendo soporte y estabilidad; estos tejidos a sus
vez se encuentran cubiertos por tejido gingival y mucosa oral, los cuales
brindan proteccion y la primera barrera de proteccion a los dientes 2. A este
sistema compuesto por todos estos tejidos se le conoce como periodonto y esta
el encargado de brindar estabilidad, soporte, nutricién y defensa a los érganos
dentales, es aqui donde radica su importancia, debido a su complejidad en
composicion es un sistema de soporte que si no se encuentra en estado de
salud, puede desencadenar varios problemas o situaciones desfavorables para

los dientes y la cavidad oral en general® @,

El estudio de este sistema de anclaje se ha intensificado desde inicios de los
afios 90's®, describiendo la arquitectura del periodonto, estableciéndose los
diferentes tipos de encias, la adaptacion de los tejido periodontales y su
correlacion e interaccion entre ellos®. Algo de suma importancia es la
capacidad de reparacion y cicatrizacion que confieren las células tan diversas
gue se encuentran en los tejidos periodontales, siendo en esencia fibroblastos
gue producen tejido conectivo, que a su vez se encuentra tanto en el ligamento
periodontal; encia, cubierta por epitelio plano estratificado; y hueso alveolar® ©.
Estos tejidos a su vez tiene funciones especificas como linea de defensa y
barrera fisica para la invasion de microorganismos capaces de degradar los
tejidos periodontales, por medio de células de defensas que se encuentran en
el liguido crevicular presente en el surco gingival, las cuales buscan mantener

un control o simbiosis para preservar la salud periodontal de los tejidos(.



La disposiciébn o arquitectura de los tejidos periodontales se observa mas
claramente en la Figura 1, asi como la interconexion dada entre sus diferentes

componentes®,

Epitelio del Surco 1

Surco Gingival 2

s Epitelio Oral 3
Epitelio de Unién 4

Unién Cemento-Esmalte 5§

Tejido Conectivo Supra-alveolar 6

Dentina 7/

Ligamento Periodontal 8

Cemento 9

Hueso Alveolar 10

Figura 1. (Modificada de Budeneli 2020) ©. Arquitectura y ubicacion de los
tejidos que conforman el periodonto conforme a los dentales; 1. Epitelio del
surco; 2. Surco gingival; 3. Epitelio oral; 4. Epitelio de unién; 5. Unidén cemento-
esmalte; 6. Tejido conectivo supra-alveolar; 7. Dentina; 8. Ligamento

periodontal; 9. Cemento; 10. Hueso alveolar.
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4.2. Encia

La encia es meramente tejido conectivo denso, el cual esta cubierto por un
epitelio plano estratificado paraqueratinizado® ® 9. Dicho tejido conectivo esta
constituido por abundantes fibras de colageno y embebido en una matriz
extracelular, este tejido recubre todos los Organos dentales y/o rebordes
edéntulos, a nivel de la unién cemento esmalte*V). La funciéon de la encia es
actuar como barrera fisica del hueso alveolar, asi como de los tejidos
subcrestales, proveyendo de un sello epitelial, ademas de conferir cierta

estabilidad a los mismos dientes®?.

El tejido gingival puede dividirse en encia insertada y encia libre, siendo esta
ultima el surco gingival que conforma el margen gingival, el cual posee
generalmente una profundidad de 1.5 mm y contornea todas las coronas
dentales y la encia insertada, que es la unién del tejido gingival al tejido éseo,
esta se encuentra cubierta por queratina, lo que confiere proteccién vy
resistencia a la encia adherida al periostio, siendo una de las diferencias mas
notorias entre la mucosa oral y la encia®®*1, La encia en condiciones de salud
periodontal presenta color “rosa coral” o “rosa salmén” con puntilleo de “cascara

de naranja”’, y esta delimitada por la linea mucogingival, en sentido apical

siendo la transicién de encia a mucosa oral®8 17,
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En una vista microscépica, el epitelio oral  recubre el tejido conectivo de la

encia en su totalidad, unidos por hemidesmosomas y presentando la siguiente

configuracion anatomica: la capa basal, considerada como germinativa, de

donde migran los queratinocitos en el remodelado epitelial hacia la superficie

externa®®, estas células requieren de aproximadamente 30 dias para migrar

hacia el estrato corneo y poder exfoliarse*®, el epitelio oral gingival se

encuentra dispuesto en crestas epiteliales, en este mismo estan presentes

células de Langerhans, las cuales confieren un rol inmunoldgico en la estructura

gingival®. Inmediato al estrato basal hacia el exterior, se encuentra el estrato

espinoso, constituido principalmente por prolongaciones celulares, dicha capa

posee la funcion de puente entre el estrato basal y las capas externas del

epitelio, continuandose por el estrato corneo, donde se deposita la queratina

como medio de proteccién y barrera primaria de defensa @Y, en la Figura 2

puede observarse la estratificacion de dichas capas del epitelio gingival@®?.
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Figura 2 (Modificada Edmans 2020) ©2. Imagen histoldgica (lado izquierdo)

del epitelio oral; esquematizacion (lado derecho) de los estratos que conforman

el epitelio y componentes de la lamina propia o tejido conectivo
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4.3. Cemento

Este tejido periodontal es considerado debido a su composicion, un tejido
conectivo mineralizado, el cual es depositado y recubre las raices dentales,
confiriendo una interfaz entre la dentina radicular y el hueso alveolar,
permitiendo la insercién del ligamento periodontal entre ellos?®. El cemento se
encuentra compuesto por tejido conectivo avascular y duro, del cual 50% son

minerales y 50% es matriz organica (90% colageno tipo 1)@,

Se conocen hasta 5 tipos diferentes de cemento radicular que se clasifican,
dependiendo si existen cementocitos o no en él, y las fibras existentes, siendo
extrinsecas correspondientes a la seccidbn donde se insertan las fibras de

Sharpey o intrinsecas, que corresponden a las del cemento tal cual:

1. Cemento acelular de fibras extrinsecas: ubicado en tercio cervical hasta dos
tercios apical de la superficie de la raiz, de lento desarrollo y llamado acelular
debido a que sus células se mantienen en la superficie Unicamente, con un
grado de mineralizacion de 40-60%, tiene gran importancia debido a la alta

cantidad de fibras de Sharpey que se insertan en él@> 29),

2. Cemento celular de fibras intrinsecas: distribuido en la zona media de la raiz
hasta el tercio apical y en bifurcaciones radiculares, producido en fracturas y
reabsorciones radiculares como un tejido cicatrizal, el colageno producido por
los cementoblastos y estos mismos, quedan atrapados en la matriz que

producen dando la apariencia caracteristica®®).

3. Cemento Célular Mixto Estratificado: presente en la zonas interradiculares o
apicales, practicamente en su estructura presenta un entramado de fibras

extrinseca asi como intrinsecas, y es de aqui donde proviene su nombre@>-27),

4.Cemento Afibrilar Acelular: es practicamente una matriz mineralizada con
ausencia tanto de células propias del cemento y de fibras, esta ubicado en la
zona cervical de la raiz del diente, es un tejido que actualmente no esta bien
descrito su origen ni funcion, sin embargo, es muy similar al cemento acelular

de fibras extrinsecas®® 26 28),
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5.Cemento intermedio: Este tipo de cemento, a sido confuso en histologia y
ubicacion, debido a que puede considerarse como su nombre lo dice,
intermedio entre los demas tipos, de igual manera que el cemento afibrilar

acelular, no se tiene clara su funcién dentro del periodonto®®),

Ademas de la composicion colagénica del cemento, presenta otro tipo de
proteinas con funciones relevantes, como lo son las sialoproteina vy
osteopontina que tienen su accién al momento de la mineralizacion, permitiendo
gue la hidroxiapatita pueda enlazarse con las fibras de colageno®), y en
contraparte los proteoglicanos, que se ha descrito que tienen la funcion de
inhibir esta mineralizacion, con estos procesos existe un equilibrio entre la
matriz organica e inorganica lo cual permite una correcta funcion y formacién
del cemento radicular®). La representacion de los tipos de cemento asi como

su arquitectura se encuentran representadas en la Figura 36 29),
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Figura 3 (Modificada de Dean 2018) @9, Ubicacién e imagen histolégica del

cemento acelular (ac) y cemento celular (cc).

14



4.4. Ligamento periodontal

Principalmente compuesto por tejido conectivo blando y especializado, que se
ubica entre el cemento radicular de los dientes y el hueso alveolar propiamente
dicho, jugando un papel de intermediario para la insercion de los érganos
dentales en el alveolo®. Presenta una ancho de 0.15 a 0.38mm; ademas de ser
un medio de insercion representa funciones de defensa, sensitivas,

nutricionales y de reparacion o regeneracion para el periodonto @,
El ligamento periodontal, presenta los siguientes tipos de células:

1. Fibroblastos: Principal componente del ligamento periodontal, los fibroblastos
del ligamento periodontal se caracterizan por su gran tamafo y pronta
renovacion, ademas de un citoesqueleto bien desarrollado, presentando
uniones adherentes y comunicantes constantemente, y se encuentran a lo largo

de las fibras del ligamento periodontal®).

2. Células epiteliales: Estas células son conocidos como restos de Malassez,
los cuales son vestigios de la vaina de Hertwig, dada durante la formacion
embrionaria radicular, este tipo de células no esta claro, sin embargo, se cree
que tienen influencia en el proceso regenerativo y reparativo del ligamento
periodontal; en contraparte, son causantes de algunas patologias,

principalmente quistes® 30,

3. Células mesenquimales indiferenciadas: también conocidas como células
progenitoras, las cuales tienen una funcion indispensable en el ligamento para
el proceso de renovacién, y mas adn en regeneracion y reparacion del

ligamento debido a su potencial de diferenciacion®t 32)

4. Fibras de colageno: Los tipos de colageno que predominan en el ligamento
periodontal son el tipo I, Il y Xll, la disposicion de las fibras es en haces y
compactandose unas sobre otras, dando una forma tubular, juegan un papel

fundamental en la insercién del cemento radicular hacia el hueso alveolar®?,

15



4.5. Hueso alveolar

El proceso alveolar o hueso alveolar, presente en la mandibula y el maxilar,
representa las cavidades o alvéolos destinados a los oOrganos dentales,
compuesto por corticales externas de hueso compacto, hueso esponjoso y el
hueso que recubre el alveolo (hueso alveolar). Hablando de hueso cortical y el
hueso alveolar estan ubicados en la cresta alveolar, el hueso que recubre el
alveolo también es llamado hueso propiamente dicho, fasciculado o bundle
bone®9). Las placas corticales estan conformadas por capas de laminillas de
hueso delgadas en el maxilar y de mayor espesor en la mandibula. El hueso
esponjoso o trabecular, ocupa la parte central del proceso y una de sus
caracteristicas mas relevantes que le confiere gran importancia es que a través
de él se desarrolla el sistema Haversiano entre las trabéculas, lo cual da la
irrigacion al ligamento periodontal y al diente en si; en este mismo esta presenta

la médula amarilla (adipocitos) y la médula roja (hematopoyética) @0 34),

4.6. Salud periodontal

La Organizaciéon Mundial de la Salud, define el término de salud, como “el
completo estado de bienestar, tanto fisico, mental y social y no solo la ausencia
de enfermedad®®); con base en este concepto, dentro de la nueva clasificacion
de enfermedades periodontales, se establece una definicion y parametros

referentes a la salud periodontal®®),

Lang & Bartold, establecen la salud periodontal en diferentes ambitos y tipos de
periodonto: 1)salud pristina, cuando existe una estructura periodontal completa
y ausente de inflamacion histolégicamente hablando; 2)salud periodontal
clinica, con ausencia o minima inflamacion; 3) estabilidad de la enfermedad
periodontal, en donde puede existir un periodonto reducido y aun asi tener
salud periodontal controlando factores desencadenantes; y 4) enfermedad

periodontal en remisién, en donde el tratamiento periodontal dio resultando, sin

16



embargo, deja un periodonto reducido a causa del padecimiento que a este
nivel esta controlado®®),

En estado de salud periodontal, es normal encontrar infiltrado inflamatorio, no
existe periodonto sano que tenga ausencia de este proceso en la zona de surco
gingival. Por lo que se reconoce que no puede existir la salud pristina®8 37). Sin
embargo, el infiltrado inflamatorio en salud, no corresponden a la inflamacién
gingival como tal, la cual puede deberse a factores locales, sistémicos y puede
desencadenar enfermedades periodontales y peri implantares a diferentes

escalas®®.

Los factores que interactian entre ellos y permiten una simbiosis dando como

consecuencia salud periodontal, los podemos dividir en 3 grupos®?:
1. Microbiolégico: composiciéon de la biopelicula supra e infragingival.

2. Del huésped: dentro de esta misma existe una subdivision; factores
predisponentes locales (Bolsas periodontales, restauraciones dentales,
anatomia radicular y apifiamiento y posicion dental), ademas de factores
modificadores sistémicos (respuesta inmune del paciente, salud sistémica y

genética el tabaquismo, medicamentos, estrés y estado nutricional)“?.

3. Medio ambiente: podemos mencionar la calidad de la saliva, pH, higiene del

paciente, uso de aditamentos, pastas dentales, enjuagues dentales, entre otros

(36, 41) _

Tonetti®® en el 2015, establece que la higiene oral es un pilar para mantener un
estado de salud periodontal, siendo una combinacion tanto de las técnicas de
higiene oral personal y profesionales regulares®. Para que se desarrollen las
enfermedades periodontales, el factor clave es la biopelicula dental, donde se
encuentra un microbioma oral que puede proliferar y madurar si no se controla
con ayuda de higiene, o si existen factores modificantes como enfermedades
sistémicas, habitos alimenticios del paciente, o el tabaquismo, sin dejar de ser

indispensable la composicion bacteriana y el desarrollo de estas mismas, y
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girando alrededor varios factores que pueden mantener en simbiosis o producir
modificaciones que den pie a la enfermedad®5: 44,

La salud periodontal puede presentarse en un periodonto intacto o en un
periodonto reducido, lo importante es evaluar los parametros clinicos que nos

dictan esta condicion, los cuales se enlistas a continuacion®©®.

1. Sangrado al sondeo: Debe entenderse como el sangrado en los tejidos

marginales gingivales al introducir una sonda con niveles de presion, en
el mismo surco gingival. Si un tejido gingival sangra a una presion ligera
controlada, estamos hablando de aumento significativo de infiltrado
celular y reducido en cantidad de colageno, lo que sugiere una etapa
inicial de gingivitis©® 49 |

2. Profundidad al sondeo: Si bien, pudiera obviarse la idea de que una

bolsa poco profunda constituye una caracteristica de la salud periodontal,
y una profundidad de bolsa mayor a 4mm ser parte de enfermedad
periodontal, hay evidencia que demuestra que no necesariamente
depende de esto.“% 47 Es importante recordar que después de un
tratamiento periodontal exitoso, pueden quedar secuelas que repercuten
en el nivel de insercién, profundidad de sondeo y nivel de la cresta 6sea,
por lo tanto, por si solos no son determinantes de si existe 0 no salud
periodontal, deben considerarse como Unicamente un parametro mas
para llegar al diagndstico®® 49,

3. Caracteristicas radiograficas: Representa un componente critico para

determinar la salud periodontal, las caracteristicas que la componen son,
una lamina dura intacta, areas de bifurcaciones sin perdida 6sea, un
factor importante es la distancia entre la parte mas coronal de la cresta
0sea hacia la union cemento esmalte, esta ultima puede considerarse en
estado de salud entre 1.0 a 3.0mm de distancia, sin embargo, es
importante considerar que factores como la edad, desgastes, posicion

dental o periodontos reducidos, pueden alterar dicho parametro @6 49,
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4. Movilidad dental: Se ha establecido que la movilidad en un érgano dental

sano, en comparacion a una movilidad patologica, es de hasta 0.2mm en
salud periodontal, dicho parametro fue establecido por Nyman desde
1994659, Ademas, en o6rganos dentarios sin inflamacién periodontal, se
tienen dos factores histologicos para establecer dicha movilidad: la altura
del soporte periodontal y la anchura del ligamento periodontal; estos dos
parametros permiten diagnosticar en estado de salud periodontal si
existe un ensanchamiento del ligamento por trauma oclusal leve, y la
altura de los tejido periodontales si estan dafiadas por una enfermedad

periodontal o algin otro factor local 8,

Si bien existe evidencia que respalda cada uno de los parametros clinicos a
considerar en salud periodontal, es importante recalcar que no puede basarse
el diagndstico en uno solo de los ya mencionados, pues hay factores que
pueden modificar cada uno de ellos, y debe tenerse conocimiento que la salud
periodontal es el conjunto de varios parametros analizados, no Unicamente

alguno de ellos asilado ©9).

4.7. Enfermedades periodontales, parametros generales

Las enfermedades periodontales, son definidas, como padecimientos causados
por el desarrollo y maduracion de la biopelicula dental y consecutivamente la
proliferacion de patobiontes que desarrollan una respuesta inflamatoria celular y
produccion de mediadores y enzimas, como las metaloproteinasas, que
concluyen en la pérdida de tejidos periodontales por la lisis del colageno
presente en ellos, esto en diferentes grados®Y Podemos hablar desde
gingivitis,  periodontitis  hasta  peri-implantitis causados por estos
microorganismos presentes en la biopelicula dental, cuando proliferan
patolégicamente®> 53, La manera en que se desarrolla la enfermedad

periodontal, es por una disbiosis o desequilibrio a nivel microbiol6gico, en
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conjunto con los factores modificadores del huésped y del medio ambiente, que
pueden alterar estas interacciones en pro o en contra de las mismas, algunos

factores importantes son los habitos alimenticios y el tabaquismo©8 53,

En medio de toda la complejidad que abarca el comprender las patologias
periodontales, se establecieron principios con base en la evidencia que
respalda al microbioma oral como factor principal para desarrollo de las
enfermedades periodontales; el primero de estos, establece que las bacterias
son esenciales para provocar la destruccion de los tejidos periodontales, esto lo
demostré6 Hajishengallis en 2011 al realizar estudios experimentales en
animales libres de biopelicula que no produjeron destruccion del tejido éseo®.
El segundo principio habla sobre los factores ambientales o terapéuticos que
modifican la estructura o la estabilidad de la biopelicula y el microbioma
periodontal que se altera en el transcurso de la gingivitis y la enfermedad
periodontal, asi como evitan el inicio de las enfermedades periodontales®. Por
altimo, la tercera conclusion, menciona que la biopelicula dental en un estado
de disbiosis, es causante de la enfermedad periodontal, pero mas alla de hacer
el dafio directamente, lo provocan los proceso inflamatorios e inmunitarios del

mismo huésped que se desencadenan hacia los patobiontes®6-58),

Si bien, los principios ya establecidos nos ayudan a comprender que el
microbioma oral es causante directo de las enfermedades periodontales, no
deja de existir controversia, debido a que intervienen factores externos como la
higiene, genéticos, residencia, alimentacion, tabaquismo, entre otro mas, y
estos factores pueden modificar el transcurso de la enfermedad, incluso
algunos detenerla en cierta medida sin ningun sentido, es por esto que la
terapia periodontal va encaminada a comprender como influyen estos factores y
en gué medida los microorganismos pueden jugar a favor o en contra del

desarrollo de las enfermedades periodontales®8 59,

El microbioma oral se encuentra compuesto por un gran numero de
microorganismos, se han encontrado hasta 800 tipos de especies en el ser

humano,®) en estas colonias se encuentras bacterias aerobias (crecen en
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presencia del oxigeno), anaerobias (proliferan en ausencia del oxigeno) o
facultativas (capacidad de crecer con o sin oxigeno en el medio), y ademas
tienen la capacidad de coagregarse y coadyuvarse entre una especie y otra,
hasta llegar a la colonizacibn de los microorganismos periodontalmente
patégenos, como lo establecidé Socransky desde 1998, donde se estratifican los
principales microorganismos desde la colonizacion primaria, hasta los
patobiontes causantes de la enfermedad, microorganismos del complejo rojo
(Figura 4)®6% 62),

Actinomyces
species

V. parvula
A. oc!t,):tolytlcus
S. mitis
S. oralis
S. sanguis C. rectus

C. gracilis

Streptococcus sp.
S. gordonii

_ ] : T. forsythia
S. intermedius S constellatus ’ E-nodatum gy de"t}",‘t"”a

P. gingivalis

E. corrodens
C. gingivalis C. showae
C. sputigena

C. ochracea

f_‘ 23{,’,‘,’{,?‘? A. actino. b S. noxia

Figura 46 62 Representacion de la piramide de Socransky. Complejo amarillo
(colonizadores primarios), complejo azul (colonizadores primarios-
coagregacion), complejo violeta (colonizadores secundarios), complejo verde
(maduracién), complejo naranja (microorganismos puente) y complejo rojo

(patobiontes periodontales).
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La biopelicula subgingival es donde se albergan los patobiontes periodontales,
tanto en etapas de salud como en enfermedad®®, dentro de los
microorganismos presente en la misma podemos encontrar variosS cocos Yy
bacilos Gram positivos como Actinomyces spp, y Streptococcus spp dichas
bacterias se encontraron tanto en pacientes sanos como enfermos®; sin
embargo, existen microorganismos no tan frecuentemente como
Capnocytophaga spp, Fusobacterium nucleatum, Veionella parvula vy
Porphyromonas gingivalis, que son patdgenos que se creian aislados de la
enfermedad periodontal®® 63 64 Es aqui la controversia y los resultados
actuales de estudios méas desarrollados, que nos llevan al punto clave de
comprender que el microbioma oral es extensamente amplio, constituido por
diferentes microorganismos tanto presentes en salud como en enfermedad,
debe existir una disbiosis entre el ambiente para que lleguen al punto de
quiebre entre salud y enfermedad, aunado a que existen diferentes taxones y la
correlacion entre los mismos juega un papel importante en la comprension de

las patologias periodontales®®.

Hablando de los microorganismos en la gingivitis, los estudios microbiolégicos
realizados demuestran que ante la ausencia de higiene oral y por consiguiente
el acumulo de biopelicula, después de la congregaciébn y crecimiento sin
perturbacién de microorganismos bacilos, filamentos y espiroquetas durante 2 a
3 semanas se correlacionan directamente con la inflamacion clinica de la encia
%) dichas afirmaciones son comprobadas con estudios por medio de
secuenciacion del gen 16s rRNA®®, el cual nos ayuda a una identificacién
flogenética, debido a su estabilidad y por consiguiente poder diferenciar
bacterias®’), asi como hallazgos importantes como la relacién de la presencia
de Prevotellas y Selomonas directamente con la inflamacion de la encia;®®
Ademas otros estudios han encontrado en mismas condiciones y metodologia
gue Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas spp y Tannerella spp, no se
encuentran relacionadas directamente con la inflamacion gingival, pero si hay
un aumento significativo en cantidad a partir de los 21 dias del acumulo de

biopelicula®®).
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La periodontitis viene acompafiada de una diversificacion y maduracion de
biopelicula en comparacion con la gingivitis, en su mayoria microorganismos
Gram negativos los cuales se vuelven mas resistentes, pues sobreviven en
medio sin oxigeno y es mas complejo controlar su proliferacion o erradicarlos,
agui es donde se encuentran en mayor medida los microorganismos del
complejo rojo, la Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella
forsythia®® 6b, al existir mayor diversidad en las colonias de microorganismos
de biopelicula dental subgingival, existe un aporte nutricional en cadena, donde
los microorganismos primarios permiten coagregarse a los demas
microorganismos que van colonizando la biopelicula, ademas de nutrirse por el
liquido crevicular, metabolitos de los primeros colonizadores, en algunos casos,
como la Porphyromonas gingivales, por fluidos sanguineos producidos por la
inflamacién gingival, y en esa secuencia permite estructurar una biopelicula
mucho mas diversa y entre los microorganismos, ecolégicamente favorable®?,
Se desconoce el papel que juega estos microorganismos en concentraciones
bajas en salud, sin embargo, esta demostrado que lo que lleva a la periodontitis
es el aumento de estos microorganismos patégenos, asi como
microorganismos centrales o puente como es el Fusobacterium nucleatum,
el cual esta presente en concentraciones muy similares en los dos estados ©*
O:entrando en este enfoque se encontrdé evidencia de que estos
microorganismos centrales crecen un 25% dentro de biopelicula y la carga de
los patégenos clave en la periodontitis de un 5% en salud periodontal, puede
aumentar hasta un 50% dentro de la biomasa componente en estado de

enfermedad 8 7D,

En la revision realizada por Trombelli 49, se estipula la facilidad en que es
visible una inflamacioén gingival, mas el diagnosticar un “sitio de inflamacién” a la
“gingivitis” es mas complejo para ello se hablan de varios parametros para
poder discernir de estas dos entidades o entre las enfermedades

periodontales®® 72,
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Marcadores microbioldgicos: Uno de los mas importantes factores para

cualquier enfermedad periodontal, son los microorganismos, los cuales
desde la década de 1960 se encontré como factor etiolégico para la
periodontitis hasta la década de 1970 donde se confirman dichos
resultados (0 7375 Existen estudios que identificaron 166 especies
relacionadas con la gingivitis, entre ellos anaerobios Gram positivos
(Actinomyces viscosus, Parvimonas micra (anteriormente Micromonas y
Peptostreptococcus micros), facultativos Gram positivos (Streptococcus
spp) Yy anaerobios Gram positivos (Campylobacter gracilis,

Fusobacterium) @),

Volumen del liquido crevicular: Varios estudios demuestran que existe

una correlacion marcada en la gingivitis con el aumento del liquido
crevicular y mas evidente auin con el sangrado del tejido gingival “6 ),

indice gingival: Este término se basa en la combinacién de la

exploracion clinica y el estimulo mecanico al realizar el sondeo de los
tejidos periodontales; en el cual se introduce de 1 a 2 mm la sonda
periodontales a un angulo de 45°, y se da una puntuacion maxima de 4
puntos, en la siguiente escala: 0= no existe inflamacion, 1l=Leve
inflamacion y cambio de color y textura, 2= inflamacion moderada con
enrojecimiento, edema e hipertrofia, 3= inflamacion severa en conjunto

con eritema marcado, hipertrofia, ulceracion y sangrado espontaneo.“®

7).,

Sangrado gingival: Este signo clinico fue introducido en las

enfermedades periodontales desde 1958, mencionado en una
investigacion por Mihlemann(®. En numerosos estudios se ha
encontrado que el sangrado gingival, principalmente al sondeo esta
presente en la mayoria de los casos, inclusive relacionado en
comparativas de muestras histologicas de tejidos periodontales

inflamados siendo un resultado positivo en conjunto con el sangrado
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gingival ™ 89 Se ha encontrado una estrecha relaciéon entre el sangrado
al sondeo y la gingivitis siendo esta de un 85.4% de los casos @Y,

e Marcadores genéticos: Datos especificos sugieren la susceptibilidad a

la gingivitis por controles en cuestion de genética. Una investigacion
realizada por Michalowicz en 1991 menciona que aun con antecedentes
de este tipo, actualmente existen pocos estudios que establezcan mas
claramente la relacion de le genética con la susceptibilidad a la gingivitis,
sin embargo, se han dado resultados estadisticamente y clinicamente

significativos sobre las variaciones genéticas y la gingivitis €2 83,

Los parametros clinicos mencionados en conjunto con las observaciones vy
signos clinicos claramente visibles, nos pueden dar la pauta para llegar a un
diagnostico acertado de gingivitis o periodontitis, no solamente un sitio de
inflamacién que puede estar presente aun en salud periodontal, es importante
recalcar que a pesar de todos los factores son de impacto para el desarrollo de
la enfermedad, el factor microbiolégico es uno que siempre esta presente y

constante en cada uno de los estudios analizados @4 .
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4.8. Analisis microbioldgico y su relacion con la salud periodontal

Dentro de la cavidad oral se encuentran un gran numero de especies de
microorganismos. los cuales estan en una relacion simbiotica (benéfica para el
huésped y los microorganismos) con el huésped. Sin embargo, si se modifica el
namero y cantidad de microorganismos se altera el equilibrio de esta relacion
simbidtica y se producen patologias orales como la caries y enfermedades
periodontales (gingivitis y periodontitis) 6. Los principales investigadores que
se enfocaron en realizar analisis microbioldgicos en el &rea de periodoncia
fueron Socransky desde 1998 1 y Jhonson en 2016 y nos brindaron
informacion indispensable para comprender los conceptos y el proceso de la
periodontitis como hoy en dia se aborda, por medio de analisis microbiolégico y
ADN de la biopelicula oral, dando como hallazgos importantes la agrupacion de
los patobiontes en complejos por colores, donde el complejo rojo representa los
microorganismos causantes de la enfermedad periodontal, esta clasificacion fue
con base al proceso de formacién de biopelicula desde etapas muy tempranas,
hasta el desarrollo de la enfermedad, observando la comunicacion vy

coagregacion que los microorganismos eran capaz de desarrollar entre ellos 6%

63).

Como se ha mencionado con anterioridad, existe un microbioma periodontal
gue desencadena la enfermedad, dentro de este se encuentran bacterias como
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans, los cuales son
Gram negativo; y algunos Gram positivo como Streptococcus sanguis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii, Yy
Actinomyces odontolyticus; (63) Sin embargo, la carga bacteriana de biopelicula
periodontal, puede verse modificada por factores modificadores del huésped,
como lo es el tabaquismo, produciendo una disbiosis y desencadenando la
enfermedad periodontal por medio de la liberacion de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP), una inflamacion gingival y sangrado,

proporcionando un entorno idéneo para el desarrollo los patobiontes(85).
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Si bien existen una gran variedad de estudios que analizan el microbioma oral
con diferentes variantes, asi como factores que influyen en su composicion, es
importante conocer las pruebas microbiolégicas que permiten obtener dichos
resultados, para comprender la evidencia actual. Krishnan en 2017 @9 realizd
una revision sistematica de investigaciones donde abordaban el microbioma
oral tanto en salud como en enfermedad, asi las técnicas mas comunmente
utilizadas para realizarlo, en dicho estudio, se ha demostrado que el 31% de los
taxones orales no es posible aislarlos en cultivos bacterianos in vitro, lo cual
lleva a pruebas de mayor complejidad, especificas y costosas como lo son
secuenciacion de ADN, pruebas bioquimicas o aislado de microorganismos en

medio especificos para los mismos @6 87),

Esta claro el papel que juegan los microorganismos sobre la enfermedad
periodontal, sin embargo, de igual manera existen factores ambientales y del
huésped que pueden modificar el microbioma periodontal, entre ellos unos de
los gue mayor relevancia y controversia causa es el tabaquismo @8, por lo que
es un campo de investigacion muy amplio que despierta el interés sobre como
es que modifica la microbiota oral en pro o en contra de la salud periodontal,
algunos analisis microbiolégicos por medio de caracterizacion de la biopelicula
en pacientes fumadores y no fumadores obtuvieron resultados muy inesperados
e interesantes, donde incluso en pacientes con periodontitis, bacterias clave
como P. gingivalis, T. fonsythia o F. nucleatum, se encontraban en menos
concentraciones en pacientes fumadores que no fumadores ©789), Este tipo de
resultados y de evidencia, concluye en que el tabaquismo tiene influencia
directa en la microbiota periodontal, sin embargo, despierta la duda de si es en
ciertos casos favorecedor o no para la periodontitis 0 si existen otros factores
gue influyen para que el tabaquismo no dafie mas agresivamente el periodonto

(90),

La microbiota oral, es una colonizacion bacteriana que se da a través del
crecimiento del ser humano, desde el momento en que los 6rganos dentales

tienen la capacidad de erupcionar y exponerse a la cavidad oral, se embeben
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de glicoproteinas e inicia la adhesion de los microorganismos primarios y
conforme el contacto con los alimentos, manos, y medio ambiente se establece
un microbioma oral y sus interrelaciones®?). Una vez establecida la microbiota
oral, existen microorganismos comensales que se encontraran en etapas
iniciales de la formacion de la biopelicula y estaran presentes constantemente
en la cavidad oral, por mencionar algunos encontramos S. salivarius, S. mitis,
Actinomyces sp, Lactobacillus lactis, entre otros ©?, la importancia de estos
microorganismos no solo radica en el inicio de la colonizacion y coagregacion
de la biopelicula, si no que en grandes cantidades tienen la capacidad de
suprimir otros patdgenos periodontales claves para desarrollar la enfermedad,
como es P. gingivalis, el cual tiene la capacidad de tolerar medios anaerobios
como aerobios y adaptarse al medio, sin embargo los microorganismos
comensales en cantidades elevadas inhiben esta accién dafiina para el

periodonto®3),

Por otro lado, existe interacciones entre los componentes del microbioma oral
gue potencian la accién de otro patobiontes, en vez de reducirlas®®. Los
microorganismos del complejo rojo, P. gingivalis, T. denticola y T, forsythia, las
cuales entre ellas liberan metabolitos residuales por su metabolismo y que
funciona como energia para poder desarrollarse entre ellas, es decir generan un
ambiente esencial para poder proliferar desmedidamente por medio de los
residuos metabdlicos®®. Estudios previos han reportado la presencia tanto de
patobiontes periodontales, en pequefios porcentajes, y microorganismos
primarios, en indices altos de porcentaje, estos ultimos son S. mitis, S. oralis, S.
gordonii, S. sanguis, R. dentocariosa, entre otros, siendo constantes en la
mayoria de los casos y dando una relacion directa al mantenimiento de la salud
periodontal a nivel de las interacciones microbiol6gicas dentro de la biopelicula

dental®®),

Las interacciones microbianas dentro de la biopelicula dental son sumamente
complejas, debido al proceso de coagregacion y maduracion de la biopelicula,

donde los colonizadores primarios tienen la capacidad de proveer de
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metabolitos a los colonizadores secundarios, puente Yy patobiontes
periodontales®”, sin embargo, existen ciertas bacterias y ciertos escenarios
ambientales que disminuyen la capacidad de los patobiontes para desarrollar la
enfermedad®® °9. La cavidad oral estd en constante contacto con agentes
externos que la pueden modificar, y dichos factores puede alterar la biopelicula
y repercutir dentro del desarrollo microbiano de la misma, se ha demostrado
que sustancias como &cidos grasos poliinsaturados, mananooligosacaridos,
xilooligosacaridos, acidos linoleicos, entre otras, benefician de manera directa a
microorganismos primarios que tienen la capacidad de disminuir la
patogenicidad de las bacterias del complejo rojo®®), como son S. sanguis, S.
mitis, S. gordonii y S. oralis. Este tipo de sustancias provienen de medios
externos como la alimentacién, algunos probidticos, habitos del paciente como
el tabaquismo o la ingesta de vino tinto, actualmente se cree que podrian tener
la capacidad de realizar modificacion ayudando a microorganismos beneficiosos
para la salud periodontal, pero se requieren mas investigaciones para

confirmarlo ©9®,

4.9. El tabaguismo y su impacto periodontal

En el area de la salud es bien conocido que el tabaquismo, debido a los
componentes que tienen los cigarrillos y la temperatura elevada del humo
inhalado hacia la cavidad oral, tiene efectos dafiinos en la salud en general, sin
embargo, hablando a nivel periodontal es un factor importante a considerar
debido a que el riesgo de un paciente fumador a desarrolla periodontitis es de 2
a 5 veces mas que un paciente que no tiene esta adiccion 1°9, El tabaquismo
tiene efectos directos sobre los tejido periodontales y la microcirculacion, a
pesar de esto, la periodontitis en paciente fumadores no es una enfermedad
distinta, sino un factor modificador que puede influir en la enfermedad, por lo
que esta bien estipulado dentro de la nueva clasificacion el papel que juega en

la toma de decisiones diagndsticas del grado de periodontitis ©3 84),
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El impacto negativo que produce el humo del tabaco sobre los tejidos
periodontales fue demostrado desde el siglo XIX(*02) (103) se han comparado a
pacientes fumadores contra los no fumadores en lo que a periodoncia se
refiere, los pacientes con dicho factor presentaban disminucion de los tejidos de
union supracrestal, altura de hueso alveolar, edema gingival, acumulo de
célculo dental®¥), lo que comprueba la relacion directa del tabaquismo con el

desarrollo de las enfermedades periodontales®?.

En un estado de enfermedad periodontal, existen parametro clinicos que nos
permiten diagnosticar o acercarnos a pensar sobre una gingivitis 0 una
periodontitis en sus diferentes estadios, uno de los factores en la mayoria de los
casos es el sangrado espontaneo, al cepillado o a la exploracion clinica por
medio del sondeo periodontal ). Sin embargo, este indicador se ve alterado en
pacientes fumadores de mas de 10 cigarrillos diarios, se generan cambios a
nivel vascular, disminuyéndose la irrigacion sanguinea, asi como engrosando el
tejido gingival por la irritacion de los quimicos del tabaco, que producen
aposicion de queratina sobre el epitelio y dando una apariencia mas opaca, es
asi como el sangrado gingival inclusive en paciente con enfermedad
periodontal(1°5-197) Es por este motivo que el diagndstico periodontal, no solo
debe basarse unicamente en el sangrado periodontal, si no en considerar todos
los factores externos y del mismo paciente que puedan alterar las funciones
normales del periodonto®®. De la misma manera, el tabaquismo puede
disminuir la angiogénesis debido a componentes vasoconstrictores del cigarrillo,
retraso en la reparacion celular (fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos) lo
cual puede influir en el proceso de cicatrizacion y que un tratamiento periodontal

funcione exitosamente (8. 108),

Ademas, estudios clinicos longitudinales y analisis de laboratorio exhiben que el
humo del tabaco disminuye la respuesta inmune del huésped hacia la
biopelicula dental, mientras que también aumentan citoquinas y enzimas
proinflamatorias, las cuales son en si, las causante de la destruccion del tejido

0seo y del colageno del tejido conectivo gingival por medio de las
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metaloproteinasas 1°9. Las principales célula de defensa que se encuentra en
el surco gingival, son los neutrofilos, los cuales tienen como funcion proteger el
epitelio de union del surco y medio externo para permitir que los tejidos debajo
de este epitelio sufran degradacion®® 119 Se han demostrado que estas células
se ven alteradas en namero y funcion, lo que disminuye la respuesta inmune
hacia los patdégenos periodontales, dando pie a la posibilidad de generar
enfermedad®®, La nicotina es el componente del cigarro que estd mas ligado
sobre este tipo de acciones, suprime la produccion de citoquinas
proinflamatorias, como la IL-10, IL-12 (Interleucinas) o TNF(Factor de Necrosis
Tumoral), y por consiguiente detiene la proliferacion celular o la migracion de
las células inmunolégicas a nivel del surco y epitelio de union*Y), Algunos otro
estudios de pacientes fumadores, demuestran que la produccién de mediadores
locales como lo es la angiotensina Il, histamina y prostaglandinas afectan la
microcirculacion gingival; asimismo, la exposicion del humo y el impacto térmico
del cigarrillo atacan a nivel de proteinas de union intercelular como la ICAM-1 y
E-selectina, esto por los componentes del cigarrillo que generan un aumento de
qguimiocinas que destruyen esta zonas de union celular, explicando a nivel

celular el dafio que pueden llegar a producir 412,

Todas estas modificaciones a niveles vasculares e inmunologicos permiten la
proliferacion de los patdgenos periodontales capaces de coagregarse y
desarrollarse libremente hasta producir la enfermedad periodontal @13, Uno de
los patdégenos del complejo rojo, considerado clave para desarrollar la
periodontitis es P. gingivalis 14, dicho microorganismo se demostré que ante la
presencia de nicotina y la disminucion inmunoldgica, desarrolla su capacidad de
sobrevivir ante la exposiciéon del humo del tabaco, ademas de facilitar la
adhesion y coagregacion por medio de fimbrias, permitiendo la maduraciéon de
la biopelicula dental, aun después de la exposicion del tabaco mejora esta
propiedad de potenciar la capacidad de las fimbrias®: 106 115  Este
microorganismo se ha encontrado también que tiene una relacion directa con

colonizadores primarios como S. gordonii, los cuales ante el tabaquismo mejoré
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esta interaccion desde etapas tempranas de la formacion de la biopelicula
dental(®0. 116),

A pesar de ser un factor de impacto directo en la periodontitis, existen casos
donde el tabaquismo no agrava o no desarrolla la enfermedad, por lo que se
tienen conocidos los procesos fisioldgicos que altera, mas no la via exacta por
la que los componentes del cigarrillo influyen, y si también en cierto caso, por
evidencia empirica, pudiera jugar un papel nulo o en contra de la enfermedad
periodontal, modificando la biopelicula de cierta manera que amortigua a los

patobiontes del complejo rojo®?.
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5. ANTECEDENTES

Budenelli (2018) reporto en sus investigaciones que el tabaquismo,
debido a sus componentes y las temperaturas, lleva a una supresion de
sistema inmune y una modificacién en la interacciéon microbiolégica ©9),
Holliday (2019), describe que el habito del tabaquismo tiene la capacidad
de agravar la enfermedad periodontal, debido a las modificaciones
bacteriana que generan sus componentes),

Jiang (2020), se dedicé a estudios microorganismos en biopeliculas
orales y sus interacciones microbianas, y reporta que algunas bacterias,
como S. gordonii, suprimen a los patobiontes periodontales, adhiriéndose
a la biopelicula y no permite la coagregaciones de P. gingivalis®6).
Chaffee (2021), concluye que el tabaquismo modifica el medio ambiente
oral, por lo que ciertas bacterias tienen la capacidad de crecer mas
fluidamente, sin embargo, propicia a colonizadores primarios que pueden
tener una relacion directa en detener el crecimiento de patégenos
periodontales®?,

Al Kawas (2021), explica que microorganismos colonizadores primarios
principalmente Streptococos, estan ligados a P. gingivalis, y puede
suprimir su crecimiento si se encuentra presente en cantidades elevadas

en la biopelicula dental subgingival®?.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedad periodontales son multifactoriales, sin embargo, uno de los
factores indispensable para que se desarrolle, es el microbioma oral, este esta
compuesto por una variedad de microorganismos que es normal encontrarlos
en la cavidad oral, dentro de estos microorganismos se encuentran patobiontes
especificos que cuando por factores del huésped locales, sistémicos o externos,
genera un desequilibrio o disbiosis, proliferando y generando dafio a los tejidos

periodontales, dando como resultado las enfermedades periodontales.

Los microorganismos desarrollan colonias interaccionando entre ellas, cada vez
en condiciones mas complejas y dando pie a colonizadores secundarios que
permiten la adherencia de diferentes tipos de bacterias, las cuales a su vez van
liberando metabolitos y a su vez dafio periodontal durante estas interacciones,
siendo los patobiontes los causantes de este estado perjudicial para el

periodonto.

Un factor que impacta a nivel periodontal y vuelve susceptibles a los pacientes
a padecer enfermedad periodontal, es el tabaquismo, el cual produce cambios
en la cavidad oral, que disminuyen la respuesta inmunolégica y puede producir
esta disbiosis, permitiendo a los patobiontes causar dafio, sin embargo, algunos
pacientes a pesar de tener este factor de riesgo no desarrollan enfermedad

periodontal y se mantienen en simbiosis.

En este entendido, se establece la interrogante de por qué un gran nimero de
pacientes fumadores no padecen la enfermedad, aun teniendo este factor de
gran impacto sobre la predisposicion a padecerlas, y se suponen teorias que no
estan comprobadas. Dichas teorias buscan el encontrar modificaciones a nivel
del microbioma oral que genere interacciones bacterianas que limiten la accion
de los patobiontes a desarrollar las patogenias periodontales, factores como el
tabaco estan relacionados a modificar la biopelicula dental en contra de la salud
periodontal, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que modifiquen dicha

biopelicula de alguna manera que ayude a mantener la salud periodontal en
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dichos pacientes. Es decir, que modifique la presencia de especies protectoras,
evitando asi la enfermedad.
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7. JUSTIFICACION

Debido a la complejidad de las enfermedades periodontales, asi como los
multiples factores que pueden producir una disbiosis en la cavidad oral, es
importante encaminar la investigacion cientifica hacia la produccién de terapias
gue sean cada vez mas efectivas para atacar las enfermedades periodontales a

un menor costo y con mayor accesibilidad a la poblacion.

Actualmente la Organizaciéon Mundial de la Salud reporta que las enfermedades
periodontales abarcan hasta un 80% de la poblacién mundial, siendo una de las
enfermedades, epidemioldégicamente hablando, con mayor impacto global, y en
Meéxico no es la excepcion, una de las posibles causas puede ser la falta de
acceso en los sistemas de salud nacional al éarea de periodoncia,
imposibilitando a gran parte de la poblacion que no puede solventar una

atencion del sector privado.

El entendimiento de los factores protectores microbiol6gicos en pacientes con
factores de riesgo para las enfermedades periodontales que permanecen
sanos, permitira a largo plazo, desarrollar terapias probiéticas y prebidticas para
tratar a pacientes que padezcan o estén en riesgo de padecer enfermedades

periodontales.

Este tipo de hallazgos beneficiaria principalmente a la poblacién en general, a
lograr prevenir o tratar enfermedades periodontales de manera mas eficiente y
pensando en costos reducidos y en tiempo, asi como al profesional de la salud

a lograr el control y manejo de dichos pacientes con una mayor tasa de éxito.
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8. HIPOTESIS
Los pacientes fumadores periodontalmente sanos presentan una carga

microbioldgica especifica.
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9. OBJETIVO GENERAL

Identificar los tipos de microorganismos presentes en muestras de biopelicula
recolectadas en pacientes periodontalmente sanos fumadores, en la Facultad

de Odontologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua.
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10. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislamiento de la microbiota cultivable en muestras de biopelicula
periodontal en pacientes fumadores sanos.

Identificacion bioquimica de los microorganismos existente cultivados de

las muestras de biopelicula periodontal en pacientes sanos fumadores.
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11. METODOLOGIA

11.1. Seleccidon de la muestra

Mediante diagndstico periodontal, realizado en las clinicas de la Facultad de
Odontologia de la UACH, se realizé una anamnesis, llenado de historia clinica,
sondeo y exploracion intraoral, y con base en los criterios de inclusion y
exclusion (anexo 3), los pacientes que se incluyeron en la investigacion
cumplieron los siguientes estandares: profundidad de sondeo <4mm, sin
sangrado al sondeo, Unicamente pacientes que se evaluaron dentro de las
instalaciones de la Facultad de Odontologia de la UACH, en un rango de edad
de 18-70 afios de edad, que no hayan recibido ningun tratamiento periodontal

en los ultimos 2 meses.

Se excluyeron pacientes con cualquier tipo de protesis parcial o total, fija o
removible, asi como aparatologia de ortodoncia, ortopedia o ferulizacion,
profundidad de sondeo »4mm o sangrando al sondeo, dientes con movilidad
grado Il o lll, enfermedades sistémicas no controladas que impacten en la salud
periodontal, caries clase V segun Black, pacientes bajo antibioticoterapia o

colutorios antisépticos y que no hayan firmado el consentimiento informado.

Posterior a esto se seleccioné a la poblacibn que fue candidata para la
recoleccibn de las muestras de biopelicula periodontal. Obteniendo una
poblacion que cumplia con los requisitos de 19 pacientes, los cuales se
agendaron para la toma de muestra en la fecha estipulada, asi como la
presentacion de una carta de consentimiento informado, donde se estipuld
todos los aspectos de la investigacion, se resolvieron dudas y firmaron de

manera consciente y por decision propia.
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11.2. Toma de muestra de biopelicula dental.

La poblacién seleccionada se citd un dia en especifico en diferentes horarios,
donde con la ayuda de un asas de ligadura metdlica 0.10 de ortodoncia, las
cuales se realizaron y esterilizaron previamente, se tomaron las muestras de
biopelicula dental del surco gingival de los dientes 16/26 por vestibular, 36/46
por lingual , 42/32 y/o 41/31 por lingual, tal y como se observa en la Figura 5

para la comprension de los 6rganos dientes seleccionados®®),

Dientes Anteriores

Figura 5. Se muestran las zonas seleccionadas para la toma de muestra de
biopelicula dental (Odontograma FDI).
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11.3. Siembra de las muestras.

Con cada una de las muestras recolectadas, de cada paciente, se sembroé
directamente en una caja Petri con agar sangre, en una mesa de trabajo
previamente desinfectada y entre dos mecheros de Bunsen, para evitar la
contaminacion al momento de la siembra, se realiz6 por medio de técnica a
estria cerrada, seguido de la esterilizacion directa a la llama de cada una de las
asas de ligadura y posterior deposito en el recipiente para residuos bioldgicos.
Posteriormente se llevaron dichos cultivos a incubarse a 37°C durante 24 a 48

horas en condiciones de microaerofilia.

11.4. Obtencion de cultivos puros

Una vez que transcurrido el tiempo en las condiciones descritas se obtuvieron
colonias mixtas, nuevamente se tomaron con asa microbiolégica una muestra
de cada colonia presente en el agar con cultivo mixto, para resembrarse por
medio de estriado por agotamiento en placas de agar sangre en las condiciones
ya mencionadas y asi se obtuvieron crecimiento de cultivo axénicos (puros).
Dichos cultivos se caracterizaron posteriormente macroscépicamente
(observacion de morfologia colonial) y microscopicamente (tincion de Gram y

visualizacion al microscopio).

11.5. Caracterizacion macroscépica

Una vez obtenidos los cultivos puros, se realizd un andlisis de cada uno de
ellos, describiendo caracteristicas morfologicas visuales tales como el color,
forma, tamafio, tipo de superficie, tipo de bordes, si eran elevadas o no y tipo de
hemolisis; esta ultima se evalué a contra luz, donde una lisis parcial de los

glébulos rojos se observa ligero color “dorado” (alfa hemadlisis); lisis total de los
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glébulos rojos, un halo amarillo total alrededor de las colonias (beta hemdlisis);
y sin hemolisis (gamma hemodlisis). Esta informacion posteriormente se vacio en
una tabla de concentrado de informacion para optimizar la comprension de la

informacion (Tabla 1).

11.6. Caracterizacion microscopica

El andlisis a este nivel se realiz6 con ayuda de un microscopio 6ptico con objeto
de 100x, estudiando el frotis de la masa microbiana previamente realizando
fijacion en la llama de un mechero de Bunsen y tincién de Gram, el fundamento
de esta tincién es la fijacion del colorante por parte de la pared bacteriana de
los microrganismos, siendo las bacterias con peptidoglicanos y los acidos
teicoicos, los cuales permiten absorber el colorante y permiten observarse en
una tonalidad mas violeta, dichas bacterias son las conocidas como Gram
positivas, mientras que las Gram negativas toman una tonalidad rosada, debido
a que no tienen la capacidad de que su membrana tome los pigmentos y por

consiguiente no es visible al microscopio.
El procedimiento para la tincién de Gram fue el siguiente:

1. Frotis de la masa microbiana en un portaobjetos con una gota de agua
destilada y se fija directo a la llama de un mechero de bunsen.

2. Colocacion de Cristal Violeta por un minuto, lavado para eliminar el
excedente, sin mucha presion.
Lugol por 1 minuto, y de igual manera lavado para eliminar exceso.

4. Alcohol-Acetona, 15 segundos y lavado con agua.

5. Por ultimo, se vierte Safranina y se deja actuar por 1 minuto continuando
con el lavado del mismo y dejar secar.

6. Analisis al microscopio, describiendo la morfologia bacteriana, si eran
cocos, bacilos en arreglos como cadena, racimos o duplas, Gram
positivo o negativo y la informacion se fue vaciando en la tabla 1.
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11.7. Caracterizacion bioquimica

Cada colonia asilada obtenida se sometié a pruebas bioquimicas por medio del
sistema estandarizado API, se siguieron las instrucciones del fabricante. La
galeria <<Api 20A> es un sistema estandarizado que incluye 20 ensayos
enzimaticos para la identificacion de microrganismos anaerobios. La galeria
<<APl| 20 Strep>> es un sistema estandarizado que asocia 20 ensayos
bioguimicos de un gran poder discriminante, lo cual permite realizar un
diagnéstico de grupo o por especie de la mayoria de los estreptococos,

enterococos y otros microorganismos relacionados.

Para ambos casos y de forma general, de cada colonia de interés se prepar6
una suspension bacteriana de turbidez ajustada al 3 de la escala de McFarland
en medio de suspension API 20A y para las galerias API 20 Strep se ajust6 a

una escala de McFarland de 4.

Posteriormente, se inocularon las cupulas de las galerias siguiendo los
instructivos de cada una de las galerias, donde primero se colocaba agua
destilada en el recipiente que contendria las galerias, para creas un ambiente
de humedad, seguido de esto los pozos se fueron rellenando con el inoculo y
colocacion de aceite, esto variaba dependiendo los instructivos y la reaccion

enzimatica que se esperaba.

Ambas galerias se incubaron a 37°C, durante 4 horas para las API 20 Strep y
24 horas para las API 20A; para posteriormente leer e interpretar los resultados
de las pruebas enzimaticas introduciendo los datos obtenidos en la base de
datos de las galerias API para obtener género y especie presuntivo de cada
colonia, los cuales se agregaron a la misma tabla de la caracterizacion micro y

macroscopica.
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12. RESULTADOS

En la presente investigacion se obtuvieron resultados que pueden encaminar a
la comprension microbiolégica mas especifica del microbioma oral, sus
interacciones y relacién con la salud periodontal. Con ayuda de diferentes
filtros, asi como llenado de historia clinica (Anexo 1) y exploracion oral, se
obtuvieron 19 pacientes fumadores sanos periodontalmente a los cuales se les
sometid a toma de muestra de biopelicula periodontal, siendo 16 pacientes
hombres y 3 mujeres, con un promedio de edad de 24.5 afios, el 100% de los
pacientes no presentaban antecedentes heredofamiliares ni enfermedades
sistémicas (hipertension arterial, hipotension, diabetes, hipertiroidismo,
hipotiroidismo, cancer, hemofilia, VIH/SIDA, hepatitis, hemofilia, depresion,
alergias, ni haber sufrido hemorragias); el 26.3% consumia 1 cigarrillo al dia,
36.84% 2 cigarrillos diarios y 36.86% de 3 cigarrillos o més diarios; el 57.89%
consumian bebidas alcohdlicas cuando menos 1 vez a la semana; mas del 90%
consumia lacteos (leche, queso, yogurt) diario; el 100% de la poblacién
estudiada tenia mas de 6 meses de haber acudido al dentista ni haberse
realizado una profilaxis dental; 89.47% referia higienizar su boca con cepillo
dental de 2 a 3 veces al dia y el resto 1 vez al dia; 52.63% reporto usar el hilo
dental diario; 100% no utilizaba ningun tipo de colutorio. Ademas de lo ya
mencionado, fue imprescindible cumplir con los criterios de inclusion vy
exclusion, representados en la Tabla 1, lo cual se corroboro con un diagnostico
periodontal, donde el 100% de los pacientes cumplia con una profundidad de
sondeo < 4mm y ausencia de sangrado al sondeo en la totalidad de los sitios

sondeados.

Tabla 1. Criterios de inclusién y exclusion para seleccionar la poblacion a

muestrear.
CRITERIOS INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes de 18 afos en delante. Profundidad de sondeo = 4mm

[}
e Profundidad de sondeo < 4mm e Protesis fija o removible.
e Captados dentro de la Facultad de e Caries extensa.
Odontologia de la UACH. e Tratamiento farmacoldgico.
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Embarazadas

Tratamiento hormonal.
Colutorios antisépticos
Movilidad dental grado Il y lll
Sangrado al sondeo
Tratamiento periodontal en los
tltimos 6 meses.

e Diagnosticado dentro de las
instalaciones de la misma
universidad.

e Minimo un cigarrillo diarios.

La toma de muestra fue realizada en una mesa de trabajo previamente
preparada con mecheros de bunsen, desinfectada y con asas de ligadura
metalica prefabricadas y esterilizadas, se tom6 una muestra por paciente la cual
se sembré en agar sangre directamente con técnica de estria cerrada y se
fueron etiquetando, este proceso dio como resultado un total de 19 cajas Petri
con agar sangre y la siembre de la biopelicula dental de pacientes fumadores
sanos periodontalmente de los 19 pacientes seleccionados para el estudio.
Dichas cajas se incubaron en condiciones de microaerofilia a 37°C durante 24 a
48 horas, obteniendo un total de 19 colonias mixtas; posteriormente de cada
uno de los cultivos se resembré cada una de las colonias que visualmente eran
diferentes utilizando la técnica de estria por agotamiento, y sometiéndose a las
mismas condicién, dando como resultando 19 cajas Petri de agar sangre con 4
a 5 colonias diferentes dentro de cada una de ellas, siendo el primer paso para
el aislamiento de colonias puras. Al realizar un examen visual de cada colonia,
se resembraron en las mismas condiciones las que se distinguian diferentes, lo
cual arrojo 14 cepas puras diferentes, obtenidas de la muestra de biopelicula

dental del total de 19 paciente fumadores sanos periodontalmente.

Cada una de las cepas aisladas de la biopelicula de paciente fumadores sanos
periodontalmente, se sometié a un analisis macroscopico visual, evaluando el
numero, color, forma, elevacion, margen, apariencia, densidad y consistencia
de las colonias; seguido de un analisis microbiologico con apoyo de la tincion de
Gram y prueba de catalasa a cada una de las cepas obteniendo un total de 12
cepas Gram positivo y 2 Gram negativo; 9 cepas Catalasa positivo y 5 Catalasa
negativo; 1 a-hemolitica, 7 B-hemoliticas y 6 sin hemdlisis. Porcentualmente

hablando un 85.7% fue Gram positivo, 64.2% Catalasa positivo, 7.14% a-
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hemolitica, 50% B-hemoliticas y 42.85% sin hemolisis del total de las 14
cepas obtenidas de los 19 pacientes del estudio.

Evaluadas las caracteristicas macroscopicas y microscopicas, para obtener el
género y especie presuntivo de cada una de las 14 cepas se aplicacion las
pruebas bioquimicas APl 20A y APl 20 STREP, las cuales nos arrojaron
apoyandonos de la base de datos de dichas pruebas, un total de 10
microorganismos diferentes dentro de las 14 cepas puras de entre todos los 19
pacientes fumadores sanos periodontalmente, los cuales fueron Streptococcus
intermedius, Actinomyces viscosus , Peptoniphilus asaccharolyticus , Gemella
morbillorum, Prevotella intermedia/disiens, Staphylococcus saccharolyticus,
Peptostreptococcus  spp, Staphylococcus  epidermidis,  Fusobacterium
mortiferum y Actinomyces naeslundii. Solo un microorganismo se repiti6 5
veces dentro de las 14 cepas aisladas cultivables, y este microorganismo fue la

Gemella morbillorum.

Los microorganismos que resultaron Gram positivo fueron 12 de las 14 cepas
aisladas: Streptococcus intermedius, Actinomyces viscosus, Peptoniphilus
asaccharolyticus, Gemella morbillorum (5), Staphylococcus saccharolyticus,
Peptostreptococcus spp, Staphylococcus epidermidis y Actinomyces naeslundii.
Dejando Unicamente 2 microorganismos Gram negativo: Prevotella
intermedia/disiens 'y Fusobacterium mortiferum. Catalasa positivo se
encontraron 9 de 14 microorganismos: Streptococcus intermedius, Actinomyces
viscosus, Gemella morbillorum (3), Staphylococcus saccharolyticus,
Peptostreptococcus spp, Staphylococcus epidermidis y Actinomyces naeslundii;
Dejando Unicamente 5 Catalasa negativo Gemella morbillorum (2),
Fusobacterium mortiferum, Peptoniphilus asaccharolyticus y Prevotella
intermedia/disiens. 1 a-hemolitica: Actinomyces viscosus; 7 B-hemoliticas:
Gemella morbillorum (5), Prevotella intermedia/disiens Staphylococcus
saccharolyticus; y 6 sin hemodlisis: Streptococcus intermedius, Peptoniphilus
asaccharolyticus, Peptostreptococcus spp, Staphylococcus epidermidis y
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Actinomyces naeslundii Fusobacterium mortiferum. La informacion anterior se

encuentra sintetizada y descrita en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcion macroscoépicas, microscopica, catalasa y género y
especie.
CARACTERIZACION

MORFOLOGICA
MICROOSCOPICA

CARACTERIZACION
MORFOLOGICA

CATALASA GENERO Y ESPECIE
PRESUNTIVO

MACROSCOPICA

Colonias pequefias,
puntiformes,
elevadas, borde
entero,
blanquecinas,
brillantes, opacas a
la luz, sin hemolisis

Streptococos
Gram+

Positivo

Streptococcus
intermedius

Colonias medianas,
circulares, planas,
borde ondulado,
color rosa, brillante,
traslucida, a-
hemolisis

Streptococos
Gram+

Positivo

Actinomyces
viscosus

Colonias medianas,
blanquecinas,
redondas,
brillantes, elevadas,
borde entero,
opacas a la luz,
cremosas Yy sin
hemodlisis

Streptococos
Gram+

Negativo

Peptoniphilus
asaccharolyticus

Colonias pequenias,
forma irregular,
elevadas, borde

irregular,
traslucidas, -
hemolitico.

Streptococos
Gram+, diplococos

Negativo

Gemella
morbillorum

Colonias pequenias,
amatrillentas,
puntiformes, borde
entero, elevadas,
brillantes, -
hemolitico.

Streptococos
Gram+, diplococos

Negativo

Gemella
morbillorum

Colonias pequenias,
puntiformes,

Streptococos

Negativo

Gemella
morbillorum
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elevadas, borde

entero, brillante,

opacas a la luz,
cremosa. f3-
hemolitico

Gram+, diplococos

Pequefias,
puntiformes,
elevadas, borde
entero, brillantes,
opacas a la luz,
amarillentas. B-
hemolisis.

Streptococos
Gram+, cadenas
largas

Negativo

Gemella
morbillorum

Colonias pequenas,
puntiformes, borde
entero, elevadas,
amarillentas y
traslucidas, B-
hemolisis.

Streptococos
Gram+

Negativo

Prevotella
intermedia/disiens

Colonias pequefias,
puntiformes,
elevadas, color
blanquecino,
brillante, entero, B-
hemaolisis.

Streptococos
Gram+

Positivo

Staphylococcus
saccharolyticus

Colonias pequenas,
puntiforme, borde
entero, color verde,
brillante, traslucida,
sin hemdlisis.

Streptococos
Gram+

Positivo

Peptostreptococcus
spp

Colonias medianas,
circulares,
elevadas, bordes
enteros,
amarillenta, opaca
ala luz, sin
hemolisis.

Streptococos
Gram+

Positivo

Staphylococcus
epidermidis

Colonias pequenas,
puntiformes, borde
entero, brillantes,
amarillentas,
traslucidas. B-

Streptococos
Gram+

Negativo

Gemella
morbillorum
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hemodlisis.

Colonias medianas,

Fusobacterium

forme y bordes Streptococos Positivo mortiferum
irregulares, planas, Gram+, cadena
azuladas, brillantes, larga
traslucido a la luz,
no hemoliticas.
Colonias pequenas, Actinomyces
redondas, Streptococos Positivo naeslundii
blanquecinas, Gram+

borde entero,
brillantes, opacas a
laluz, sin
hemolisis.
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13. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Actualmente esta presente una necesidad de comprender el papel que juegan
los microorganismos y sus interacciones en la salud periodontal, por lo que se
estd en una constante blsqueda de terapias prebibtica y probidticas que
permitan mantener la salud o tratar mas eficientemente la enfermedad
periodontal a menor costo, aqui la relevancia de los resultados del presente
estudio, debido a que existen microorganismos que interactian entre si y tienen
una intervencion previa a la patogénesis de los patobiontes orales, ademas que
son colonias que estan presentes en pacientes que fuman, lo cual es un factor
gue estd a la alza en uso en la poblacibn y aun asi se mantienen en
simbiosis*'?, estos microorganismos pueden influir sobre los patobiontes orales
como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola, y
no permitir que ejerzan su patogenicidad sobre el periodonto y/o no puedan
proliferar y desarrollar enfermedades periodontales®” 120, Es asi como pueden
llegarse a considerarse que alguno o algunos de estos microorganismos
encontrados podrian influir en las interacciones bacterianas y contrarrestar los

patobiontes periodontales, como es el caso de los probidticos*?Y,

Dichos resultados aportan informacion sobre la tendencia a considerar al factor
microbiologico, como el principal causante y a su vez el nicho a estudiar para
mantener la salud periodontal, esto debido a que es verdad que las
enfermedades periodontales son enfermedades complejas debido a ser
multifactoriales®®, pero no puede darse la enfermedad sin existir una disbiosis
a nivel microbioldgico, y puede estar dada o agravada por factores del huésped,
asi como factores externos*?> 129 Sin embargo, en el presente estudio los
resultados fueron dados en pacientes sanos con el habito del tabaquismo y en
colonias cultivables, lo que hace necesario comprender de mejor manera el
microbioma oral y su interaccion, para enfocar las terapias desde una

perspectiva diferente.
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Estudios han demostrado que el tabaquismo puede elevar hasta 5 veces mas la
posibilidad de padecer periodontitis, asi como de agravarla una vez que esta
presente en los pacientes, ademas que el humo del tabaco y los componentes
del cigarrillo, alteran a nivel microbiolégico y anatémico, la composicién y
calidad respectivamente®® 124, Existen resultados que demuestra que existen
modificaciones sobre la carga y presencia de ciertos microorganismos, en su
mayoria Streptococos y Actinomyces, que favorecen el mantenimiento de la
simbiosis oral, inhibiendo la accién y proliferacion de los patobiontes
periodontales como lo son Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y

Tannerella forsythia(125-127),

Los resultados encontrados en investigaciones previas no son totalmente
claros, debido a la complejidad de los mismos, un estudio realizado por Wu y
colaboradores mostré una relacion conforme a los cambios en el microbioma
oral de paciente fumadores a los no fumadores, donde existia proliferacion de
microorganismos que disminuian la presencia de otro tipo de bacterias?®. En
estos estudio los resultados mas concretos establecen que la presencia en gran
cantidad de microorganismos como Peptostrecoccus, Actinomyces Yy
Capnocytophaga, en conjunto con una disminucidon de patobiontes como
Porphyromonas gingivalis, Neisseria sp y Gemella, se adjudica al humo del
cigarro como la principal causa de esta modificacion microbiolégica por el
ambiente que pudiera ser propicio para algunos microorganismos, sin embargo,
los resultados son dados por una comparativa Unicamente de los pacientes no
fumadores y fumadores. En la presente investigacion se analizé la biopelicula
de paciente fumadores periodontalmente sanos, donde los grupos Actinomyces
y Peptostreptococcus mencionados se encuentran presentes, sin embargo
también uno de los disminuidos también fue encontrado en varias colonias
aisladas, el cual es la Gemella morbillorum, que probablemente pueda influir en
el mantenimiento de la salud periodontal por las interacciones microbiolégicas
en las que estan involucrados, pues se ha demostrado que es parte de la

biopelicula dental de pacientes fumadores sanos y que en el presente estudio

52



se encontré en mayor cantidad en la biopelicula de la poblacion estudiada 28

129),

Gemella morbillorum es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo vy
comensal de orofaringe, vagina y tracto gastrointestinal; que con anterioridad se
consideraba un microorganismo poco comun en los humanos, sin embargo, con
el desarrollo de las técnicas de caracterizacion bacteriana, se ha encontrado
muy comuUnmente en pacientes con padecimientos infecciosos, dentro de los
mas comunes, la endocarditis bacteriana e infecciones osteoarticulares, y su
principal mecanismo de patogenicidad es el producir la liberacion de IL-2 en
procesos proinflamatorios**?). Este microorganismo se ha demostrado en
estudios comparativos, que se encuentra en mucho mayor cantidad en la
biopelicula dental de pacientes no fumadores y que se encuentran
periodontalmente sanos 1?9, Ademas, otros estudios donde caracterizaron el
microbioma oral por medio de secuenciacion de la subunidad 16S, se le
adjudica el desarrollo de enfermedades, como la periodontitis, a los cambios
microbiolégicos en fumadores, los cuales tenian una concentracion menor de
microorganismos como Streptococcus, Prevotella, Actinomyces, Gemella,
Fusobacterium, en comparacién a los fumadores, lo que eleva el riesgo de
desarrollar la enfermedad a causa de la disbiosis que se desencadena3d,
Varios de estos microorganismos como Prevotella intermedia, Gemella
morbillorum, Fusobacterium mortiferum, Actinomyces naeslundii, Actinomyces
viscosus, se encontraron en este estudio, lo que nos permite suponer que son
microorganismos que son capaces de subsistir al factor del tabaquismo y

mantener el estado de simbiosis periodontal.

Se ha demostrado en investigaciones anteriores que el consumo de tabaco
altera el microbioma oral, disminuyendo la cantidad de nitratos, lo que suprime
la abundancia de microrganismos, como lo son Proteobacterias, disminuyendo
también la cantidad de oxigeno en la sangre (:3?); dichos resultados relacionan
la disminucién de microorganismos dependientes del oxigeno, produciendo un

ambiente mas anaerobio, lo que favorece la susceptibilidad de padecer la
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enfermedad periodontal. Sin embargo, también confirma el aumento de
microorganismos como Actinomyces, los cuales tienen una funcién regulatoria
dentro de las interacciones bacterianes y en grandes cantidades suprimen el
ambiente para permitir a Porphyromonas gingivales, uno de los principales

patobiontes, a proliferar y desarrollar la enfermedad periodontal 33,

En el presente estudio se encontro la presencia de Actinomyces naeslundii y
Actinomyces viscosus, lo que refuerza que, en pacientes fumadores sanos,
pueden estar en diferentes concentraciones y permitir un estado de simbiosis
dentro de la interaccién bacteriana tan compleja. Cabe destacar que en otro
estudio donde evaluaban la interaccion bacteriana en la proliferacion de la
biopelicula dental entre Streptococcus mutans y Actinomyces naeslundii, se
encontré que este Ultimo es uno de los mas importante para la simbiosis dentro
del microbioma oral, debido a que degrada el acido lactico en acidos mas
débiles, dificultando la agregacion de microorganismos importantes para la
patogénesis de las enfermedades causadas por la biopelicula dental, dentro de
los cuales podemos mencionar al Fusobacterium nucleatum, microorganismo
puente de suma importancia para la adhesion de las bacterias del complejo rojo
causantes de las periodontitis®3¥), Se requiere mayor evidencia para poder
confirmar la funcién sobre la salud periodontal de los Actinomyces encontrados
en la muestra biopelicula dental de pacientes fumadores sanos
periodontalmente, sin embargo, nos permite pensar y suponer que, al
encontrarse en la biopelicula dental, ayudan a mantener la salud debido a su

importancia en las interacciones bacterianas del microbioma oral.

Otra investigacion indag6 sobre la inhibicion del crecimiento de las colonias de
algunos de los microrganismos periodontopatdogenos; Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Actinomyces actinomycetemcomitans y
Fusobacterium nucleatum, se reportaron 6 principales bacterias que
suprimieron la proliferacion de estas colonias, siendo en orden descendente las
siguientes: 1)Streptococcus salivarius, 2)Streptococcus mitis, 3)Streptococcus
oralis, 4)Bifidobacterium dentium, 5)Actinomyces viscosus y 6)Actinomyces
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naeslundii®®; estos Ultimos dos fueron detectables por medio de pruebas API
en el presente estudio, por lo que pueden considerarse como unos de los mas
relevantes para la prevalencia de la salud periodontal en los pacientes

fumadores que se estudiaron en esta investigacion.

Se reconocer a los Streptococcus, como el género de microorganismos del
microbioma oral que coloniza primariamente la cavidad bucal desde la infancia,
ademas de encontrarse muchas especies en este ambiente*®), Dentro de las
especies mas conocidas en cavidad oral encontramos Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, , Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, los
cuales estan categorizados como un colonizadores primarios de la biopelicula
dental y aumentan sus niveles en caries dental 36138, Mas no son los Unicos
encontrados, se ha demostrado en varios estudios que Streptococcus sanguis,
Streptococcus infantis Streptococcus mitis y Streptococcus intermedius, se
encuentran en elevada concentracion en pacientes sanos a nivel periodontal, y
se les relacionan a los Streptococcus microorganismos antagonistas de los
periodontopatégenos, sin embargo, también Streptococcus constellatus y
Streptococcus intermedius, son detectables en periodontitis®39. En el presente
estudio en pacientes fumadores sanos se encontré el Streptococcus
intermedius en la biopelicula de dichos pacientes, lo que confirma dicha
informacion previa de que esta presente tanto en salud como enfermedad, y se
puede considerar debido a su rol simbiotico en el microbioma oral, como uno de
los microrganismos importantes para el mantenimiento de este estado de salud
periodontal, para confirmar esta suposicion se requieren mayor cantidad de

investigaciones que estudien la funcion de este microrganismo.

Las técnicas utilizadas en la presente investigacion, fueron principalmente
bacteriologicas, por medio de cultivos bacterianos en agar sangre, rico en
nutrientes para permitir el crecimiento microbiano generalizado y poder abarcar
la mayor cantidad de bacterias cultivables, sin embargo, a pesar de tener los
cuidados previos y mantener las condiciones de esterilidad lo méas posible,

pueden verse contaminadas por microorganismos que se encuentra en
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ambiente y que son dificiles de eliminar. Se ha demostrado que una variedad de
especies de Staphylococcus, son parte del microbioma de la piel del ser
humano, uno de los mas conocidos es Staphylococcus epidermidis, el cual
como su especie lo dice, esta presente en la piel del ser humano y ha
desarrollado una resistencia a antimicrobianos y un sinfin de agentes externos
gue le permiten ser parte de las bacterias de la piel del ser humano, y se ha
demostrado que es parte de la simbiosis de la misma(%?). Esta bacteria es dificil
evitar que contamine los cultivos bacterianos, debido a esto se puede decir que
se encuentra en el aire que respiramos o superficialmente en la piel, por lo que
es facil de cultivarse inclusive sin desear hacerlo®*V. En el caso de
Staphylococcus saccharolyticus también es comensal normal de piel de
espalda, frente, codos, y tiene la particularidad de ser anaerobio facultativo, lo
gue no sucede comunmente con otros Staphylococcus, puede proliferar en
ambientes bajos en oxigeno y ademas contaminar los cultivos bacterianos de
manera mas facilitada*4> 143, Los dos microorganismos mencionados, fueron
encontrados dentro de las 14 cepas de biopelicula de paciente fumadores
sanos periodontalmente, y se les atribuye muy probablemente su presencia a la
contaminacion de las siembras, al momento de tomar las muestras por la
cercania a la piel de la cara, o en algin momento de resiembra que lograran
entrar a las cajas Petri y proliferar, pues no se les ha encontrado un rol claro
dentro del microbioma de la cavidad oral. Algo similar sucede con Peptoniphilus
asaccharolyticus el cual es un coco Gram positivo, parte del microbioma de piel,
vagina e intestino, se le ha encontrado en infecciones en protesis 0seas, e
infecciones de la mismo indole4 14%), sin embargo, no es muy comdn en este
tipo de afecciones, es un microorganismo oportunista de estas zonas
anatémicas, por este motivo pudiera considerarse en este estudio como una
bacteria contaminante, debido a su presencia en piel o en tejido 6seo en estado

de salud mas comunmente.

Como se ha demostrado existe evidencia respaldada, con respecto a los roles
bacterianos que se generan dentro del microbioma oral para mantener un

estadio de simbiosis 0 que permite proliferar a los patobiontes periodontales, y
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genera una disbiosis que termina en enfermedades periodontales. En
condiciones normales se mantiene este equilibrio bacteriano, sin embargo, al
agregar factores externos, como es el tabaquismo general modificaciones
bacteriana dentro del mismo ecosistema lo que eleva el riesgo a padecer o
desarrollar la enfermedad. En este estudio se aborda pacientes fumadores
sanos periodontalmente, para conocer la composicion de la biopelicula de
dichos pacientes y es un primer paso para buscar la mejora a futuro de las
terapias probiéticas y prebidticas, para mantener la salud periodontal, ya que la
composicion bacteriana de dichos pacientes podria darnos una posible opcion

elegir una mejor terapedutica.

El presente estudio encontré microrganismos que se han reportado que tienen
acciones antagonistas sobre los patobiontes periodontales, especificamente de
Streptococcus intermedius, Peptostreptococcus spp, Actinomyces naeslundii y
Actinomyces viscosus; asi como Gemella morbillorum, un microorganismo que
esta presente en estado de salud periodontal, lo que confirma que los pacientes
se encontraban microbiol6égicamente en simbiosis; también se encontraron
Peptoniphilus asaccharolyticus, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
saccharolyticus, los cuales es comun encontrarlos en el medio ambiente y en la
piel del ser humano; y otras bacterias que son parte del microbioma oral tanto
en salud como en enfermedad, del periodonto, como lo es Prevotella intermedia

y Fusobacterium mortiferum.

Con los hallazgos anteriormente mencionados, en el presente estudio podemos
concluir que los pacientes fumadores periodontalmente sanos presentan una
carga microbiolégica especifica que se compone por microrganismo estan
presentes en paciente sanos y son parte del microbioma oral como son Gemella
morbillorum, Prevotella intermedia y Fusobacterium mortiferum y bacterias
como Streptococcus intermedius, Peptostreptococcus spp, Actinomyces
naeslundii y Actinomyces viscosus que fueron cultivables en condiciones de
microaerofilia en dichos pacientes y que nos permite suponer que tienen una

accion antagonista hacia los microrganismos periodontégenos lo que permite
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mantener la simbiosis en el ambiente microbiano oral a pesar de tener un
agente externo como el tabaquismo que eleva mas del 80% las posibilidad de
desarrollar periodontitis por el impacto que tiene en el microbioma oral y en la

respuesta del hospedero.

Sin embargo, a pesar de los resultados y conclusion de esta investigacion, es
necesario realizar estudios mas complejos de caracterizacién bacteriana vy
mayor evidencia de qué funcidén realmente tienen estos microrganismos dentro

de la biopelicula de pacientes fumadores sanos periodontalmente.
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15. ANEXOS

Anexo 1. Historia clinica, consentimiento informado vy criterios inclusion y
exclusion

Universidad Autdnoma de Chihuahua *z"
Facultad de Cdontologia
Maestria en Estomatologia Opcion Terminal '-f.'l II[-E.i L "|.|-‘||-.:.:"|
Periodoncia ; )
HISTORIA CLINICA
Fecha:
Datos generales.
Nombre: Edad: 1_5exo: F M
iR Fvel]
Fecha de Nacimiento: Ocupacion Semestre en | Cel:
CUrsao:
Familiar cercano: Cel:

Datos heredofamiliares.

Familiares que tangan o hayan tenido enfermedades como:

1. Diabetes SiftMo
ryges]
2. Hipertension SilMa
|GaE)
3. Cancer Sifho
[Leienys
4. Hipertiroidismo SilNo
Loy
3. Hipotircidismo SiMo
[kl el
&. Sindromes SilMa
fiere]
T. Hemofilia SifMo
[ErAaa]
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Antecedentes personales patologicos.

Padeces alguna de |as siguienfes enfermadades:

8. Hipertension arterial
9. Hipotension arterial
10. Diabetes

11. Hipertiroidismo

12. Hipotiroidimaos

13, VIHISIDA

14. Hepatitis

13. Hemodfilia

1€. Deprasian

17. Hemorragias

18. Cancer

18. Alergias

SiMo
[

SilMa
1G]

SiMo
[

EiMo
[

SifMa
(00

SifNa
(Eh red

SifMa
(AR

SilMa
[erlies
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[
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Cual:

Cual:
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Habitos de higiene y alimenticios.

0. Tabaguismo

21. Bebidas alcoholicas

22. Consumo de lacteos

23.Yisitas al dentista cada & meses
24 Higiene bucal de 2 a 3 veces diarias
25.Uso de hile dental

26.Uso de enjuague bucal

SilMo
(]

SilNa
([eplak

SiMo
e

SiNo
(9408

SilNao
(a4

SiMo
(o

SilMa
(o

27 . Ultima limpieza dental profesional realizada:

Cantidad diaria:

Cantidad y frecuencia:

Cual y frecuencia:

Cual:
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