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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad periodontal se caracteriza por la destruccion
progresiva de los tejidos que conforman el aparato de insercion periodontal (AlIP):
hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento radicular. La enfermedad
periodontal tiene una amplia prevalencia a nivel local y global, lo que se traduce en
un porcentaje amplio y significativo de la poblacidén con destruccion tisular en el AIP.
A la fecha se carece de terapias que alcancen la regeneracion de todos los tejidos
gue conforman el AIP. Por este motivo cobran relevancia aquellos proyectos de
investigacion que centran sus esfuerzos en la prevencion de la aparicion de la
enfermedad periodontal. La identificacién de microorganismos orales presentes en
pacientes periodontalmente sanos permitird un entendimiento de las interacciones
bacterianas que conservan el estado de salud periodontal. En pacientes
periodontalmente sanos se tomaron muestras de biofilm oral, las muestras se
sembraron, se caracterizaron macroscoépica y microscopicamente para pasar a una
segunda siembra en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se realiz6 la
caracterizacion bioquimica utilizando las pruebas APl 20 A y APl 20 STREP. Se
muestrearon 15 pacientes con salud periodontal clinica. A partir de las muestras de
trabajo se identificaron 11 colonias bacterianas distintas entre las que destacan
Bifidobacterium dentium la cual esa asociada a la reduccion de agentes
periodontopatogenos del complejo rojo. y P. distasonis, que poseen propiedades
antiinflamatorias in vivo e in vitro. Durante la identificacion de microorganismos
aislados de biofilm oral de pacientes periodontalmente sanos se encontraron tanto
microorganismos desencadenantes de la enfermedad periodontal como
microorganismos protectores de la misma (en menor numero). Por lo que
probablemente puedan actuar como probidticos para prevenir la enfermedad

periodontal.
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ABSTRACT

Introduction: Periodontal disease is characterized by the progressive
destruction of the tissues that conform the Periodontal Attachment Apparatus (PAA):
alveolar bone, periodontal ligament and root cementum. Periodontal disease has a
wide prevalence at local and global level, which translates into a large and significant
percentage of the population with tissue destruction in the PAA. To date, there are
no therapies that achieve the regeneration of all the tissues from the PAA. For this
reason, those research projects that focus their efforts on preventing the onset of
periodontal disease become relevant. The identification of oral microorganisms
present in periodontally healthy patients will allow an understanding of the bacterial
interactions that maintain periodontal health. Oral biofilm samples were taken from
periodontally healthy patients, the samples were cultured, characterized
macroscopically and microscopically, and then cultured again under microaerophilic
conditions. Biochemical characterization was then performed using the API 20 A
and API 20 STREP tests.15 patients with clinical periodontal health were sampled.
From the samples, 11 distinct bacterial colonies were identified, including
Bifidobacterium dentium, which is associated with the reduction of
periodontopathogenic agents of the red complex, and P. distasonis, which has anti-
inflammatory properties in vivo and in vitro. During the identification of
microorganisms isolated from oral biofilm of periodontally healthy patients, both
microorganisms that trigger periodontal disease and microorganisms that protect
against it (in smaller numbers) were found. Therefore, they can probably act as

probiotics to prevent periodontal disease.



INTRODUCCION

El presente documento de tesis cuenta con una estructura clasica en el area
de la salud y las ciencias biomédicas en general. A continuacion, se encuentra el
marco teorico, en esta seccion se recopilo la informacion mas novedosa sobre
temas que ayudaran a los futuros lectores a entender el proposito, resultados y
conclusiones de este trabajo. Posteriormente se presentan los antecedentes, los
cuales son trabajos de investigacion previos que tuvieron un papel relevante para

el disefio de este proyecto de investigacion.

En planteamiento del problema se busca dejar claro que problema y/o brecha
de informacién se identificé en el area de la periodoncia y que fue atendida con
nuestro proyecto de investigacién. En la justificacion buscamos dejar claro la
relevancia del proyecto, la pertinencia de realizar esta investigacion en este
momento y con estas variables, asi como las aplicaciones que pueden tener los
resultados obtenidos. A continuacion, se presenta la hipotesis de trabajo, la cual
fue aceptada o rechazada cuando se alcanzaron los objetivos especificos y el
objetivo general. Para poder realizar esto, se planteé y ejecuto la metodologia
descrita, lo cual nos permitié colectar y analizar los resultados, mismos que fueron
utilizados para elaborar la discusién del documento, en la cual se realiza un analisis
de los resultados de mayor relevancia y las aplicaciones que tienen los mismos. Lo

cual se engloba en la conclusién del documento.



1. MARCO TEORICO
1.1 Periodonto

Segun Guo en 2022, el periodonto, se define como los tejidos que soportan
y dan revestimiento al diente, el cual se compone por cuatro tejidos: el hueso
alveolar, ligamento periodontal, cemento radicular y la enciall. Para un correcto
funcionamiento del periodonto se necesita de integridad estructural e interaccion
entre sus componentes?. En condiciones fisiolégicas normales, estos tejidos
periodontales rodean y dan sostén a los dientesl®l. Por la complejidad en
composicién de este sistema de soporte, si no se encuentra en salud, puede

desencadenar varios problemas o situaciones desfavorables para los dientes y la
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Figura 1. Tejidos periodontales. El periodonto se compone por dos tejidos
conectivos blandos (Ligamento periodontal y encia) y dos tejidos mineralizados
altamente especializados (hueso alveolar y cemento radicular). Su principal
funcién es anclar los 6rganos dentarios a los procesos maxilares. Esta funcion
se lleva a cabo mediante hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento
radicular (aparato de insercion periodontal). Este aparato de insercion es
atacado durante la enfermedad periodontal. Por tal motivo también es la meta
dorada de las terapias de regeneracién periodontal.



cavidad oral en general¥l. En la figura 1 podemos observar los tejidos periodontales

en un estado de saludb.

1.1.1 Unién dentogingival

La union dentogingival es una estructura compleja y Unica, la cual es
responsable de unir la mucosa oral al diente, esta se divide en tejido epitelial y

conectivol®!,

Tejido epitelial: se compone del epitelio de union, el epitelio del surco y el
epitelio gingival orall’l. Entre ellos, el epitelio de unién crea un mecanismo de cierre
o sello al adherirse a la superficie del diente por medio de las hemidesmosomas,
por lo que actia como la primer proteccion ante infecciones bacterianas
periodontales(®. Sin embargo, los mecanismos de defensa antimicrobianos del

epitelio de unién no impiden el desarrollo de lesiones gingivales y periodontales(®!

Tejido conectivo: El tejido conectivo gingival (también conocido como lamina
propia) esta compuesto de fibras de colageno, células y sustancia fundamental
(proteoglicanos y glicoproteinas)i*?. Las células constituyen el 5% del tejido
conectivo, las fibras de colageno el 60% y la sustancia fundamental el 35%'1. Las
diferentes células encontradas en este tejido incluyen; fibroblastos, mastocitos,
macréfagos y células de la inflamacionl*?. La célula predominante son los
fibroblastos y son responsables de la formacion de fibras colagenas y sustancia

fundamental que se encuentran en este tejido!*3l.



1.1.2 Cemento

El cemento radicular es tejido conectivo avascular y duro el cual reviste las
raices dentales y su funcioén principal es unir las fibras del ligamento periodontal al
dientel? El cemento proporciona unién entre la raiz propiamente dicha, al ligamento
periodontal circundante y este a su vez al hueso alveolar!!¥, Se clasifica en cemento
celular y acelular, que son distintos en ubicacion y funcionl*®l. El cemento acelular
ancla al ligamento periodontal por sus principales fibras a la superficie radicular
cervical y es fundamental para la insercion de los dientes y la funcion periodontall26l,
El cemento celular recubre la porcion apical de la raiz y proporciona una funcion

adaptativa para mantener el diente en su posicion oclusal*”l,

1.1.3 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal (LPD) es un tejido conectivo blando, principalmente
compuesto por colageno (tipo I, lll, V, VI'y Xll), haces de fibras y células entre las
raices dentales y paredes internas del alveolo!!®l. Los haces de fibras se disponen
entre los dientes y hueso, con ambos extremos incrustados en el cemento o hueso
alveolar, y se puede clasificar en varios tipos distintos: fibras oblicuas y apicales,
fibras horizontales, fibras de la cresta alveolar, y fibras interradiculares(*®l. Tiene un
ancho de 0,15 a 0,38 mm, con su parte mas delgada alrededor del tercio medio de

la raiz, mostrando una disminucién progresiva del grosor con la edad!*9.



Es un tejido conectivo particularmente bien adaptado a su funcion principal,
mantiene los dientes en sus alveolos mediante las fibras de Sharpey y
permitiéndoles al mismo tiempo soportar las considerables fuerzas de la
masticacion'®. Ademas, el ligamento periodontal tiene la capacidad de actuar como
un receptor sensorial necesario para el correcto posicionamiento del maxilar y
mandibula durante la masticacién/?¥ y, muy importante, es un reservorio celular

para la reparacion y homeostasis de los tejidos/regeneracion(?1]

1.1.4 Hueso alveolar

Es el tejido 6seo en el que se encuentran los alvéolos (cavidades) para
organos dentales, esta compuesto por placas corticales externas (vestibular y
palatina o lingual) que son de hueso compacto, una placa central de hueso
esponjoso y hueso que recubre el alvéolo (hueso fasciculado)®??. En la crestra
alveolar se encuentran la placa cortical y el hueso que recubre el alveolol??. El
hueso que recubre el alvéolo se denomina especificamente hueso fasciculado
(bundle bone) el cual proporciona unién a las fibras del ligamento periodontal, este,
generalmente es mas delgado en maxilar y mas grueso en la porcién bucal de
premolares y molares en mandibulal®3l. El hueso esponjoso (o trabecular) que se
encuentra en la parte central del proceso alveolar también consiste de hueso
dispuesto en laminillas, con presencia de sistemas Haversianos en las trabéculas
de mayor tamariol?*. La presencia del hueso fasciculado a través de todo el alveolo
separa anatomica y fisiologicamente el hueso de soporte del ligamento

periodontall?3],



El hueso alveolar es un tejido 6seo Unico debido a su integracion con la
denticion y su proximidad a las biopeliculas orales, este depende del desarrollo, la
erupcion y el mantenimiento de los dientes!?®l. Las funciones principales del hueso
alveolar son proteger las raices dental y apoyar la funcién masticatoria, ademas
funciona como fuente de células madre hematopoyéticas y mesenquimales y es un

reservorio de calcio, fésforo y magnesiol?7.



1.2 Salud periodontal

Segun Lang en su articulo publicado en 2018, la salud periodontal se define
como un estado libre de enfermedad periodontal inflamatoria que permite al
individuo funcionar con normalidad sin sufrir ninguna consecuencia (mental o fisica)
como resultado de una enfermedad pasadal?®l. En otras palabras, es no presentar
sangrado, hinchazén, dolor o perdida de insercion de los tejidos periodontales!??.
Para determinar la salud periodontal hay 3 agentes principales (microbiologicos,
huésped y medio ambiente)%. Las posibles interacciones entre especies
individuales, entre la biopelicula, el medio ambiente y el huésped se han estudiado
principalmente utilizando sistemas modelo in vitrol®l. Si bien estos modelos no
pueden imitar por completo el entorno del huésped, proporcionan una base para
plantear y probar hipétesis mecénicas de interacciones microorganismo-
microorganismo y microorganismo-huésped que contribuyen a la salud y la

enfermedad bucall32,

Los signos clinicos de salud periodontal son ausencia/minimo sangrado al sondaje
(menos del 10% para una gingivitis localizada o 30% para generalizadal33.
Movilidad dental no mayor a 0.2 mm y con apoyo radiografico observar una lamina
dura intacta, con ausencia de pérdida 6sea en furca y una distancia promedio de 2
mm desde la porcion mas coronal del hueso (CA) a la unibn cemento esmalte
(UCE)[8], La distancia de la UCE a la CA en un estado de salud periodontal varia

entre 1,0 y 3,0 mm!28. 34,



1.3 Microbiologia periodontal

Tanto las superficies dentales como los tejidos blandos de la mucosa oral
estan colonizados por una de las comunidades microbianas mas heterogéneas que
se encuentran en el cuerpo humano!®®l. Ocupando el segundo lugar en términos de
diversidad de especies y complejidad solo después de la microbiota
gastrointestinal®él. En esta comunidad microbiana de la cavidad oral podemos
encontrar bacterias, hongos y virus!®’l. Las distintas condiciones ambientales en los
diferentes sitios de la cavidad oral (dientes, surco gingival, encia adherida, lengua,
mucosa, labios y palada) proporcionan varios habitats diferentes para bacterias
especificas que forman comunidades asociadas a la superficie (biopeliculas)
altamente organizadas estructural y funcionalmentel38l, estas estan dentro de una

matriz extracelular que las protege y da resistencial3.

La comunidad microbiana subgingivales son conglomerados dinamicos!*?.
Estas entidades complejas albergan microorganismos de los 3 dominios de la vida:
Bacteria, Arquea y Eucariotal*ll, Las bacterias son el componente mas numeroso y
diverso del microbiota subgingival, en la actualidad, se han identificado alrededor
de 500 especies diferentes en el biofilm subgingival en humanos!*3. La composicion
de la comunidad bacteriana subgingival es diferente en salud, gingivitis y

periodontitis[*3l,



En el estudio realizado por Socransky et al., 1998 en 185 adultos,
periodontalmente sanos se observaron consistentemente 5 complejos bacterianos
principales[*4. El primer complejo estaba conformado por Porphromonas gingivalis,
Treponema denticola y Bacteroides forsythus 5. Un segundo complejo constaba
de miembros de la subespecie Fusobcterium nucleaturm/periodonticum, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens y Peptostreptucoccus micros, las especies
asociadas a este grupo incluyeron: Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Streptococcus constellatus y Campylobacter gracilis#6l. Un
tercer complejo estaba formado por Streptococcus sanguis, S. oralis, S. mitis, S.
gordonii y S. intermedius®l. El cuarto complejo estaba compuesto por 3 especies
de Capnocytophaga, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens y Actinobacillus
actinomycetemcomitans!*’l. Y por ultimo un quinto complejo estaba formado por
Veillonella péarvula, Actinomyces naeslundii (A. viscosus), Actinomyces
odontotylicus, Selenomonas noxia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
fueron valores atipicos con poca relacién entre si y con los 5 complejos
principales[*®l, El primer complejo se relacioné sorprendentemente con las medidas
clinicas de la enfermedad periodontal, en particular la profundidad de la bolsa y el

sangrado al sondajel*.



1.4 Microorganismos protectores

Existe una interaccion entre el huésped y ciertas bacterias que contribuyen
el desarrollo del sistema inmunitario y la prevencion de la invasion y el crecimiento
de microorganismos extrafios y potencialmente dafiinos!*®l. Hay evidencia de que
bacterias, hongos y virus tienen interacciones sinérgicas o antagonicas para
mantener la salud o alterar la estabilidad del microbioma oral residentel®?. Por
ejemplo, algunas especies bacterianas de la cavidad oral, como ciertas cepas de
S. mutans, pueden prevenir la invasion y el posible crecimiento de agentes
microbianos al sintetizar pequefios péptidos antimicrobianos conocidos como
bacteriocinas(®*¢l. También, Candida albicans tiene accion sinérgica o antagoénica
con la microbiota bacteriana oral que parece influir en el comportamiento de las
bacterias orales y desempefian un papel protector para las bacterias como P.

gingivalis y pueden soportar infecciones gingivales bacterianasf®1.

Las bacterias relacionadas con la salud periodontal contienen
microorganismos tempranos formadores de colonias, incluidos Gemella spp.,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Capnocitofa, Atopobium spp. y
Fusobacterium nucleatum,®. Miembros de Veillonella, Streptococcus, y los
géneros Capnocytophaga se consideran Uutiles para el anfitrion, ademas,
investigaciones moleculares muestran un fuerte vinculo entre especies singulares

no cultivadas como Bacteroides oral clon BU063 y salud periodontal®3. Se ha



demostrado que muchas cepas de lactobacilos y estreptococos tienen actividad
antibacteriana contra patobiontes como P. gingivalis, S. mutans, P. intermedia y A.
actinomycetemcomitans en investigaciones in vitrol®! asi como los Lactobacillus y

Bifidobacterium®®!,

1.5 Microorganismos desencadenantes

La relacién entre la inflamacion periodontal y la biopelicula en el surco
gingival es fundamental para comprender la patologia de la periodontitis®6l. Ambos
cumplen un papel significativo en la etiologia y patogénesis de las enfermedades
periodontales y ambos acttian con sinergial®”l. La enfermedad no se origina en un
solo patdégeno, sino de la interaccidn cooperativa polimicrobiana y la disbiosis, que
perturban la biopelicula ecolégicamente estable correlacionada con homeostasis

del tejido periodontalf®8l.

La periodontitis relacionada con biopeliculas es compleja y esta compuesta
por muchas capas de células®l. Tres bacterias anaerobias orales, incluidas P.
gingivalis, Treponema denticola y Tannerella, han sido consideradas como factor
causante de periodontitis, basandose en sus caracteristicas de virulencia y una
fuerte relacion con las partes involucradas en la enfermedad®. Los
microorganismos que mas se repiten en diferentes estudios son: P. gingivalis, T.
forsythia y T. denticola que se encuentran en el complejo rojo de patégenos y se

asocian principalmente a sujetos con periodontitisi®ll, Ademas, los patdégenos del

10



complejo naranja, las especies Fusobacterium, Prevotella y Campylobacter, a
menudo estan relacionados con la periodontitis®2. Algunos patobiontes, como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans o0, en particular, Porphyromonas
gingivalis, han desarrollado métodos sofisticados para perturbar la integridad

estructural y funcional del epitelio de unién.l!

1.6 Desarrollo de la Enfermedad Periodontal

El paso de salud a enfermedad periodontal se produce debido a las
interacciones entre los sistemas inflamatorio e inmunitario del huésped y los
complejos bacterianos!®3l. La teoria clasica sugiere que la enfermedad ocurre
cuando se altera el balance entre la defensa del huésped y los complejos
bacterianos!®. Sin embargo, recientemente se han postulado teorias alternativas
para explicar el inicio de la enfermedad periodontall®l. Entre las que destacan la
gque menciona que estos complejos bacterianos probablemente respondan de
manera diferente entre los individuos periodontal mente sanos y los que desarrollan
enfermedad periodontall®6l. Otra teoria sugiere que los complejos bacterianos son
diferentes entre sujetos periodontalmente sanos y sujetos que desarrollan

enfermedad periodontal®”],
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La accion de respuesta inmuno-inflamatoria del huésped involucrada para el
mantenimiento de la salud periodontal se identifica inicialmente por una inflamacién
aguda (gingivitis) a la biopelicula supragingival y subgingival, sostenida por la
células del sistema inmunologico innato, donde actldan células epiteliales,
fibroblastos, macréfagos, neutrofilos, proteinas del complemento vy
neuropéptidosi®. La eliminacion de la biopelicula conduce a la resolucion
progresiva de la inflamacion y al restablecimiento de la homeostasis individual(®9.
Cuando no se resuelve la gingivitis se activa la inmunidad adquirida, este evento
ocurre a través del procesamiento y presentacion de antigenos por linfocitos,
macréfagos y células dendriticas y esta regulado por citocinas de inmunidad
adaptativa, que incluyen a: interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4) e interferon-

gamma (IFN-y)©l,

La composicion bacteriana de la biopelicula subgingival asociada a la
gingivitis y periodontitis es resultado de interacciones dindmicas con su
microambientel’. Habitualmente, la composicién bacteriana es una conjunto de
organismos comensales que coexisten en una armonia relatival’ll. No obstante, si
se altera el entorno, ya sea por la inflamacién de los tejidos gingivales u otros
procesos, dentro de la biopelicula, un estado de disbiosis puede desencadenar el
crecimiento excesivo de componentes mas virulentos de la biopelicula, teniendo

como resultado un aumento de inflamacion periodontal”2-
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1.7 Enfermedad periodontal
1.7.1 Gingivitis

El inicio de esta enfermedad inflamatoria ocurre si la biopelicula dental se
acumula por dias o semanas sin ser eliminadal”®. Debido a una pérdida de
simbiosis entre los microorganismos presentes en la cavidad oral y el huésped el
cual presenta una respuesta inmunoinflamatoria y desarrollo de una disbiosis
incipientel’4. Las caracteristicas clinicas de la gingingivitis y sintomas de
inflamacion se limitan a la encia libre y adherida pero no se extienden mas alla de
la unién mucogingivall®®l, Generalmente se necesitar estar presente una alta carga
de biopelicula bacteriana para dar inicio o aumentar la magnitud de la lesion (sin

embargo, puede variar entre individuos)"®l.

Los principales signos de gingivitis son encias rojas, inflamadas y sangrantes
al cepillado o sin motivo aparentel’®l. La gingivitis generalmente no causa ningln
dolor ni otros sintomas, por lo que pasa desapercibida durante bastante tiempol””.
Si bien la gingivitis no provoca por si sola la pérdida de dientes, el no atender
adecuadamente la gingivitis evoluciona a enfermedad periodontall’®, la cual, si
tiene la capacidad de generar la degradacion de tejidos periodontales, lo cual

conduce eventualmente a perder prematuramente érganos dentarios!’,
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1.7.2 Periodontitis

La periodontitis o enfermedad periodontal se considera como una
inflamacion crénica asociada con biopeliculas disbiéticas y multifactorial que se
caracteriza por la degradacion progresiva del aparato de insercion dental®®. Sus
principales signos incluyen la pérdida de soporte del tejido periodontal, que se
observa a través de la pérdida de insercion clinica y pérdida 6sea alveolar analizada
por medio de radiografias, presencia de bolsas periodontales, asi como sangrado
gingival®l. La enfermedad periodontal es un problema importante de salud publica
por su alta prevalencia, y porque conduce a la pérdida de dientes y discapacidad,
afectando negativamente la estética y la funcién masticatorial®l. La enfermedad
periodontal es una proporcion importante de disfuncién masticatoria y edentulismo,
y causa gastos significativos de atencion dental, ademas de tener un impacto

negativo considerable en la salud general®2,
De acuerdo con sus caracteristicas clinicas y radiogréaficas se clasifica en: [0 8]

e Estadio I: Se pierde el nivel de insercion clinico de 1-2mm, pérdida 0sea
radiografica menor al 15%, sin pérdida de 6rganos dentales por motivos
periodontales, profundidad de bolsa <4mm, pérdida dGsea unicamente
horizontal.

e Estadio ll: Se pierde el nivel de insercion clinico de 3-4mm, pérdida O0sea

radiografica del 15-30%, sin pérdida de Organos dentales por motivos
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periodontales, profundidad de bolsa <5mm, pérdida Osea unicamente
horizontal.

Estadio lll: Pérdida CAL =5mm, pérdida 6sea radiografica entre tercio medio
y apical de la raiz, <4 dientes perdidos debido a motivos periodontales,
profundidad de bolsa 26mm, pérdida ésea vertical 23mm y ademas una o
mas furca clase Il o lll.

Estadio IV: Pérdida CAL 25mm, pérdida ésea radiografica de tercio medio a
apical de la raiz, =25 dientes perdidos por motivos periodontales, profundidad
de bolsa 26mm, perdida 6sea vertical 23mm, furca clase Il o lll, disfuncién
masticatoria y necesidad de rehabilitacion, trauma oclusal secundario,

colapso horizontal, menos de 20 dientes remanentes.

Junto con el estadio se incluye un grado segun su progresion y otros factores

predisponentes: [€0. 81]

Grado a: Pérdida 6sea radiografica nula dentro de los ultimos 5 afios, % de
hueso perdido/edad <0.25, acumulo de biopelicula con bajo nivel de
destruccion, no fumador, paciente normoglicémico o no diagnosticado con
diabetes.

Grado b: Pérdida 6sea radiografica <2mm a través de los ultimos 5 afios, %
de hueso pérdido/edad 0.25-1.0, destruccion conmensurable con acumulos
de biopelicula, fumador de <10 cigarros diarios, HbA1c7% en pacientes

diabéticos.
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e Grado c: Pérdida 6sea radiografica 22mm a través de los ultimos 5 afos, %
de hueso pérdido/edad »>1.0, destruccidn excesiva con depdsitos de
biopelicula, fumador de =10 cigarros diarios, HbA1c=7% en pacientes

diabéticos.
1.7.3 Enfermedades necrotizantes

Se define a la periodontitis necrosante como un proceso inflamatorio del
periodonto, caracterizado por tres caracteristicas clinicas tipicas; sangrado,
necrosis de papilas y dolor, ademas de estar asociadas a alteraciones de la
respuesta inmune del huésped, que deben ser consideradas en la clasificacion de
estas condiciones(®¥, La formacion de pseudomembranas, fiebre y/o linfadenopatia

se consideran signos y sintomas asociados con esta condicion[8: 851,

1.7.4 Abscesos periodontales

Comunmente se desarrollan en bolsas periodontales preexistentes y se
clasifican dependiendo de su etiologial®®. Se identifican por la acumulacion
localizada de materia o liquido purulento dentro de la pared gingival de la
bolsa/surco periodontal, provocan una rapida destruccion del tejido que puede

afectar el prondéstico dentall8 871,
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1.7.5 Factores sistémicos

Algunos trastornos y condiciones sistémicos que pueden afectar el aparato
periodontal y causar pérdida de insercion periodontal y hueso lo cual tiene un efecto
directo sobre la progresion de la periodontitisi®l. Otros trastornos causan defectos
en la encia o tejido conectivo periodontal o instigar cambios metabdlicos en el

huésped que afectan varios tejidos del aparato periodontalf®® I,

Entre estos trastornos podemos encontrar:

Genéticos®t 221

e Diabetes!® 9,

e Obesidad[®> I,

e Enfermedades de inmunodeficiencia adquiridal®?- %81
¢ Enfermedades inflamatorias[®® 1001,

e Neoplasiasf0® 102,
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2. ANTECEDENTES

e Choi, H., et al., Real-time PCR quantification of 9 periodontal pathogens in
saliva samples from periodontally healthy Korean young adults. J Periodontal
Implant Sci, 2018. 48(4): p. 261-271.

En todos los sujetos se detectaron F. nucleatum y E. corrodens; el nUmero

de muestras positivas fue 87 (92,6%), 91 (96,8%) y 90 (95,7%) para P.

gingivalis, P. anaerobius y C. rectus, respectivamente. También se detectaron

otros patdgenos en sujetos periodontalmente sanos. El analisis del nimero de

copias de ADN reveldé que el patégeno periodontal mas abundante fue F.

nucleatum, que fue significativamente mas prevalente que todas las demas

bacterias (P<0,001), seguido de P. anaerobius, P. gingivalis, E. corrodens, C.

rectus, y T. denticola. No se observaron diferencias significativas en la

prevalencia de cada bacteria entre hombres y mujeres. Aunque el numero de
copias de ADN del total de bacterias resulto significativamente mal alto en

hombres que en mujeres.

e Nearing JT, DeClercq V, Van Limbergen J, Langille MGI. Assessing the
Variation within the Oral Microbiome of Healthy Adults. mSphere. 2020 Sep
30;5(5):e00451-20. doi: 10.1128/mSphere.00451-20. PMID: 32999079;

PMCID: PMC7529435.
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Se examino la composicion del microbioma oral de la cohorte general que
contiene 1049 individuos sanos del atlantico canadiense para comprender cémo
las elecciones antropométricas, sociodemograficas y dietéticas podrian alterar
la composicién del microbioma oral. Se encontraron que 16 géneros tenian una
abundancia relativa media superior al 1%, siendo Veillonella la mayor
contribucion media (21,49% + 0,38%), seguida de Neisseria (13,04% + 0,40%),

Streptococcus (11,86% + 0,26%), y Prevotella 7 (11,55% = 0,24%).

e Wade W.G. The oral microbiome in health and disease. Pharmacol.

Res. 2013;69:137-143. doi: 10.1016/j.phrs.2012.11.006

Estudios de Wadel*Than analizado las modificaciones asociadas con la edad
en la distribucion y composicion de la microbiota periodontal en sujetos
periodontalmente sanos, se identificaron varias especies bacterianas en las
cavidades bucales de personas mayores periodontalmente sanas. Se ha
demostrado que algunas bacterias asociadas con la salud son antagonistas de
los patdgenos orales. Por ejemplo Streptococcus salivarius. La cepa K12
produce una bacteriocina que inhibe el crecimiento de especies gramnegativas
gue se asocian con periodontitis y halitosis in vitro, y se ha demostrado que tiene

efectos beneficiosos sobre la halitosis in vivo.
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e Loépez-Martinez J, Chueca N, Padial-Molina M, Fernandez-Caballero JA,
Garcia F, O'Valle F, Galindo-Moreno P. Bacteria associated with periodontal
disease are also increased in health. Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2020
Nov 1;25(6):e745-e751. doi: 10.4317/medoral.23766. PMID: 32701927

PMCID: PMC7648922.

Curiosamente, las bacterias asociadas con la salud periodontal no
desaparecen por completo en la enfermedad, pero si un cambio en sus
proporciones. Actinomyces y Rothia fueron detectados con mayor frecuencia en
salud. Las actinobacterias se encontraron en mayor proporcion en la salud. En

estado sano, Rothia dentocariosa se encontré en mayor abundancialt3,

e Abusleme L, Hoare A, Hong BY, Diaz Pl. Microbial signatures of health,
gingivitis, and periodontitis. Periodontol 2000. 2021 Jun;86(1):57-78. doi:
10.1111/prd.12362. Epub 2021 Mar 10. PMID: 33690899.

Una caracteristica de las bacterias encontradas en salud periodontal es su
alta tolerancia a los ambientes oxigenados. Como lo son: Corynebacterium spp,
Rothia spp, Lautropia mirabilis, Kingella oralis, Bergeyella spp y Neisseria flava
se consideran aerobios, mientras que Streptococcus, Actinomyces, Gemella y

Capnocytophaga se consideran anaerobios facultativoso4,
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La etiologia de la enfermedad periodontal a nivel internacional no se ha
podido definir o atribuir en su totalidad a un solo factor?®l, Aunque se sabe que esta
altamente relacionado con bacterias presentes en la boca y la respuesta del
huésped a estos complejos bacterianos[*?l, Los habitos y costumbres del huésped
también pueden tener influencia para que la enfermedad se desarrolle, de igual
manera hay una amplia variabilidad entre regiones y grupos poblacionales!*®4. Sin
embargo, es importante conocer como responden los pacientes locales ante estas
variables que determinan el mantenimiento de la salud periodontal o el

desencadenamiento de la enfermedad.

Debido a que microorganismos especificos previenen el inicio de la
enfermedad periodontal, el estudio de la microbiota subgingival es un aspecto
importante de la investigacion periodontal®3l. La interaccién entre la microbiota
subgingival y el huésped da lugar a un proceso inflamatorio responsable de la
etiologia y patogénesis de la enfermedad periodontal o el mantenimiento del estado
de salud periodontalll®l. Estudios realizados en Estados Unidosl!t%l Ameérica
Latinal'®l y Europal'®® han comprobado que el contenido de la microbiota y la
prevalencia de ciertos patobiontes en pacientes con periodontitis podria estar
relacionada con el origen étnico y las ubicaciones geogréaficas!®. lo que indica que

es importante determinarlo para los pacientes que radican en Chihuahua Capital.
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4. JUSTIFICACION

Recientemente ha cobrado mayor relevancia en el area de la periodoncia el
entender que factores mantienen el estado de salud periodontall?®l. Se sospecha
que uno de los factores que tienen mayor influencia en conservar la salud
periodontal son poblaciones bacterianas especificas que ocupan sitios de adhesion
bacteriana e impiden la colonizacién de microorganismos patogénicos agresivos!*9!
Esto debido a que los maximos avances en el area de periodoncia clinica detienen
la progresion de la enfermedad y a lo mucho alcanza una reparacion (mas nunca
regeneracion) de alguno de los tejidos periodontales (sin poder regenerar el aparato

de insercion)110],

La identificacion de los microrganismos que ayudan a mantener un estado
de salud periodontal permitira enfocar futuros proyectos de investigacion hacia el
disefio y elaboracion de productos especificos que fomenten la preservacion de
estos microorganismos, con lo cual se evitaria la colonizacion periodontal con
microorganismos patdogenos agresivos, manteniendo el estado de salud
periodontal. Esto tendria un impacto positivo tanto en pacientes periodontalmente
sanos, como en aquellos que tuvieron un tratamiento periodontal y utilicen estos

productos para ayudarles a controlar la poblacién de microorganismos orales.
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5. HIPOTESIS

Los individuos con salud periodontal presentan una carga microbiana especifica.
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6. OBJETIVO GENERAL

Identificar la carga bacteriana especifica de pacientes sanos periodontalmente.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Recuperar microorganismos del microbioma periodontal.

-Identificar los distintos tipos de microorganismos presentes en las muestras.

-Clasificar los microorganismos encontrados.

-Identificar su relacién con pacientes en estado de salud periodontal.
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8. METODOLOGIA

8.1 Tipo de estudio

Este trabajo de investigacion es observacional (observar microorganismos

encontrados sin modificar condiciones iniciales del paciente) y cuantitativo.

8.2 Disefo de estudio

Investigacion transversal, al ver los microorganismos al momento de la

toma de la muestra.

8.3 Poblacién de estudio

15 pacientes de la Clinica de Posgrado de Periodoncia de la Facultad de
Odontologia UACH, con salud periodontal. Que aceptaran participar en el proyecto

y firmaran su consentimiento informado.

8.4 Lugar de realizacién

e Historias clinicas y valoracion periodontal se realizaron en Clinica de
Posgrado de Periodoncia Facultad de Odontologia UACH
e Toma de muestra y cultivo y analisis de muestras en Laboratorio de

Microbiologia Ill de la Facultad de Ciencias Quimicas UACH.
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8.5 Criterios de seleccion

CRITERIOS

ENLISTAR

INCLUSION:

Profundidad al sondeo <4mm.

Sin sangrado al sondeo.
Evaluados dentro de la UACH
Edad 18 a 40 afios.

No tratamiento periodontal previo a

2 meses

EXCLUSION:

Profundidad al sondeo »4mm.
Sangrado profuso.

Movilidad dental.

Aparatologia ortodoncia o protesis.
Alto riesgo caries.

Enfermedad sistémica no
controlada.

Antibioticoterapia o colutorios.
Fumadores.

Uso de anticonceptivos

hormonales.

ELIMINACION:

Muestras dafiadas durante el
procesamiento.
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8.6 Operacion de las variables

Tabla 1.- Operacionalizacion de Variables

Variable Definicién Definicién Indicador Tipo de Escala de
conceptual Operacional Variable Medicion.
Sexo Caracteristicas Clasificacion ~ Hombre Categorica Hombres y
fisiologicas y entre _ mujeres
biolégicas que  hombres o Mujer
definen a la mujeres
mujer y al
hombre
Edad Tiempo que Edad en Afos Cuantitativa Numero de
transcurre afnos referido  cumplidos continua afos
desde el por los
nacimiento sujetos
hasta el
momento de la
referencia
Numero de Numero de Rango Colonias Cuantitativa Numero de
Colonias colonias numérico bacterianas continua colonias

bacterianas

bacterianas

8.7 Materiales

e Para la realizacion del periodontograma se utiliz6 una sonda carolina del

norte y un espejo intraoral numero 5 marca Hu-friedy, se anoto la informacién

en el periodontograma de https://www.periodontalchart-online.com/uk/

e Parala toma de muestras se utilizaron hazas estériles de fabricacién propia

hechas con ligadura metélica para ortodoncia y tubos de ensayo.
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e Parala siembra se utilizaron 2 mecheros Bunsen, asas de nicromo, espatula
acanalada, placas agar sangre (MCD LAB) e incubadora Fisher-Scientific
Isotemp incubator (U. S. A.)

e Paralas pruebas bioquimicas se utilizé APl 20A, API 25 S STRIPS, API Susp
Ed, VP1 y VP2 reagents, APl mineral oil, Zymax 2, ZYM B X2, Ehrlich,
Xylene, BCP bromocresol, todo los materiales anteriormente listados son de
la casa comercial bioMérieux, asi como campana LABCONCO Purifier Class
Il Biosafety Cabinet (USA)

e Para la tincibn de Gram se utilizaron portaobjetos 25x75mm, mechero
Bunsen, cristal violeta, Lugol, agua destilada, alcohol, acetona, safranina

e Para la caracterizacibn microscépica se utilizé cubreobjetos de vidrio
cuadrados 22x22 mm, portaobjetos 25x75mm de banda esmerilada grosor
0.9-1.1 mm de grosor, aceite de inmersion y microscopio Optico de campo

claro Olympus Mod. CX21 (USA).

8.8 Métodos

8.8.1 Toma de muestra

Una semana posterior de haber seleccionado la poblacion del estudio, se les
citO para la toma de muestra por duplicado mediante hazas de ligadura de
ortodoncia estériles introduciéndolas en el surco gingival vestibular del 6rgano

dental 16 y lingual del 31 (Fig. 2)
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Fig. 2. Odontograma sefialando con rojo los sitios donde se tomaron las muestras.

8.8.2 Siembra de muestras

Se preparé un area de trabajo estéril entre 2 mecheros, con las hazas que
se tomaron las muestras se sembraron directamente sobre cajas de cultivo con
agar sangre, una caja por cada muestra tomada. Se cultivaron a 37° C por 24 a 48
horas, bajo condiciones de microaerofilia (se colocaron los cultivos dentro de un

frasco sellado y se encendi6 una vela para disminuir la cantidad de oxigeno).

8.8.3 Obtencion de cultivos puros

Una vez que se obtuvieron los cultivos axénicos se caracterizaron
macroscopicamente (observacion de morfologia colonial) y microscépicamente
(tincion de Gram y visualizacion al microscopio). Los diferentes cultivos microbianos

gue se observaron con caracteristicas macroscoépicas y microscopicas diferentes
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se resembraron en placas de agar sangre y/o Columbia por estriado y se incubaron

a 37°C durante 24 a 48 horas, en condiciones de microaerofilia.

8.8.4 Caracterizacion macroscépica

Se describieron caracteristicas morfolégicas visuales de las colonias
bacterianas formadas como (anexo 1): forma, tamafio, color, textura, elevacion,
bordes, opacidad, superficie, consistencia y hemolisis (descomposicién de glébulos
rojos); donde al observar las colonias bacterianas a contraluz fue posible identificar,
alfa hemolisis (lisis parcial con color dorado), beta hemolisis (lisis total con un halo
amarillo total alrededor de las colonias) y gamma hemolisis (sin hemolisis). En la

Tabla 2 se describen las caracteristicas de cada una de las cepas.

8.8.5 Caracterizacion microscopica

Previo a la caracterizaciébn microscopica se realizé una tincion de Gram. Este
proceso permite diferenciar a las bacterias en dos grandes grupos. Se denominan
bacterias Gram positivas a las bacterias que se tifien color azul-violeta y a las que
se decoloran y después se tifien con safranina, se les designa como bacterias Gram

negativas!tt,

Se cree que la diferencia en el color adquirido ambos grupos bacterianos es
debido a la diferente composicion quimica de su pared celular. Las bacterias que
son Gram positivas tienen en su pared una capa gruesa en de peptidoglicano o

mureina que va de 20 a 80 nm de espesor, en cambio las bacterias Gram negativas
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tienen una capa de peptidoglicano mas delgada (2 nm) y una capa mas externa de
lipoproteinas, lipopolisacéridos, y lipidos!**2l, A continuacién, se describe el proceso

para realizar la tinciébn de Gram:

1. Realizar un Frotis de manera regular sobre un portaobjetos.

2. Se fij6 con una gota de agua destilada y pasandolo sobre la flama del
mechero.

3. Se cubrié con cristal violeta durante 60 segundos, se retira el tinte y el exceso
de tinte se enjuaga con agua. El objetivo es eliminar la mancha sin perder el
cultivo fijado.

4. Se utilizé una solucion de Lugol para cubrir el frotis durante 60 segundos.
Este paso se conoce como "fijar el tinte". Se vierte la solucion de Lugol y se
enjuaga el portaobjetos con agua corriente. Se sacude el exceso de agua de
la superficie.

5. Se afadieron al portaobjetos unas gotas de decolorante. Los decolorantes
suelen ser disolventes mixtos de etanol y acetona. Este paso se conoce
como "tratamiento con solventes". El portaobjetos se enjuagdé con agua
durante 15 segundos. Para evitar una decoloracion excesiva en las células
grampositivas, se debe dejar de agregar decolorante tan pronto como el
disolvente no adquiera color a medida que fluye sobre el portaobjetos.

6. El frotis se cubrié con safranina durante 60 segundos. La safranina se lavo

con aguay el exceso de agua se sec0 con papel absorbente. El portaobjetos
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también se puede secar al aire después de sacudir el exceso de agua y esta

listo para observarse al microscopio.
Después se realiza el examen macroscopico:

1. El portaobjetos se sometié a un examen al microscopio. En el examen
inicial de los portaobjetos se utilizé el objetivo 40X para evaluar la
distribucion del frotis y luego se examiné utilizando el objetivo 100X en
inmersion en aceite.

2. Se observoy se describio la morfologia bacteriana, si eran cocos, bacilos
en arreglos como cadena, racimos o duplas, Gram positivo 0 negativo.

Se describe cada cepa en la tabla 2.

8.8.6 Caracterizacion bioquimica

Para obtener un resultado presuntivo de género y especie de cada cepa
aislada se realizaron pruebas bioguimicas con el sistema estandarizado API. La
galeria “API 20 A” (anexo 2) es un sistema estandarizado que incluye 20 ensayos
enzimaticos Identificacion de bacterias anaerobias en 24-48 horas. En cambio "API
20 STREP” (anexo 3) asocia 20 ensayos bioquimicos con mayor sensibilidad, lo
cual permitié realizar un diagnostico por grupo o especie de la mayoria de los

estreptococos, enterococos y otros microorganismos relacionados en 4 o 24 horas.

Se hizo una suspension bacteriana de cada cepa distinta, con una turbidez
ajustada al 3 (9x108 UFC/mL) de la escala de McFarland en medio de suspension
API 20A y para las galerias APl 20 Strep se ajusto a una escala de McFarland de 4
(12x108 UFC/mL).
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Posteriormente, se inocularon las cupulas de las galerias siguiendo los
instructivos de cada una de las galerias, donde primero se coloc6 agua destilada
en el recipiente que contendria las galerias, para crear un ambiente de humedad,
seguido de esto los pozos se llenaron con el inoculo y colocacién de aceite, esto
variaba dependiendo los instructivos y la reaccion enzimatica que se esperaba. Se
incubo durante 4 horas las API 20 Strep y 24 horas para las API 202, ambas a 37°C
para posteriormente leer e interpretar los resultados de las pruebas enzimaticas al
ingresar los datos recabados en la base de datos de las galerias API para obtener

género y especie presuntivo de cada colonia. Se incluyo el resultado en la Tabla 2.

8.9 Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 de manera manual con calculator app de

Windows.

8.10 Aspectos éticos

La realizacion de este estudio no presenta ningun riesgo para los sujetos de
este, la toma de muestra se tomo con un consentimiento informado (anexo 4) previo
y los datos obtenidos se tratan de manera confidencial, sin asignar a un sujeto en

especifico los microorganismos obtenidos.
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9. RESULTADOS

Tras llenar una historia clinica, consentimiento informado (anexo 4) y

valoracion intraoral, se hizo una preseleccion de 34 pacientes, 21 mujeres, 13

hombres, con edad promedio de 23.8 afios que satisfacian los criterios de inclusion

para la toma de muestra, de los cuales, 15 formaron parte de la muestra de trabajo.

Del total de las muestras obtenidas logramos identificar 11 colonias distintas con

las siguientes caracteristicas:

Tabla 2. Caracterizacion macro y microscopica, prueba catalasay géneroy

especie presuntivo

Caracterizacion

C3

macroscoépica

Pequenias,
puntiformes,
plana, entera,
amarilla, opaca,
opaca, cremosa.
B hemolisis.

Pequena,
puntiforme, plana,
entera, blanco,
brillante, opaca,
cremosa.

a hemolisis.

Pequeria,
puntiforme,
elevada, entera,

Catalasa Caracterizaci6
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n microscopica

Cocos en
cadenas
pequenias,
Gram +

Cocos en
cadenas

medianas, Gram
+

Cocos
individuales y
cadenas

Géneroy
especie
presuntivo
Aerococcus
viridans

Gemella
morbillorum

Bifidobacterium
dentium



amarilla, brillante,
opaca, cremosa.
a hemolisis.

pequeiias,
puntiformes,
blanco/verdoso,
opaca, opaca,
cremosa.

a hemolisis.

Mediana, circular,
elevada, entera,
amarilla, brillante,
opaco, cremosa.
a hemolisis

Pequeinias,
puntiformes,
plana, entera,
blanca, brillosa,
opaca, cremosa.
a hemolisis

+
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pequenias,
Gram +

Cocos en
cadenas
pequenias,
Gram +

Cocos en
cadenas
pequenias,
Gram +

Cocos en
cadenas
pequefias
(algunos
racimos) Gram
+

Gemella
morbillorum

Bacteroides
distasonis
(Parabacteroid
e)

Veillonella
parvula



Pequenas, Cocos en Porphyromon
puntiformes, cadenas as spp
plana, entera, pequenias,
amarillo, brillosa, Gram +
opaca, cremosa.
y hemolisis
Pequenias, - Cocos en Streptococcu
puntiformes, cadenas s intermedius
plana, entera, medianas,
amarillo, brillosa, Gram +
opaca, cremosa.
a hemolisis
Pequeinias, - Cocos Actinomyces
puntiformes, individuales y naeslundii
ligeramente cadenas
elevadas, pequenias,
ondulada, blanco, Gram +
brillante, opaca,
cremosa.
a hemolisis
Pequenias, + Cocos en Propioni-
puntiformes, plana, cadenas largas, bacterium
entera, blanca, Gram + granulosum
brillosa, opaca,
cremosa. 3
hemolisis.

Evaluando macro y microscOpicamente, por sus caracteristicas ya descritas
a las cepas bacterianas recolectadas de los pacientes que conformaron la
poblacion de estudio, nos permitio identificar 11 cepas bacterianas distintas, de las

cuales el 100% fueron cadenas pequefias de cocos, Gram +, solo 3 cepas fueron
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positivos a la prueba de catalasa (27.27%), 8 cepas alfa hemolisis (72.72%), 2 beta

hemolisis (18.18%) y una cepa sin hemolisis (9.09%).

En las pruebas bioquimicas realizadas a esas 11 cepas Gemella morbillorum
se repitio, por lo cual quedamos en total con 10 cepas distintas. Las cuales son las
siguientes: Aerococcus viridans, Gemella morbillorum, Bifidobacterium dentium,
Bacteroides distasonis (Parabacteroide), Veillonella parvula, Propionibacterium
spp, Porphyromonas spp, Streptococcus intermedius, Actinomyces naeslundii y

Propionibacterium granulosum.
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10. DISCUSION

La enfermedad periodontal ya no debe considerarse una simple infecciones
bacterianas. Mas bien, son enfermedades multifactoriales que involucran una
interaccion compleja entre la microbiota subgingival con la respuesta inmunitaria e
inflamatoria del huésped y factores modificadores ambientales!'?3l. Se ha informado
que los lactantes, los nifios, los adolescentes y los adultos con un estado
periodontal clinicamente sano tienen un ndamero relativamente elevado de
patobiontes (114 Por lo tanto, la presencia de bacterias patdégenas periodontales no

es el Unico factor que afecta el desarrollo de la enfermedad periodontalf®sl,

La biopelicula comensal desempefia un papel protector, como un escudo
invisible, contra los patégenos exdgenos, participan en la digestion de los
alimentos, contribuyen a la sintesis de determinadas vitaminas y pueden ayudar a
nuestro sistema inmunolégicol*1%l. Por lo que es importante comprender la accion
que ejercen para mantener la salud periodontal los microorganismos encontrados

en esta investigacion.

Aerococcus viridans. Aerococcus es un género de cocos grampositivos
microaerdfilos que son a-hemoliticos, catalasa y oxidasa negativos,
facultativamente anaerdbios y leucina aminopeptidasa positivos*1¢l. La importancia
clinica de los aerococos a menudo no se tiene en cuenta o no se informa lo

suficiente debido a las dificultades para crecerlos en condiciones de laboratorio,

39



también pueden identificarse errbneamente y considerarse contaminantes

insignificantes(16],

Gemella morbillorum. En el estudio de Miyochi en 2021 se encontré que la
saliva de sujetos sanos contenia una mayor proporcion de G. haemolysans que la
saliva de pacientes con periodontitis. Los ensayos de inhibicion del crecimiento
indicaron que los componentes proteicos contenidos en el sobrenadante del cultivo
de G. haemolysans suprimieron directamente el crecimiento de P. gingivalis. Este
estudio muestra que la presencia de G. haemolysans en la saliva se asocia con la

salud periodontal y que inhibe el crecimiento de P. gingivalis in vitro17],

Bifidobacterium dentium. Haruo en el 2022 describi6 que el uso de diferentes
cepas de bifidobacterias condujo a una reduccibn de los agentes
periodontopatégenos clave del complejo rojo; niveles reducidos de citocinas
proinflamatorias (p. €j., interleucina [IL]1-B e IL-8) y niveles mas altos de citocinas
antiinflamatorias (IL-10); niveles aumentados de osteoprotegerina y niveles
reducidos de activador del receptor del ligando del factor nuclear kappa-B; y una
reduccion de la placa dental, sangrado al sondaje, pérdida 6sea y pérdida del nivel

de insercionlt18l,
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Bacteroides distasonis (Parabacteroides). Se ha demostrado que algunas
cepas de P. distasonis poseen propiedades antiinflamatorias tanto in vitro como in
vivo y reducen la gravedad de la inflamacion. Aunque hay varios estudios que
sefalan los beneficios de P. distasonis y su uso potencial como la préxima

generacion de probidticos19l,

Veillonella parvula. Son pequefas, generalmente no fermentativas, Cocos
gramnegativos, anaerobios estrictos. La importancia de Veillonella spp. en
infecciones humanas es incierto, y generalmente se consideran de baja virulencia.
Veillonella se ha encontrado en niveles elevados en sitios periodontales y pueden

preceder a la aparicion de mas bacterias periodontopatogenas!2%.

Porphyromonas spp. Es una de las bacterias patégenas de la periodontitis
mas estudiada, es anaerdbica gran negativa con una capacidad Unica para modular
el sistema inmunolégico, se considera un factor etioldgico principal en la progresion
de la enfermedad periodontal porque secreta varios factores de virulencia y
proteasas extracelulares (gingipaina), que destruyen los tejidos blandos que rodean
los dientes. En este mismo articulo se sugiere que revertir la disbiosis y aliviar la
inflamacion periodontal puede ayudar a reducir la degradacion de tejido y la pérdida

dentall*21],

41



Streptococcus  intermedius. Habitan preferentemente en zonas
subgingivales, las superficies interproximales de los dientes en pacientes con
periodontitis no tratada, donde después de la instrumentacion de la raiz periodontal,
no se informa que se produzca una disminucion en su tasa de deteccién. Aumentos
de adrenalina y noradrenalina lo que aumenta el riesgo en el desarrollo y progresién

de la periodontitis!1?2],

Actinomyces naeslundii. Estas especies son los formadores de placa mas
importantes entre los miembros del grupo Actinomyces. Muchas otras especies de
Actinomyces estan igualmente presentes en el placa supra y subgingival, lo que
sugiere su gran capacidad de crecimiento y adaptacién en los diferentes entornos
condiciones y teniendo en consecuencia un papel importante en la placa formacion
tanto supra como subgingival. A. odontolyticus/meyeri, A. israelii, A. dentalis,
aungue se aislaron con menos frecuencia que A. naeslundii, se encuentra con
mayor frecuencia en pacientes con enfermedad periodontal crénica, lo que se
relaciona a que pueden desempefiar un papel en el cambio de la composicion de

la placa entre salud y enfermedad!*23l.

Propionibacterium granulosum. Son bacterias grampositivas en las
infecciones persistentes que afectan la superficie apical extraradicular con
formacién de biopeliculas bacterianas. Las propionibacterium

anaerobias/aerotolerantes. Las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia
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en los conductos radicula, a menudo se ha aislado de infecciones tanto

intrarradiculares como extrarradiculares(4],

Al hacer la investigacion del rol que tienen las bacterias encontradas en este
proyecto de investigacidbn sobre la progresion de la enfermedad periodontal,
observamos algunos microorganismos protectores, pero también microorganismos
desencadenantes de la enfermedad. Esto puede ser que los marcadores que
caracterizan el proceso inflamatorio en individuos que desarrollan periodontitis sean
diferentes de aquellos que presentan gingivitis crénica y nunca evoluciona a
gingivitis. Hay diferencias en las proporciones medias de especies subgingivales
en muestras de sujetos con periodontitis y sujetos sanos en diferentes paises, lo
que puede estar relacionado con diferencias en la dieta, la genética, la
susceptibilidad a la enfermedad y la manifestacién(*?l, También se ha informado
que los lactantes, los nifios, los adolescentes y los adultos con un estado
periodontal clinicamente sano tienen un numero relativamente elevado de
patobiontes (114, Por lo tanto, la presencia de bacterias patdgenas periodontales no
es el Unico factor que afecta el desarrollo de la enfermedad periodontal.[®3 Sin
embargo, es necesario un estudio complementario al realizado para los sujetos de

nuestra comunidad.

43



Actualmente, la terapia de eleccion en el tratamiento de la
enfermedad periodontal es la eliminacion mecénica de la placa dental, que puede
ir acompafiada o no del uso de adyuvantes, como antisépticos y antibiéticos, pero
estos solo sirven de manera momentanea y no sirven como terapia a largo plazo o
incluso los tratamientos mecéanicos como los raspados y alisados solo mejoran de
manera temporal de los parametros periodontales si no se corrige la etiologia de la
enfermedad. Por lo que prevenir la disbiosis puede ser una alternativa Gtil por medio
de probidticos que permitan la reproduccion de microorganismos que mantengan
la homeostasisi®®l. Las terapias probidticas/prebidticas son intervenciones no
invasivas destinadas para alterar las comunidades de microbiota autdctonas para
mejorar la salud.*?81 Esto ya ha sido demostrado en estudios clinicos donde se usan

probidticos para mantener la salud periodontall127. 128],

Los probidticos para tratar las enfermedades periodontales, se pueden
encontrar en diferentes presentaciones como: tabletas, pastillas, pasta de dientes
y enjuagues bucales. Siendo las tabletas las mas utilizadas!'*?. Se tiene que
considerar que aparte de los beneficios y ventajas para la salud de los probiéticos,
puede haber poblaciones susceptibles, como personas inmunocomprometidas
(adultos mayores, mujeres embarazadas y bebés), personas con enfermedades
graves y pacientes hospitalizados. Los probioticos pueden afectar directamente al
huésped ademas de interactuar con microorganismos comensales[*3%, Por lo tal es
de suma importancia determinar la dosis terapéutica adecuada, Se requieren

estudios futuros el efecto a largo plazo de los probidticos!31,
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Definitivamente existe una necesidad urgente de un predictor mas sofisticado y
preciso de la enfermedad periodontal para poder identificar el inicio de la
enfermedad, ya sea por su simple presencia de ciertos microorganismos o por su
concentracion en relacion con los otros['32, Debemos centrarnos en comprender

mejor la patogénesis de la periodontitis.

Por lo tanto, la salud periodontal no debe considerarse Unicamente en el
contexto de los niveles y el control de la biopelicula, sino que debe abarcar una
consideracion y evaluacion holisticas de todos los factores responsables de la
apariciéon de la enfermedad, asi como de la restauracion y el mantenimiento de la

salud. [13¢]
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12. ANEXOS

12.1 Anexo 1: Morfologia bacteriana macroscopica.
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12.2 Anexo 2: APl 20 A

12.3 Anexo 3: API 20 Strep
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12.4 Anexo 4: Historia Clinica

Universidad Autdnoma de Chihuahua
Facultad de Odontologia
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CHITTUATIUA

Periodoncia
HISTORIA CLINICA
Fecha:
Datos generales.
Nombre: Edad: 1.5exo: F ™
e

Fecha de Nacimiento:

Ocupacion!Semestre en | Cel:
Curso:

Familiar cercanao:

Cel:

Datos heredofamiliares.

Familiares que tengan o hayan tenido enfermedades como:

1. Diabetes SilMo
i)
2. Hipertensidn SifMa
i)
3. Cancer SifNa
L
4. Hipertiroidismo SifNo
(0003
3. Hipatiroidismo SilMo
(ovem
& Sindromes SilNo
Tt ]
7. Hemaofilia SilMo
|oeazy

57

Antecedentes personales patologicos/ no patologicos

Padeces alguna de las siguientes condiciones:

8. Hipertension arterial
9. Hipotensidn arterial
10. Diabetes

11. Hipertiroidismo

12. Hipotiroidismo

13. VIH/ SIDA

14. Hepatitis

13. Hemofilia

1&. Depresidn

17. Hemorragias

18. Cancer

19. Alergias

20. Embarazo

SiNo
et

SilMo
[l

SiMo
et

SiMo
ovog

SilMo
e

Si'Mo

[Reebr-i)

SifMa
it

SifMa
[

SiMo
[l el]

SifNe
(o1m

SilMo
[onnE

SifMo
[t

SifMo
(9109

21.Uso de anticonceptivos orales

SilNo
2]

Cual:

Cual:



Habitos de higiene y alimenticios.

22 Tabaquismo

23. Bebidas alcoholicas

24. Cansume café

23. Consumo de lacteos

26.Visitas al dentista cada & meses
27 _Higiene bucal de 2 a 3 veces diarias
28.Usa de hilo dental

23_Uso de enjuague bucal

SiMo
19103]

SilMa
(22

SifMa
(3705

SiMo
e

SiMo
(ownE

SifMo
LEE

SiMo
(ownE

SilMo
(o

30. Uktima limpieza dental profesional realizada:

Cantidad diaria:

Cantidad y frecuencia:

Cantidad y frecuencia:

Cual y frecuencia:

Cual:
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12.5 Anexo 5 Consentimiento Informado

Universidad Auténoma de Chihuahua
Facultad de Odontologia

Maestria en Estomatologia Opcion Terminal
Periodoncia

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN ESTUDIO DE
INVESTIGACION BACTERIOLOGICA.

Titulo del protocolo: Andlisis microbioldgico de biopelicula de sujetos sanos
periodontalmente. Investigpadores Principales: C.D. Victor Algjandro Daniels Olivas,
C.D. Luis Alberto Campos Saénz

Sede donde se realiza el estudio: Facultad de Odontologia de la Universidad Autdnoma
de Chihuahua

Nombre del Pacienta:

Se le extiende la invitacidn para participar en este estudio de investigacion médica. Antes |
de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta liberiad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas
al respecto. Una vez que haya comprendido el estudio v si usted desea participar,
entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se |2 entregara
una copia firmada y fechada.

¢ De qué trata el estudio?

La periodontitis es una de las enfermedades bucodentales que mayor impacto tiene en
la salud de la poblacion, segun la Organizacion Mundial de la Salud, a marzo de 2022
afecta al 85% de la poblacion total mundial; es de origen inflamatorio y multifactorial,
donde el microbiota normal en cavidad oral al existir un estado de disbiosis {desequilibrio}
producen en diferentes estadios las enfermedades periodontales. La enfermedad se
manifiesta con sangrado o hinchazén de las encias (gingivitis), dolor y, a
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CHIFUAL

veces, halitosis. En su forma mas grave, las encias pueden separarse de los dientes y el
hueso de apoyo, lo que provoca que los dientes se aflojen y, a veces, caigan.

En la actualidad, sigue siendo una enfermedad que implica un desafio para el odontologo
general y el periodoncista, debido a la complejidad de las interacciones bacterianas y de
los factores que la pueden desencadenar.

Existen patogenos clave de la enfermedad periodontal que dan el quiebre hacia la
misma, entre ellos se encuentra la P. gingivalis, F. nucleatum, T. forsythia y T. denticola.
En base a estudios cientificos y microbioldgicos, se ha propussto que, aun presentando
factores desencadenantes claros, existen pacientes que no desarrollan la enfermedad y
se dirige como motivo a la competencia bacteriana que puede existir entre los diferentes
patbgenos orales.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El fin de esta investigacion es indagar sobre la composicion microbiolégica del biofilm
dental, en pacientes donde en base a criterios de inclusion y exclusion y a la clasificacion
de enfermedades periodontales de 2018, se les considere en estado de salud
periodontal, v dirigir el estudio de manera especifica a indagar sobre factores yio
microorganismos que se superpone tienen capacidad de disminuir la patogenia de los
microrganismos clave de la enfermedad periodontal.
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BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Al participar en la investigacion estard ayudando a comprender de manera mas clara el
impacto de los factores microbioldgicos y no microbiolbgicos sobre la salud periodontal,
para permitir posteriormente dar pie al desarrollo de terapéuticas basadas en la
informacion obtenida que puedan mejorar la salud periodontal de manera mas eficiente,
actualizada y oportuna.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

En caso de ser candidato para participar en el presente estudio, se le realizara el
siguiente procedimiento:

1. Llenado de historia clinica a profundidad, indagando sobre multiples factores
importantes para la veracidad del estudio.

2. Se realizard un sondeo o medicion, entre su diente v encia de manera superficial
para determinar que presenta salud periodontal.

3. Seletomaran de 2 a 3 muestras de biofilm periodontal, por medio de instrumentos
especiales para la toma, con la finalidad de obtener la mayor cantidad de biofilm
de la superficie dental.

4. La muestra se procesara por medio de técnicas microbiologicas, para permitir la
colonizacion en medios especificos de los microorganismos periodontales v
posteriormente analizar dichas colonias macroscopicamente ¥
microscopicamente.
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RIESGOS ASOCIADOS

Durante el sondeo v toma de muestras, existe la posibilidad de sentir ligera incomodidad,
dolor o presentar sangrado minimeo de la encia donde se recolecte la muestra, lo cual
disminuira inmediatamente o en cuestion de pocos dias.

ACLARACIONES

+ Su decisidn de participar en el estudio es completamente voluntaria.

+ Mo habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion.

+ La participacion en el estudio no le generara costo alguno.

+ Mo recibira pago por su participacion.

+ En el transcurso del estudio usted podrd solicitar informacién actualizada sobre el
mismo al investigador responsable.

+ La informacion obtenida en este estudio, utiizada para la identificacion de cada
paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad.

+ Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informade que forma parte de esie
documento.



