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A)

2)

D)

DETECTAR LA POBLACION BACTERIANA DE CAVIDAD ORAL POR
MEDIO DE FROTIS Y CULTIVOS EN UN GRUPO DE 50 PACTEN-

CES.

MICROBIOLNGIA ORAL

ALUMNAS: ASESORES:
MEDRANO GONZALEZ IRENE DR. RAUI, MORIN ZARAGOZA
MENDOZA GRANMADOS ALICIA DR. FERMINA RIVERA AGUERO

México, un pafs en vias de desarrollo, sufre actual-
mente un alto indice de natalidad dando como conse--
cuencia el factor llamado "Explosidn Demoerdfica" --
&5te a su vez presenta una serie de problemas de ti-
po econdémico, educativo, social v princinalmente de
salud, por lo que se han pueste en marcha programas
de salud piblica en las zonas marginadas v rurales.

Siendo la clinica Odontoldgica de E.N.E.P. "7ARAGO--

24" un modelo de servicio con un sistema de atencidn

modular, la cual presta atencidn a un tino de pobla-
cidn de un nivel socioecondmico medio baio, aue no -

cuenta con los recursos necesarios nara acudir a los

servicio~ médicos particulares. y la cual presente una

pran inctdencia de afecciones buco-dentales, brinda
por sus caracterfsticas especiales un amplio campo -
de investigaciones, siendo en 8ste caso la microbig

lorfa oral.
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F)
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Tomando en cuenta el alto porcentaje de enfermeda--
des infecciosas, observando durante el transcurso -
de nuestra estancia en esa escuela, fué motivo de -
inquietud el comprobar por medio de un trabajo de -
investigacidn cual flora microbiana bucal es la que
se presenta con mayor frecuencia en este tipo de po
blacidn y cual en determinado momento puede resul--

tar patbgenea.

0.T. observar y detectar en 50 pacientes de la zona
de influencia a E.N.E.P. "ZARAGOZA", por medio de -
frotis y cultivos, cuil es la poblacidn bacteriana
que se presenta frecuentemente.

Determinar un grupo de 50 pacientes en aparente - -
buen estado de salud.

Seleccionar dos subgrupos de 25 pacientes. 25 Pa---
masculinos y 25 pacientes femenidos.

Tomar dos muestras de cada paciente, De orofaringe
y en cavidad oral del cuello del diente 2do. molar
inferior permanente por su cara lingual.

Observar qué microorganismos forman la flora bucal.
Establecer el tipo de microorganismos encontrados -
y hacer una comparacidn con los resultados de las -

investigaciones ya elaborados.

El alto Indice de enfermedades infecciosas provoca-



H). -

das por la presencia de los microorganismos que se
encuentran normalmente en la boca, es provocada en
determinado momento por la susceptibilidad del hues
ped v el medio ambiente, que desencadenan la patoge

nicidad de éstos.,

Hojas de reglstro Cajas de registro
I30po0s Asas metdlicas
Abatelenguas Mecheros

Thos de ensayes Fenol al 10%
Gradillas Algonddn

Medios de transporte de Stuart.

Medios de Enriquecimiento

Selectivos:

Caldo para la seleccidn de Estreptococos
Caldo Lactosado

Caldo de bilis y verde brillante

Caldo nutritivo con inhibidores para MO G +

taldo de dextrosa Sabouraud

Medios de enriquecimiento No Selectivo:

Caldo nutritivo.

De acuerdo al tipo de microorganismos se utilizardn
los medios de enriquecimiento favorables para su de-
sarrollo, Por lo tanto se procederd a cultivar los -

microorganismos de la siguiente manera:




J)

Base de Agar Sangre

Base de Agar Sangre con PH bajo ESTREPTOQCOCOS

( En estos medios investigar la presencia de  NEUMOCOCOS
Estreptococos hemoliticos)

Agar de Eosina y Azul de Metileno ESTEROBACTERIAS

Agar de Estafilococos No. 110

Agar de Sal y Manitol

S. AUREUS

Agar de Vogel Jonhson OTROS MICROCOCOS
Base de Agar Baird Parker
Agar Bigpy C4NDIDA

ALRBICANS
Agar de Thayer y Martin
Agar Chocolate enriquecido
Incubar 48 hrs. a 35°c en NEISSERIA

atmdésfera de CO02.

Agar de Lowenstein-Jensen

MYCOBACTERI''™
Incubar a 35°C hasta 8 semanas.

Fecha tentativa de inicio, lo, de febrero

Fecha tentativa de terminacién, 31 de agosto

Las actividades se realizarfn de la siguiente forma:

Los primeros cuatro meses se dedicardn a la toma y cultiv-

de las muestras, as{ como su interpretacidn,In los siguien-
tes tres meses se recopilarin v redactarin los datos de la

parte tebrica de la tésis,
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Se realizd un estudio bacterioldgico en la regidn dental --

( primer molar inferior derecho) y en la regidn faringea de
50 pacientes, que se seleccionaron al azar, de ambos sexos -

y de 20 a 50 afios de edad; que acudieron a solicitar trata--
miento a la Clinica Dental de la Escuela Nacional de Estudios

Profesionales " Zaragoza".

El muestreo se realizd en condiciones asépticas al emplear -

instrumental odontoldgico estéril.

Se utilizaron medios de cultivo selectivos y diferenciales -
para el aislamiento de las bacterias, y se realizaron frotis
Gram y Zielh-Neelsen, asi como pruebas bioqufmicas para la -
identificacidn de los microorganismos que se aislaron. Asimis
mo, se tomaron en cuenta caracteristicas morforldgicas macro

y microscbpicas.

La clasificacidn de las bacterias que se aislaron se basd --

en el manual Bergey ( 1974 ),

Entre los microorganismos que se aislaron se encuentran los -

de los siguientes péneros y especies: Stpreptococcus ( hemolf-

ticos y no hemoliticos), Staphviococecus ( codguldsa negatives)

e te e e b s, —aan

Staphylococcus aureus,Lschecichia coll, Neisséria, Pseudomo--

nas, Pneumococcus pneumoniae, Candida albicans, Salmonella, -

Mycobacterium y Haemophjlu-.




Este estudio es importante, por el aislamiento de microorga-
nismos patdgenos en pacientes sanos, que no presentaron sig-
no alguno de enfermedad bucal y por ello pueden considerar-
se portadores asintomdticos de los microorganismos que se -

aislaron.

La presencia de estos microcrganismos patdgenos en las re--
giones de estudio, implica la posibilidad de infeccidn "opor
tunista" no sblo a nivel bucofaringeo, sino también a nivel

sistémico.

El aislamiento e identificacién de estos microorganismos es
importante no sblo para la evaluacibén del padecimiento, sino
también para normar la terapéutica y sobre todo, la preven--

cibn.
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Detectar y analizar la poblacidn bacteriana de la regidn farin-
gea y dental ( primer molar inferior derecho ), de 50 pacientes
en la zona de influencia de la Clinica Dental de la Escuela Na-

cional de Estudios Profesionales "Zaragoza".

Determinar la frecuencia de microorganismos en la regidn buco-

faringea en 50 pacientes,

Correlacionar los microorganismos que se aislaron, con las en-
fermedades bucales infecciosas y sistémicas que se presentan -
mds frecuentemente en los pacientes que asisten a la Clinica -

Dental de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales "Zara-

goza".
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Aunque la mayorla de las faringitis son provocadas por la -
presencia de virus, tanto en los adultos como en los nifios,

al alcanzar en el hombre una frecuencia de 90 a 95% y en --
los menores de edad del 80 al 85%, es importante también --
el estudio de las bacterias en la regibn faringea, tanto de
los microorganismos componentes de la flora normal como de

aquéllos con accidn patégena. El estudio de microorganismos
que presentan capacidad patogénica definida, es importante,-
ya que su presencia implica la potencialidad latente de pro

duccidn de enfermedades,

La formacifn de la placa dento-bacteriana se debe principal-
mente a la acumulacidn de bacterias que se fijan por la mucina
que recubre todas las superficies bucales, en las estrias y fi
suras anatbmicas micro y macroscbpicas del esmalte. Se inicia
asi, la multiplicacibn de estas bacterias para formar una po-

blacibn heterogénea que varfa con el tiempo y la dieta del in

dividuo.

Entre los elementos bucales que propician el desarrollo de los
microorganismos se encuentran: el agua, la mucina, ciertas sa-
les minerales, la glucosa, la urea, etc., asi como el aporte -
transitorio de los ali{mentos que se ingieren y cuyos remanen-~
tes que se acumulanh entre los dientes, constituyen una fuente

de energia y nutricibn.




A pertir de la sacarosa, las bacterias sintetizan polimeros

de glucosa, extracelularmente, llamadas dextranas, cuyas --
carvacteristicas adhesivas, junto a los mucoides sali;ales,—
logran pegar firmemente la placa al diente. Ademds se forman
otros polimeros llamados levanas due segln Critchler y Hartles
(Bayona,1972), son los principales proveedores de monosacdri-

dos, que por la actividad bioquimica de las bacterias presen-

tes, se transforman en dcidos ( Ver figura I ).

Segln Loe 1965 (Bayona,1972), la placa inmadura o transitoria
~e caracteriza porque posee baja diversidad de microorganismos,
no llega a mineralizar, se puede eliminar al cepillarse, y en
pocas horas se puede volver a formar. Con el tiempo y el desa-
seo bucal, la placa prolifera. Aumenta asi el nlmero de micro-

organismos y su variedad, y con el tiempo buede dar lugar a una

gingivitis.

El primero en observar la placa dento-bacteriana fue Leeuwen-
hoek en 1643, a la que llamd " Materia Alba " ( Bayona 1972 ),
De hecho, realizd el primer dibujo de bacterias de la cavidad
bucal ( saliva ) del hombre, que se conoce con el nombre de --
"Levenda Dierkens" ( De Kruif, 1979), Sin embargo, Black (1968),
la relaciond con una sustancia "gelatinoide"” que encontrd en -
las lesiones cariosas y que se formaba en medios de cultivo -
con gacarosa, por lo que la llamé "hongo de caries".

Snyder en 1955, realizd estudios de los polisacdridos presen--




- tes en la placa dental. Mis tarde, Bibbons et al, en 1962,lo
relacionaron directamente con el proceso de caries dental (Fitz

gerald, 1870).

Desde 1963, Burnerr y Scherp (1972); Gibbons et al (1972); So-
cransky et al. (1972); Howell et al ( 1972 ), Handleman y Hess
(1972) y otros que cita Bayona (1972), realizaron estudios de -
las bacterias presentes en la placa dento-bacteriana y encontra

ron que los Streptococcus son los microorganismos mds numerosos

al constituir el 50% de la flora presente., Otros tipos de micro
organismos se presentan en porcentajes menores. como son los mi
crococos, las neisserias, las veilonelas, los lactobacilos, las
corinebacterias, las espiroquetas, los actinomicetos, las nocar

dias, bacterionemas, fusobacterias, bacteroides y las candidas.

Ritzs en 1976 y 1969 ( Bayona,1972 ), sefiala que la acumulacidn
de los microorganismos en las placas, sigue una secuencia definj
da al predominar los aerobios en las etapas iniciales que luego
son reemplazados al crecer la placa, por los tipos anaerobilos vy

facultativos.

Otras investigaciones sobre la placa dental se refieren princi-
palmente a estudios que se relacionan con el proceso de caries

dental, formacibn de sarro y padecimiento parodontal (Bahn 1970),

Dommer y Babett (1972), seflalan que los bacteroides que se con-

sideran microorganismos de la flora normal del tracto respiratorio,




se presentan en altas concentraciones en pacientes con ca--=-

ries, periodontitis o cualquier otro padecimiento paradontal.

Neugeboren (1972), estudia la incidencia de Candida albicans

en saliva de varios pacientes, y llega a la conclusidn de que
este microorganismo presenta una variacidn importante que de-
pende de la hora del dia, principalmente, antes de los alimen
tos; y sefiala que juega un papel importante en las enfermeda-

des dentales, principalmente estomatitis e hiperplasia papilar.

Roger (1973), realiza un examen dental en 50 pacientes que se
seleccionaron aleatoriamente en Australia Central, para estu-
diar la presencia de especiss de estreyptococos, y encuentra -
~ue estos microorganismos no estfn presentes en individuos sin
caries dental, pero s{ se encuentran en un 52% en pacintes -
con caries activas. Esto haoe suponer que existe una estrecha

relacidn entre estos microorganismos y la caries dental.

Beveridge (1973), analiza la incidencia de especies de difte-
roides anaerohbios en la placa subgingival de 79 pacientes, --
¥y encuentra que estos microorganismos se presentan en un 26%
en pacientes con enfermedides pariodontales y en un 4% en pa
cientes con gingiva normal y sefala que no se observa un in-
cremento de espec ies de difteroides en enfermedades perindon-

tales m&s avanzadas.

Gilmore et al (1973), sefalan que la cantidad y tipo de micro-




organismos que constituyen la placa dependen del régimen dia--
rio de higiene bucal. El mismo autor realiza estudios con 22 pa
cientes, de los cuales 7 son susceptibles a desarrollar caries
y a formar una placa gelatinosa delgada.

Los otros 15 pacientes desarrollaron una placa similar atribui-

da a organismos de la especie Streptococcus salivarius, los cua

les no ce volvieron a aislar después de dos semanas de higiene

bucal.

Kilian (1975), comenta que los microorganismos del género Hae--
mophilus, bacilos facultativos, Gram negativos, son importantes
en los estudios de la microflora de la cavidad humana, ya cue --
los 31isld de placa dental y saliva de varios pacientes; y sefia-
la cue estos microorganismos se encuentran mids en las placas --

dento-bacterianas que en saliva. No se aislaron microorganismos

de la especie H,influenzae.

Los organismos de la especie H. parainfluenzae se aislaron prin
cipaimente en saliva, mientras que en la placa dental se aisla-
ron microorganismos de la especie H. segnis; los cuales no for-
man placas in vitro. El mismo Kilian, sefala que los factores -
que determinan la predileccidn de estos microorganismos en dife

rentes regiones aln ge desconaca.

Es importante comentar también la exict.ncia de un antagonismo




2ntre las bacterias que constituyen la placa dental.

Donoghue (1975), aisla cuatro cepas bacterianas de una placa
dental humana, casi todas pertenecientes al género Streptoco-
ccus, las cuales ejercian una actividad inhibitoria entre si.
Usta actividad antagonista, se debe principalmente a la produc
cidn de 8cidos l8tico y acético, y se pierde en ausencia de --

azlicares, como sucede en el caso de Streptococcus mutans, -

~uyo desarrollo se inhibe en presencia de microorganismos que
producen perdxido de hidrdgeno. Existe, por lo tanto, una com-
petencia inhibitoria que depende de los microorganismos pre~--

sentes vy del sustrato sobre los cuales actfian.

Dummet (1975), demuestra que Bacteronema matruchotti es capaz

de producir in vitro, a partir de una proteina enzimdticamente
inactiva e insoluble en agua, cdlculos; y que esta formacidn -
se inhibe en presencia de una alta concentracidnm de polimeta--

frsfatos que se encuentran en los grinulos metacromdticos.

En 1971 en Yugoslavia, Hoffman (1975), realiza un estudio mi--
crobioldgica en 30 nifios y encontraron que el 23% de la flora

.que se ajsld pertenece al gnero Diplococcus pneumoniae, Este

microorganismos también se encuentra en la gingiva lingual: -
sin embargo, en mandibula anterior no est&n presentes., La ---
frecuencia de microorganismos del género Diplocuceus oneumc--

niae en pacicntes con enfermedades paradontales sugiere que -
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estos microorganismos actlian como oportunistas.

Wittgow (1978), realiza en 33 pacientes entre 15 y 36 afios de
edad, estudios de la flora micrcbiana en dientes aparentemen-
te sanos con necrosis pulpar y confirman la presencia de bac-
terias, principalmente bacilos Gram negativos anaerobios en -

un 67% en los dientes que se analizaron.

Hoover y Newbrum (1980), estudiaron la composicidén quimica --
y microbioldgica de la placa dental en pacientes con intole--
rancia a la fructuosa y dieta restringida, y compararon sus -
resultados con Los andlisis de pacientes sin ningfin control -
dietdtico. La composicidn quimica de ambos grupos no presentd
diferencias importantes; en cuanto al aspecto bacterioldgico,

se alslaron microorganismos de la especie Streptococcus san--

guis en ambos grupos, con la misma frecuencia, mientras que -
la incidencia de los microorganismos de la especie Streptoco-
ccus mutans y del génerc lactobacillus,fue mayor en pacientes
sin control dietético. Esto implica que la dieta (sacarosa en

particular), tiene influencia en la colonizacifn y multiplica

cidn de organismos caviogénicos en la placa dento-bacteriana.

Hamada (1980), reali .. un estudio de la presencia de Strepto-
coccus sanguis en 1a placa dental de 64 pacientes y dan una -

clasificacibn inmunuliévica de las cepas.

Slots y Reynoldu (1480), senalan gue los microorganismos de -




la especie Actinobacillus actinomycetemcometams, hacilos «w-

facultativos iram negativos, se asocian a infecciones orales

severas.

Por estas razones, se decidid realizar un estudio de la flo-
ra presente, principalmente de bacterias patdgenas, en la re-
gidn faringea (exudado faringeo) y en diente (prihev molar in
ferior derecho), en 50 pacientes de la Clinica Dental de la -
E.N.E.P. Zaragoza, y relacionar las bacterias presentes con -
las enfarmedades a nivel sist@mico que se observan mds frecuen

temente en esa zona de influencia de la E.N!E.P. Zaragoza.
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MATERIALY METODOS

ANEXO 1.

MATER AL

Lguapa

Autac fave

Algnddn

Asas de siembra

Balanza granataria

Bomba para vaclo de doble paso, de desplazamiento de 25 1t
por minuto.

Cajas de Petri Pyrex (100 x 7 mm).

Centrifuga

Gradis las metalicas

Incubiadora equipada con dispositivo meganico para la circu-
lacidn de aire con termostato y termdmetro ( 35°C ).
Matraces Pyprex de 1,000 , 500 y 300 ml.

Mechero de alta temperatura para siembra.
Microscopio

Pape! de aluminio

Pinzas

Pipetas graduadas Pyrex de 1,5 y 10 ml,

Portaobjetos

Probetas graduadas Pyrex de 1,000 y 250 ml.

Refrigerador ( 4°C )

T™ubor de ensaye Pyrex con tapdn de rosca (25 x 150 mm ),
vaso de precipitado.



2.

.- 28 --

Medios de Cultivo

Agar Baird-Parker

Peptona de Caseina 10.0
Extracto de Carne 5.0
Extracto de Levadura 1.0
Cloruro de Litio 5.0
Agar 17.0
Glicina 12.0
Piruvato de Sodio 10.0

pH final 6.8 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C,

Agar Biggy

Citrato de Amonio y Bismuto 5.0
Sulfito de Sodio 3.0
Dextrosa 10.0
Glicina 10.0
Extracto de Levadura 1.0
Agar 16.0
Agua destilada 1,000

pH final 6.8 + 0.2,
No esterilizar en autoclave

Agar Chocolate

Infusibn de Mlsculo Cardiaco 375.0
Reptona de Carne 10.0
Cloruro de Sodio 5.0

Agar 15.0

@ M 09 & 0« 0m

m M m -0 @ M

ml.

[ - S = B ¢ S B+ ]




Agua destilada 1,000 ml.

pH final 7.3 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.

Afiadir a 80°C, 5 ml de sangre desfibrinada y estéril de conejo.

Agar Chocolate Enriquecido

Infusidén de Misculo Cardiaco 375.0 g
Reptona de Carne 10.0 g
Cloruro de Sodio 5.0 g
Agar 15.0 g
Agua destilada 1,000 ml.

pH final 7.3 +_ 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.
Afiadir a 80°C, 5 ml de sangre desfibrinada y est&ril de conejo.

A 4%°C, afadir 5 ml de reactivo de polienriquecimiento.

Agar Dextrosa y Papa

Infusidn de Papa 200.0 g
Dextrosa 20.0 g
Agar

Agua destilada 1,000 g

pH final 5.6 + 0.2

Se esteriliza a 15 1lbs de presién, durante 15 minutos a 121°C.

Agar para estafilococo No, 110

Extracto de Levadura 2,5




Zaptona de Caselna 10..0 g
Gelatina 30.0 g
Lactosa 2.0 g
D-Manitol 10.0 g
Cloruro de Sodio 75.0 g
Fosfato Dipotasico 5.0 g
Agar 15.0 g
Agua destilada 1,000 g

pH final 7.0 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn,durante 15 minutos a 121°C.

Agar Levine con Eosina y Azul de Metileno

Rptona de Gelatina 10.0 g
Lactosa 10.0 g
Fosfato Dipotdsico 2.0 g
Agar . 15.0 g
Eosina 0.4 g
Azul de Metileno 0.065 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 7.1 # 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn,durante 15 minutos a 121°C,

Agar de Lowenstein-Jensen

Fosfato Monopot8sico 2.560 g
Sulfato de Magnesio 0.24 g
Citrato de Magnesio 0.60 g
Asparagina 3.60 g
Harina Jde papa 30.00 8




veprde Malaquita 0.40 g

Se esteriliza a 15 1lbs de presidn, durante 15 minutos 121°C.

Agar Mac-Conkey

Peptona de Gelatina 17.0 g
Mezclas de Peptonas 3.0 g
Lactosa 10.0 g
Mezrla de Sales Biliares 1.5 I
Cloruro de Sodio 5.0 g
Agar 13.5 g
Rojo Neutro 0.30 g
Cristal Violeta 0.001 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 7.1 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.
pH final 7.1 # 0.2
Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.

Agar de Lowenstein . Jensen

Fosfato Monopotisico 2,50 g
Sulfato de Magnesio 0.24 g
Citrato de Magnesio 0.60 g
Asparagina 3.60 g
Harina de Papa 30.00 g
Verde Malaquita 0.u40 g

Se esteriliza a 1% Lbs Jde presidn,durante 15 minutos a 121°C,

Agar Mac-Conkey



Peptona de Gelatina 17.0 g
Mezcla de Peptonas 3.0 g
Lactosa 10.0 g
Mezcla de Sales Biliares 1.5 g
Cloruro de Sodio 5.0 g
Agar 13.5 g
Rojo Neutro 0.03 g
Cristal Violeta 0.001 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 7.1 ¢ 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, dura.te 1: minutos a 121°C,

Agar para Salmonella y Shigella

Extracto ‘'de Carne 5.0

g
Mezcid de Peptonas 5.0 g
Lactosa 10.0 g
Mezcla de Sales Biliares 8.5 g
Citrato de Sodio 8,5 g
Citrato Férrico 8.5 g
Agar 1.0 g
Rojo Neutro 13.5 g
Verde Brillante 0.330 g
Agua degtilada 1,000 ml

pi tinal 7.0 + 0.2

No se¢ esteriliza en autoclave

Agar Sal y Manitol



Extracto de carne 1.0
Mezcla de Peptonas 10.0
Cloruro de Sodio 75.0
D-Manitol 10.0
Agar 15.0
Rojo de Fenol 0.025
Agua destilada 1,000

pH final 7.4 + 0.1

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.

Agar Sulfito y Bismuto

Mezcla de peptonas 10.0
Extracto de Carne 5.0
Dextrosa 5.0
Fosfato Dipot8sico 4.00
Sulfato Ferroso 0.300
Indicador de Sulfito de Bismuto 8.0
Verde Brillante 0.025
Agar 10.0
Agua destilada 1,000

pH final 7.5 + 0.2

No se esteriliza en autoclave

Base de Agar Sangre

Infusidn de Mfisculo Cardiaco 3756.0
Peptona de Carne 10.0
Cloruro de Sodio 5.0

| K’ R K K X ® W 0«




Agar 15.0 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 7.3 + 0.2 -

Se aesteriliza a 15 lbs. de presidn, durante 1% minutos a

121°C. Afadir a 45°C. ml. de sangre desfibrinada estéril

de conejo.

Agar verde brillante

Extracto de Carne 3.0

g
Mezcla de Peptdnas 10.0 g
Cloruro de Sodio 5.0 g
Lactosa 10.0 g
Sacarosa 10.0 g
Rojo Fenol 0.08 g
Agar 20.0 g
Verde Brillante 12.5 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 6.9 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°

Medio CTA

L-Cigtina 0.500 g
Peptona de Caseina 20.0 g
Agar 2.500 g
Cloruro de Sodio 0.500 g
Sulfito de Sodio 0,600 g
Rojo de Fenol 0.017 g

Agua deswtilada 1,000 ml
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Agrar Je Citrate d4e Simmons

Fosfato Deshidrogenddo de Amenio

Fosfate Dipot@sico
Clerurce de Sodio
Citrate de Sodio
Sulfatc de Magnesic
Agar

Azul de Bromotimol
Agua destilada

pH final 6.9 + 0.2

Se wvsteriliza 4 1?2 1bs de presidn, durante 15 minutos a 115°C.

1.00 g
1.00 g
5.0 4
2.0 g
1.20 4
15.00 g
0.08 g
1,000 ml

S0 esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.

Medic Yoges Proskauer-Rojc de
Mecsvla de Pantonas

Dextrosa

Fosrato de Potasio

Agua destilada

rl final

SR

Se esteriliza a 15

Medio SIM
Peptona de Casn{na
Peptona de Carne
Sulfato de Hierro y Amonic

Tiosulfate de Sodio

1bs de pras

)

Metilo
7.0 g
5.0 g
5.0 g
1,000 ml

n,durante 15 minutos a 118°C,

g
6.1 g
0.2 g
0,2 £



Agar 3.5 g
Agua destilada 1,000 ml
pH final 7.3 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presidn, durante 15 minutos a 121°C.

Caldo de Selenito de Sodio

Mezcla de Peptonas 5.0 g
Lactosa 4.0 g
Fosfato de Sodio 10.0 g
Selenito Acido de Sodio 4,0 g
Agua destilada 1,000 ml
pH final 7.0 ¢ 0.2

No se esteriliza en autoclave.

Medio de Transporte de Stuart

Agar 3.0 g
Tioglicolato de Sodio 1.0 g
Glicerofosfato de Sodio 10.0 g
Cloruro de Calcio 0.1 g
Azul de Metileno 0.002 g
Agua destilada 1,000 ml

pH final 7.4 + 0.2

Se esteriliza a 15 lbs de presibn, durante 156 minutos a 121°C,

Caldc Urea
Upea 20.00 g
Fosfato Monopot8sico 9.10 g

Fosfato de Sodio 9,60 g




Extracto de Levadura 0.10 g
Rojo de Fenol 0.01 g
pH final 6.8 + 0.2

Se esteriliza en autoclave, de 5 a 8 libras de presidn du-

rante 15 minutos.

Colorantes
Tincidn Gram

Solucidn "stock" de cristal violeta

Cristal Violeta 20.0 g
Etanol al 95%° 100 ml
Solucidn "stock" de oxalato

Oxalato de Amonio 1.0 g
Agua destilada 1.00 ml
Solucidn de Lugol

Cristales de Yodo 1.0 g
Yoduro de Potasio 2.0 g
Agua destilada 240 ml
Solucibn acuosa de Bicarbonato de Sodio al 5%... 60 ml.
Decolorante

Etanol al 95% 260 ml
Acatona 250 ml
8afranina

Safranina 0 2.5 g
Etanol al 95% 100 ml

Tincién Ziehl-Neelsan




X

Carbolfucsina

Fucsina bisica 0.3
Etanol al 95% 10
Cristales de Fenol Licuados 5
Agua destilada 95

Aleohol Acido
Acido Clorhidrico concentrado 3
Etanol al 95% 97

Colorante de Contraste

Azul de Metileno 0.3
Agua destilada 100
Soluciones

Solucidn de Formol al 10 % p/v

Fenol 100.0
Agua destilada 900
Reactivos

Medio de Enriquecimiento de Telurjto Bacto EY.
Polienriquecimiento BioXon Liofilizado

Huevos

Solucidn de Rojo de Metilo

Rojo de Metilo 0.1
Estanol al 95% 3oo

Agua destilada 200
Reactivo de Ehrlich para la prueba de Indol
Paradimetilaminobenzalaldeh{do 2,0

Etanol al 95% 190
Acido Clorhfdrico concentrado 4o

ml
anl
ml
ml

ml

ml

ml

ml

ml
ml
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Reactivo de Alpha-Naftol
Alpha-Naftol

Etanol al 95%

Hidrdxido de Potasio al 40%
Hidrbxido de Potasio
Agua destilada

Creatinina

Suero de conejo

95 ml
40.0 g

60 ml

0.3 g

Sangre desfibr'nada y estéril de conejo

Acelte de Inmersidn.
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MUESTREQ

Se realizd un muestreo cada 15 dias desde el mes de fe-
brero hasta el mes de junio de 1981, en la clinica den-
tal de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales --

"Zaragoza', UJ.N.A.M.

En cada muestreo se analizaron cinco pacientes al azar,
de ambos sexos, que acuedieron a solicitar atencidn den
tal.

La toma de muestras se realizd en la regidn faringea --
y en la regidn cervical del primer molar inferior dere
cho de cada paciente. En total se realizaron diez mues-
treos y se analizaron 200 muestras, 100 de la regidn --

faringea y 100 de diente.
TOMA DE MUESTRAS

L.as muestras se toman con hisopos de algoddn que se es-
terilizan previamente a 1% libras de presidn y 121°C --
durante 1% minutos. Antes del inicio de la terapia den-
tal, se coloca al paciente en posicidn horizontal para
obtener mayor visibilidad de la regidn en estudio,

Al ayudarse con el espejo bucal, se toma el hisopo en
condiciones as@pticas y se frota la regidn de interés
con movimjentos rotatorios sin tocar con el hisopo la
lengua, labios, ni otros anexos de la cavidad bucal -

del paciente.
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Una vez que se tome la muestra se coloca el hisopo en un
tubo de vidrio que contiene el medio de transporte de --
Stuart y el medio con Caldo Selenito de Sodio (ver anexo

1) y se llevan a incubar a 35°C, durante 24 horas.

METODOS PARA EL EXAMEN MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS.

Examen Microscdpico.

Después de incubar las muestras se realizan frotis Gram

vy frotis Ziehl-Neelsen y se observan al microscopio a -

10 X, 40 X y 100 X, para estudiar la morfologia microsecd

pica.

Cultivos

Se toman indculos de los tubos con el medio de transpor-
te de Stuart y se siembra por el método de estria cruza-
da en cajas de Petri con los siguientes medios: Agar Biggy,
Agar Chocolate enriquecido, Agar de Lowenstein-Jensen,Agar

de Mac Conkey, Agar de Sal y Manitol y Agar Sangre (Ver -

anexo 1).

De los tubos con Caldo de Selenito de Sodio, se toman ind
culos con el asa estfril y se siembran las cajas de Agar

de Salmonella vy Shigella, Agar de Sulfito y Bismuto y -~

Agar Verde Brillante ( ver anexo 1),

fas cajas se incuban a 35°C, durante 24 horas. Desples de
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la incubacidn, se observan las colonias que crecieron so-

bre los medios para estudiar la morfologia microscdpica.

Se realizaron frotis Ziehl-Neelsen con las colonias que
crecen en el medio de lowens+ein-Jensen y frotis Gram co
las colonias que presenten caracteristicas morfoldgicas
distintas en los diferentes medios que se utilizaron.

Las cajas en las que no se observd crecimiento, se vuelven
a incubar otras 24 horas a 35°C. Si despuds de este tiem-

po no hay crecimiento, se descartan las cajas.

Identificacién

La identificacidn de los microorganismos que se aislaron -
se realiza al tomar en cuenta las caracteristicas macroscd
picas de las colonias que se desarrollaron en los medios de
cultivo, sus caracteristicas microscdpicas y pruebas bioqui

micas.

Caracteristicas Macroscdpicas Coloniales:

Se observan las siguientes caracter{sticas:forma, tanafio,-
color, elevacidn, bordes, aspecto, consistencid, superfi--
cie, y luz transmitida de 1la coloniaj las cuales dependen

del] medio en que se desarrollaron,

Caracteristicas Microschpicas,
Se realizb un examen dirvecto al microscopio con los frotis

Gram y Ziehl-Neelsen que se preparan con las colonias que

8€ alslaron y se observan sus caracter{sticas microscbpicaea:




Morfologia. - cocos: cocos aislados, diplococos, tetradas,-
estafilococos, estreptococos y sarcinds; varias formas ---

de espirilos y formas de involucidn.

Tincidn.- Gram positivos, GSram Negativos; microorganismos

dcido-resistentes.

Pruebas Bioquimicas.

Se realizaron pruebas bioquimicas del grupo IMVIC ( Indol
Rojo de Metilo, Voges-Proskauer y Citrato) y Urea; con --
aquellas colonias aie por su morfologia colonial vy carac-
teristicas microscdpicas pertenecen a la Familia Entero--
bacteriaceae ( Ver anexo 1 ).

Otras Pruebas Bioquimicas.

A las colonias que presenten caracteristicas macroscdpi--

cas y microscdbpicas tipicas de Staphilococcus aureus, se

resiembran en tubos ~stériles (15 1bs. de presibn y 121°C,
durante 1% minutos), que contienen plasma-de conejo esté-
ril y se incuban de 3 a 6 horas a 35 °C, para realizar la

prueba de coagulasa.

Las reacciones de fermentacian se realizan al utilizar el
medio de Cistina Tripticaseina v carbohidratos (glumsa,

maltosa, sacarosa y lactosa).(Ver anexo 1).




Manual de Procedimientos de laboratorio y de
productos BBL. Beckton § Dickinson de México,
S.A. 5a. Ed., Editores Asociados,S.A.: M&xi--
co,D.F.

Manual de Medios de Cultivo Bioxon. Bioxon --
de Mé&xico,S.A.: Oaxaca, México.

Neugeboren, N., R.J. Nisengerd, E.H. Beuner -
1972, Control of cross contamination. Jade --
85: 123-172,

Norris, J.R.,, y D.W. Ribbons. 1974, Methods -
in microbiology. Volume 3A. Academic Press --
Inc.: London.: 505 pp.
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RESULTADOS

Los resultados de este estudio aparecen en la tabla 1 y en los

diagramas I y II.

De las 200 muestras que se analizaron, se aislaron en total, -
13 cepas de microorganismos, que se identificaron hasta el ni-

vel de género y 3 hasta el nivel de especie.

Como se puede observar la tabla niimero I, estos género corres-

ponden a: Streptococcus ( hemoliticos y no hemoliticos ); Pneu-

mococeus, Micrococcus, Staphyldcocecus ( coagulasa positivos y -

coagulasa negativos ), Neéisseria, Salmonella, Mycobacterium, ~--

Pseudomonas, Haemophilus,Escherichia coli y Candida aYbicdns.

Se encontraron asimismo, microorganismos del género Baecillus --

( Gram Positivos ), no patdgenos.

Los microorganismos que se aislaron, se identificaron y clasifi

caron al tomar en cuenta las especificaciones del manual Bergey
(1974).,

Los microorganismos del género Streptococcus se clasificaron en
dos grupos, al tomar en cuenta sus caracteristicas de hemdlisis

en Agar Sangre ( Ver anexo 1 ).

Los Gnicos microorganismos que se identificaron hasta nivel de-

especie fueron, Staphylococcus aureus, al realizar las pruebas -

de coagul asa; Escherichia coli, la cual se identifich al utili-

zar pruebas bioquimicas del grupo IMViC, y los microorganismos

de la especie Candida albicans.




En orden de frecuencia se enuncian a continuacidn los géneros
o especies que se aislaron ¢on mayor frecuencia ( Ver diagra-

ma I ). Streptococcus ( no hemolitico ), Pseudomonas, Neisse-

ria, Pneumococcus y Staphylococcus aureus . Mientras que en

el exudado faringeo Pseudomonas,Streptoccccus ( no hemolitico!,

Staphylococcus ( coagulasa negativos ) y Neisseria, fueron --

las especies que se presentaron mids frecuentemente ( Ver dia-

grama IT ).




FRECUENCIA DE LOS MICROORGANISMOS QUE SE AISLARON

DE DIEENTE Y EXUDADO FARINGEO &N 50 PACIENTES

MICROORGANISMO

FRECUENCIA DE MUESTRAS
POSITIVAS EN PACIENTES

DIENTE EXUDADO
PRIMER
MOLAR INF. [FARINGEO
DERECHO
Streptococcus Hemoliticas 2 !
Streptococcus No Hemoliticas ] 21
Pneumococcus 3 5
Micrococcus 8
Staphylococcus Cooqﬁlioﬁrs’d" '3 16
P.Staphylococcus Aureus 3 ! -
Neisseria B 8 12
Escherichic Col 8 (]
Saimonelia T 5
Mycobacterium - 2 3
Pseudomonas 19 25
Condida Albicans 4 9
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MICROORGANIS MO
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DIAGRAMA I

FRECUENCIA DE LOS MICROORGANISMOS QUE SE AISLARON

DE LA PLACA DENTO- BACTERIANA DE 50 PACIENTES

MICROORGANISMOS: DIENTE

Slreptococcus hemoliticos 2

Streptococcus no hemolitigos 18

Neumaococcus 13

Micrococotecus 5

Stophylococcus coogulasa + 3

Staphylococcus cogguiasa — 13

Nelsserio 15

Escherichia coli 8
Salmane la '7

Mycobacterium ?

Pseudomunas 19

Candid_o alblcc_r:s_ q

+
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bbb bbbt -
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DIAGRAMA II
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FRECUENCIA NE LO5 MICROORGANISMOS QUE SE AISLARON EN EL

e X1JDADQ FARINGEO DE 50 PACIENTES

MICROORGANISMOS

Streptacoccus hemoliticos

Streptococcus nohemoliticos
neumacoccus
Staphyiococtus coaguluso -

Staphylococtus aureus

Neisseria
Escherichia coli
Saimonello

Mycobacterium

Pseudumonas

"andida olbicans

2l

TSR ||5 A RPN 522524?!5

frecusncic de musstros posillvas



ESQUEMA T

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS EN ESTUDIO

Exudado Foringeo y Diente ¢
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ESQUEMA II

Grom

Micrascopic
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¢ 3% °¢

Incubor de 24 0 48
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS EN ESTUDIO
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Rira realizar el anflisis de los resultados que se obtuvieron,
debe considerarse lo siguiente: los pacientes que acudieron a
la clinica se seleccionaron aleatoriamente, la edad de estos

pacientes fluctuaba entre 20 y 50 afilos de edad, ambos sexos; ¥y
al realizar una exploracién'oral no se observd ningin signo,ni
los pacientes refirieron ningln sintoma de alguna enfermedad -

bucal.

Se debe tomar en cuenta que las enfermedades parndontales se -
presentan mds frecuentemente durante la madurez y senectud. --
En cambio, la caries dental, la padecen principalmente los ni-

flos y los adolescentes; por ello, se escogieron pacientes con
las edades que se mencionanaron anteriormente. Ademds, en ambos

casos, e presentd la placa dentobacteriana, la cual se detectd
principalmente en la regidn cervical del diente. Se observé --
sin embargo, que en los pacientes adultos a diferencia de los

adolescentes, la placa dentobacteriana se encontraba calcifica

da.

Asimismo, debe tomarse en cuenta que el efecto del ambiente -.

produce una seleccibn de microorganismos en la cavidad bucal.

Ejemplo de &sto, es la clase de nutrientes que constituyen la
fuente de alimentos extrfnsecos para el desarrollc de los mi--

croorganismos, siendo ésta, uno de los factores m&s importan-




medades intestinales, infecciones orales y enfermedades cardio-

vasculares.

Alguna de estas enfermedades principalmente las de tipo infec-
ciocso, se asocian a la presencia de los microorganismos que se
aislaron en las regiones de estudioc, como la presencia del mi-

croorganismo tipo levadura Candida albicans,el cual es el agen

te etiolégico de enfermedades micdticas, principalmente lesio-

nes en piel, mucosas e incluso de algunas nicosis profundas.

Las enfermedades infecciocsas en cavidad oral, como los abscesos
son causa de la cavidad de ciertos microorganismos que se ais-
laron como los del g&nero Staphylococcus, y su estudio es de -
gran importancia ya que &stos pueden producir infecciones ge--

neralizadas de evolucidn aguda o crdnica.

Los microorganismos del género Pseudomonas, se aislaron con -
mayor frecuencia en los pacientes, principalmente en cavidad
oral, regidn de flcil diseminacidn de estos microorganismos -
al exterior, por lo que los paclientes con estos microorganis

mos pueden ser portadores. ( Ver diagrama I y II ).

La flora de la regién faringea no present§ problemas para el -

aislamiento e identificacibn de los microorganismos.

Algunos de los microorganismos que se aislaron en el exudado fa
ringeo tienen capacidad (pat8gena) definida y su presencia implj

ca un pelijgro latente para que se presenten cierto tipo de enfer

medades Por ejemplo, tanto en diente , como en el - -  e--
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exudado faringeo, se aislarun microorganismcs del género Nei-
ygeria, 200 una frecuencia elevada en ambos casos (ver diagra

ma 1 v IT ).

Aunque estas bacterias se aislan del liquido cefalorraquideo

dqurante la meningitis producida por Meningococcus, su entrada

es 4 través de la v3a nasofaringea. Esto implica que su aisla-
miento en las regiones que se estudiaron es importante por aie
permite detectar a pacientes portadores o a individuos que han
estado en contacto con personascon meningitis durante la eta-
pa inicial de infeccibén. Debe resaltarse sin embargo, que mo -
se clasificaron estas bacterias hasta el nivel de especie y -
que también existen otros microorganismos del género Neisseria
que forman parte de ls flora normal de esas reg jones y que por

lo tanto deberan identificarse pr procedimientos adecuados.

Se aislé, asimismo, otro tipo de microorganismos que pueden en
contrarse como componentes de la flora normal, perc que se aso
cian también a procesos patolbgicos, como es el caso del micro

organismos del génerc Streptococcus no hemolitico, wuya presen

cia se asocla a faringitis y a caries dental. El estudio de es
te microorganismo es importante ya que el hombre constituye -
el hospedero mads susceptible a infecciones que se originan por

la presencia y actividad de Organismos de este género,

Tanto en el exudado faringeo como el diente ge aislaron micro-

organismos de 1« especie Locherichiid’'coli; en ambas regiones -

con la misma frecuencia. ( Ver diagrama I y IT ).



Su deteccibn es importente principalmente porque los microor
ganismos de esta especie desempefan el papel de "oportunista"
en algunos estados patoldgicos. Al igual que este microorga--
nismo, el género Salmonella se considera como un oportunista

patdgeno cuando sale de su hdbitat dentro de la luz intestinal.

Es interesante sefialar que el estudio de la flora bacteriana
tanto en cavidad oral, y en nuestro caso especifico, en dien
t2 yen la regidn faringea se realizd con los racientes, en

un solo momento, es decir, sdlo con una muestra, pero no se -

realizb un estudio continuo.

Durante la investigacidn se observd que la frecuencia de mi--
croorganisnos en el sexo femenino, fue mayor que en el sexo -

mascul ino.

Cabe sefalar, que los microorganianos ocue se Aislan tanto en
exudad faringeo como en el diente,guardan una relacidn, como
puede observarse en los diagramas I y II variand Gnicamente

los mi aoorgani smos de los géneros Pneumo o cais y Mi'cro adeus.

Los microorganismos del género Pneumoco cfug’, se asocian rin-
cipalmente a enfermedades de tipo respiratorio., Para un estu-
dio de investigacién, deben tomarse en cuenta también los me-
dios de cultivo que se emplean para el aislamicnto de los mi-
croorganismos, ya que por ejemplo el Agar de Chocolata y Agar

de Chooolate Enriquecid inhiben el desarrollo de microorga--




nismos saprdfitos del género Nejgseria vy favorecen el de - -

otros microorganismos del mismo género.

Se considera que uno de los aspectos mads importantes de esta
investigacidn es el hecho de haber aislado microorganismos pa
tfgenos en pacientes que no presentaban cuadro clinico de al-

guna enfermedad, pero que pueden ser portadres de los mismos.
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El aislamiento y estudio de microorganismos que desempe
fian el papel de "oportunista" en algunos estados patold
gicos tanto en la zona faringea como en Placa-Dentobacte
riana, es Util tanto para la evaluacidn del padecimien-

to como para orientar sobre el manejo del mismo.

El aislamiento de un determinado microorganismo en la -
cavidad oral permite detectar en qué paso del desarrollo
se encuentra la Placa Dentobacteriana y asl poder efec-

tuar la terapia adecuada.

Puesto que la composicidn de la Placa-Dentobacteriana -
varia tanto en su localizacién, como en el tiempo de --
depdsito, los diferentes tipos de microorganismos deben
ser considerados para detemminar la terapia que inhibe

la formacidn de la placa.

El tipo de placa difiere en su potencial para producir

enfermedades no s8lo a nivel bucal sino a nivel sistémico.

Esta investigacién es importante porque pemite:

a) El inicio de una serie de estudios de microorganismos
patbgenos en diente y faringe que se relacionen con -
cuadros clinicos de ciertas enfermedades bucales y a
nivel sistémico.

b) Realizar estudios que se relacionen a la actividad hog

pedero-parfsito en la regibn bucofar{ngea.
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PROPUESTAS

De acuerdo a los resultados obtenidos del estudio bacterio--

16gico bucofaringeo que demuestran la alta incidencia de mi-

croorganismos patdgenos y de vida libre pueden desequilibrar

la vida eccldgica en el hombre consideramos que es importan-

te llevar a cabo las siguientes propuestas:

- Que en nuestra facultad de Odontologia en ENEP -

Zaragoza, se instale un laboratorio de andlisis clinicos pa

ra llevar a cabo diagndsticos diferenciales y valorar ade--

cuadamente a cada paciente.

- Que en la carrera de Odontologia se imparte la -
citedra de Microbiologia con un panorama mds amplio so
bre lo que es la flora normal, lo que es la flora pato

l6gica y lo que puede ocacionar ésta @ltima.

- Que el cirujano dentista concientice a cada uno

de sus pacientes, sobre la importancia que tiene una -
buena limpieza bucal que le disminuird en gran parte -
a los microorganismos y evitar alimentos que puedan --

favorecer el desarrollo de dichos Microorganismos.

- Proponemos que el profesjonista aplique a fondo

la técnica de una adecuada esterilizacidn del instru--
mehtal usado directamente en el paciente, y las conse-
cuencias que puedan generarse de no realizarse este --

procedimiento.



- Como Qltima propuesta sugerimos que a todos los pa--
cientes que acuden a las clinicas y presentan cuadros in-
fecciosos se les elaboren estudios bacteroldgicos, ya que
con el descubrimiento de los agentes iicrobianos llegare-
mos al diagndstico especifico de las diferentes infeccio-

n~s, asi como a su terapeiitica indicada.
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