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1. INTRODUCCiÓN

Periodontitis se define como un proceso infeccioso relacionado con la
'.

acumulación de placa subgingival y cálculo dental , siendo los

microorganismos anaerobios los actores principales. Cuando la placa

formada sobre la superficie del diente no es removida, las bacterias

presentes se acumulan e inician una reacción inflamatoria en la encia; el

establecimiento de un proceso infeccioso provoca la disminución de la

tensión de oxigeno molecular y en consecuencia del potencial redox; con lo

cual se favorece la supervivencia y crecimiento de la flora bacteriana

anaeróbica , prevaleciendo ésta sobre la flora aeróbica y anaerobia

facultativa .

Las bacterias anaerobias son microorganismos que no pueden vivir en

presencia de oxigeno, ya que les resulta tóxico. Poseen un alto poder de

sintes is, de tal forma que su desarrollo en medios sintéticos depende del

aporte de diversos factores de crecimiento, en especial de vitaminas, suelen

estar dotadas por diversas enzimas que le permiten actuar sobre diferentes

productos orqánicos .i"

Cierto numero de bacterias anaerobias son patógenas para el hombre, en

algunos casos originan procesos eminentemente tóxicos, mientras que en

otros la acción patógena esta ligada a su morfo-estructura y enzimas, y a

reacciones inmunológicas, o a mecanismos que van a perturbar los

mecanismos de defensa del hospedero. Cada día existe un mayor interés por

este grupo de bacterias asociadas a la enfermedad periodontal.

El desarrollo de técnicas microbiológicas durante los últimos 20 años ha

permitido aclarar considerablemente la etiología de la periodontitis, y se han

establecido grupos de microorganismos específicos presentes en dicha

enfermedad.
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La microbiota periodontal es una comunidad de microorgan ismos,

principalmente anaerobios, muchos de los cuales aún son difíciles de aislar

en el laboratorio. (2)

Durante años la flora bacteriana predominante en la periodontit is ha sido

estudiada. De estos estudios, como agentes etiológ icos, se ha dedicado

particular atención a Actinobacil/us actinomycetemcomitans, Fusobacterium

nucleatum y a especies de Bacterias anaerobias gramnegativas pigmentadas

(BAGNP) .

La mayoría de las investigaciones realizadas reportan que la etiología de la

periodontitis está asociada a la presencia de especies de bacterias

anaerobias gramnegat ivas (BAGN) . Muchos autores coinciden que entre los

periodontopatógenos más comunes se encuentran Porphyromona gingivalis ,

Prevotel/a intermedia , Bacteroides forsythus, F. nucleatum, A.

actinomycemcomitans y especies de Capnocytophaga. De los cuales algunas

de sus características y localización son:

A. actinomycemcomitans, se le ha relacionado principalmente con la

Periodontitis Juvenil, el cual se ha encontrado colonizando la mucosa bucal,

paladar, lengua, así como en placa supra y subgingival de individuos, tanto

sanos como enfermos periodontalmente.

P. gingivalis y P. intermedia son las especies más virulentas dentro de las

BGNP y más comúnmente asociadas con la Periodontitis del Adulto; estas

especies habitan en el surco gingival y en la bolsa periodontal de la cavidad

bucal. Asimismo, P. gingivalis y P. intermedia han sido aisladas en jóvenes

con Periodontitis Prepuberal junto con Fusobacterium sp., A.

actinomycemcomitans y Eikenel/a corrodens, igualmente en individuos con

Periodontitis Postjuvenil y Periodontitis de progresión rápida, asociadas a

Treponema denticola .(1)
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Basándose en la revisión de algunos invest igadores nos resulta obvio que la

microbiota periodontal es una comunidad compleja de microorganismos.

P. gingivalis y P. intermedia, actualmente se incluyen en el grupo de

patógenos periodontales más importantes, conjuntamente con A.

actinomycetemcomitans, B. forsythus y Capnocytophaga sp., los cuales son

aislados en muchos laboratorios con fines de investigación y manejo de la

periodontitis. Muchas investigaciones aun se encaminan a describir los

factores de virulencia de varios patógenos periodontales , lo que permitirá

comprender aun más la patogénesis de la periodontitis . (3)
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11. MARCO TEÓRICO

1. PERIODONTO

El término enfermedad periodontal hace referencia a un conjunto de

enfermedades inflamatorias que afectan los tejidos de soporte del diente,

encía, hueso y ligamento periodontal (Fig. 1) (3)

Figura 1. Tejidos que forman el periodonto

(Tomado de: http://www.gogle.com.mxJperiodonto)

1.1. Periodonto. Está formado por el cemento, el ligamento periodontal, la

encía y por el hueso alveolar. El ligamento periodontal y la encia son tejidos

blandos. El cemento y el hueso alveolar son tejidos duros por estar

mineralizados (Fig. 1;).(4)

1.2. Cemento: El cemento es un tejido mesenquimatoso calcificado que

constituye la cubierta exterior de la raíz. Se puede encontrar dos tipos de

cemento; cemento acelular (primario) y cemento celular (secundario) .
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Corresponde a un tejido óseo especial , sin irrigación ni inervación. Se

compone en un 55% de hidroxiapatita cálcica y en 45% de agua. Se

distribuye a lo largo de la raíz del diente y en su región apical presenta los

cementocitos, que lo elaboraron y que se encuentran en lagunas, similares a

las de los osteocitos del hueso. Esta región del cemento se denomina

cemento celular. La región coronal del cemento carece de cementocitos y se

denomina cemento acelular . Ambos cementos presentan cementoblastos .

Las fibras colágenas del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) se

encuentran embebidas en el cemento y se unen al alvéolo, fijando el diente al

alv éolo.s"

1.3. Ligamento periodontal. Está situado en la región situada entre el

cemento de la raíz y el alvéolo óseo . Mide 0,5 mm de amplitud. Es un tejido

conjuntivo denso ricamente vascular, caracterizado por grupos principales de

fibras de colágeno I distribuidos en patrones predeterminados para resistir las

fuerzas de la mast icación . Los extremos de estas fibras se embeben en el

alvéolo y el cemento a manera de . fibras de Sharpey , que permiten al

ligamento periodonta l suspender a la pieza dentaria dentro de su alvéolo.

Presenta fibras nerviosas vegetativas vasomotoras, de dolor y propioceptivas

(2) . El periodonto o el ligamento periodontal que es un tejido conjuntivo

interpuesto entre las raíces de los dientes y la pared interior del agujero

alveolar. Este continúa con el tejido conectivo de la encia y se comunica con

los espacios medulares a través de los conductos vasculares del hueso.

El ligamento periodontal vincula los dientes al hueso alveolar propio, dando

apoyo, protección y le da un aporte sensitivo al sistema masticatorio.

Las fibras del periodonto mantienen suspendido al diente en el alvéolo. Su

modo de acción puede representarse de manera que , cuando tenga lugar

una presión sobre el diente, todas las fibras o una parte de ellas se ven

sometidas a tensión; como resultado de ello, la presión ejercida sobre el
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diente se transforma en una tracción aplicada al hueso alveolar, pero que

actúa también natura lmente en forma de tracción sobre el cemento

dentario.(5)

La disposición de las fibras periodontales se pueden clasificar así desde la

porción cervical al ápice:

1.3.1. Fibras gingivales. Son aquellas cuya inserción infer ior se realiza a

nivel del cuello del diente .

1.3.2. Fibras crestodentales. Parten de la cresta alveolar y van a insertarse

en el cemento, por debajo de la inserción de las fibras gingivales .

1.3.3. Fibras alveolodentales horizontales. Se dirigen horizontalmente

desde la pared alveolar al cemento dentario . No ocupan más que una

pequeña porción del periodonto .

1.3.4. Fibras alveolodentales oblicuas: Es el grupo más basto en el

ligamento periodontal, estas fibras se extienden oblicuamente hacia el ápice

radicular, desde el alveolo al cemento , ocupando la mayor parte del

periodonto . Sirven para transformar las presiones que recibe el diente en

tracciones sobre el alvéolo , lo cual resulta muy beneficioso para la inserción ,

ya que el hueso resiste siempre mucho mejor las tracciones que las

presiones .

1.3.5. Fibras apicales: Abiertas en abanico , se irradian desde la vecindad

del ápice a la pared alveolar.

1.3.6. Otras estructuras. En el periodonto también encontramos elementos

celulares, vasos sanguíneos y nervíos.!"
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Elementos celulares. Consisten en fibroblastos , cementoblastos,

osteoblastos, osteoclastos, y los restos epiteliales de Malassez .

Nervios. Tienen su origen en los nervios del hueso y la encía.

Vasos sanguíneos. El periodonto está ricamente vascu larizado, sus vasos

provienen y desembocan en los vasos de las paredes alveolares y de la

encia.(4)

1.4. Hueso alveolar. Es la prolongación del maxilar inferior y superior , que

se divide en compartimentos llamados alvéolos, separados entre sí por un

tabique interalveolar óseo. El alvéolo presenta tres regiones, la de las placas

corticales , la esponjosa y la alveolar propiamente dicha . Las placas corticales

se disponen en sentído lingual y labial, formando una repisa de sostén muy

resistente de hueso compacto, revest ida por hueso poroso, que constituye la

capa esponjosa. Esta rodea a una capa delgada de hueso compacto, el

hueso alveolar propiamente dicho, cuya morfología es reflejo de la forma de

la raíz suspendida en su interior. En las tres porciones del hueso alveolar hay

conductos por los cuales pasan las arterias nutricias , que luego llegaran

también al ligamento periodontal. (5)

1.5. Encías. Son elementos de la mucosa, resistente. Consisten en un

epitelio plano estratificado queratinizado o paraqueratinizado , y bajo el tejido

conjuntivo denso con fibras de colágeno tipo I que constituyen grupos de

fibras principales que se parecen a las del ligamento periodontal.

La encía es una combinación de tejidos epiteliales y conjuntivos que forman

la mucosa masticatoria alrededor del diente. La encía recubre las apófisis

alveolares de los maxilares y rodea el cuello de los dientes, dejando

descubierta la corona clínica de los dientes. La encía se divide

topográficamente en encía libre o marginal que es la que rodea los dientes

en forma de collar, tiene forma festoneada, se delimita por el "surco

7
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marginal ". La encía adherida es la continuación de la marginal, recubre el

periost io del hueso maxilar, es fija y laxa. La encía interdental es la que se

encuentra en el espacio interproximal y esta apical al área del contacto

dental. (3)

8
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2. ENFERMEDAD PERIODONTAL

2.1. Enfermedad periodontal. Es considerada como el resultado de un

desequilibrio entre la interacción inmunológica del hospedero y la flora de la

placa dental marginal que coloniza el surco gingival , en ella se produce una

pérdida del ligamento periodontal y una reabsorción del alvéolo dentario que

conducen, en último término, a la pérdida del diente. Es la causa más

frecuente de pérdida de piezas dentarias en los adultos. La enfermedad

periodontal puede ser ampliamente categorizada dentro de la gingivitis y

periodontitis, esta clasificación a su vez se subdividen en numerosas

categorías; debe notarse que no hay ninguna clasificación universal. La

periodontitis puede ser activa o inactiva y la clasificación más aceptada se

basa en el grupo de edad afectado y combina criterios de extens ión de las

lesiones y curso evolutivo (Tabla 1). (2)

2.2. Clasificación de la enfermedad periodontal. Existen muchas

clasificaciones al respecto , en la tabla 1 se presenta ésta.

2.3. Factores etiológicos. Los principales factores de la enfermedad

periodontal son:

• Mecanismos de defensa específicos y no específicos

• Tejido del hospedero

• Microorganismos en la placa subgingival.(6)
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Tabla 1. Clasificación de la periodontitis

1) Periodontitis del adulto

a) Crónica ( Localizada ,General izada)

b) Agresiva ( Local izada, Generalizada)

2) Periodontitis precoz

a) Prepuberal (general izada/localizada)

b) Juvenil (generalizadallocalizada)

e) Rápidamente progresiva

3) Periodontitis asociada a enfermedad sistémica .

Sindrome de Down

Diabetes tipo 1.

Infección por VIH

4) Periodontitis ulcerativa-necotrizante

5) Periodontitis refractaria

Tomada de: http://www.ecuaodontologos.com
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3. MECANISMOS DE DEFENSA ESPECíFICOS Y NO

ESPECíFICOS

Uno .de los más importantes componentes del hospedero es el fluido

crevicular gingival, que contiene ambos factores de defensa especificas y no

específicos . Ambas respuestas inmunes: la especifica y no especifica del

hospedero sobre la placa subgingival se consideran que juegan un papel

crítico en la iniciación , progreso y recuperación de la enfermedad periodontal

(Tabla 2). (7)

Tomada de. Samaranayake 2002 pp 226

Tabla 2. Factores de defensa específicos y no específicos en el fluido

crevicular gingival

Especificas No especifico

Linfocitos B y T Polimorfos

Macrófagos

Anticuerpos : IgG , IgA , IgM Sistemas de complemento

Proteasas

Lisozima

Lactoferrina

\fJ

3.1. Leucocitos polimorfonucleares. La encia c1inicamente sana contiene

pequeños números de leucocitos polimorfonucleares (LPMNs). Su

incremento en el numero se registran durante el ataque de gingivitis y

periodontitís los LPMN migran desde las venulas y entran a las células del

surco contínuo del epitelio de unión.
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Cuando los LPMNs encuentran bacterias, la fagocitosis sucede, y los

organismos ingeridos son destruidos con una combinación de enzimas

proteolíticas, otras enzimas hidrolíticas derivan de agentes tales como

peroxido y ácido láctico, aunque la fagocitosis puede ocurr ir en la ausencia

de anticuerpo, la presencia de inmunoglobulinas y complemento elevan el

proceso. La interacción entre LPMNs y la placa bacteriana puede dar como

resultado:

• Muerte de microorganismos

• Muerte de leucocitos

• Autolis is de neutrófilos y liberación de enzimas lisosomales tales

como Hialorunidasa, colagenasa , elastasa yacido hidro/aso.

Así los LPMNs pueden tener una protección y un efecto fagocítico en los

tejidos. La fagocitosis suele ocurrir dentro de los tejidos y posiblemente

interfiere con la placa subgingival , es importante prevenir el ingreso

microbiano en los tejidos. (B)

3.2. Anticuerpos

Los anticuerpos específicos (lgM, IgG e IgA) locales se dirigen a la placa

subgingival, son establecidos en FCG. Un elevado número de anticuerpos

especificos muchos de ellos periodontopatógenos suelen verse involucrados

en algunas reacciones tales como :

• Protección

• Hipersensibilidad de las reacciones del hospedero del tejido.

• No específico, no relacíonado.
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4. PROCESOS DE DEFENSA DEL HOSPEDERO

El hospedero posee mecanismos de defensa que son básicamente .

defensivos pero pueden ser responsables indirectamente del daño a los

tejidos periodontales. Los mecanismos del proceso de defensa pueden ser

especificas e inespecíficos (Fig. 2).

Mecanismos lnespecíñcos. Son las barreras físicas del hospedero como

las superficies epitel iales cutáneas y mucosas.

Mecanismos específicos. Son resultado de la interacción entre el

hospedero y el agente atacante (respuesta inmunológica del organismo) .

La principal activ idad enzimat ica proviene del hospedero . Es importante

señalar que existe una relación entre las proteinasas y los moduladores de

las funciones de las proteinasas (inhibidores). La liberación de proteasas en

las encias y el área de la hendidura promueven reacciones inflamatorias y

contribuye al daño del tejido conjuntivo por distintas vias. Por el contrarío , los

inhibidores de proteasa sirven como moduladores de la función proteasa en

el área y dificultan el proceso inflamator io. Todas las endopeptidasas

provenientes del hospedero, de las cuales se sabe que se liberan en la

hendidura, pueden ser inhibidas por la función combinada de la alfa-2­

macroglobulina (a2-M) y la alfa-1-antitripsina (a1-AT). De hecho, se ha

demostrado la inhibición de la colagenasa gingival por la a2-M y la

colagenasa leucocitaria polimorfonuclear (PMN) es además inhibida por la

a1-AT.

Las colagenasas bacter ianas también pueden ser inhibidas por proteinasas

humanas, pero también hay posibilidades de que potentes proteinasas como

la que posee P. gingivalis (gingivaina) son capaces de degradar a estos

inhibidores (9).
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Figura 2. Procesos de defensa del hospedero, se observa la

actividad fagocítica e inmunológica de los LPMN

(http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/odontologia/2005)

4.1. Meta/oproteinasas de la matriz .Se ha demostrado que tanto las

células epiteliales como el tejido conjuntivo gingival inflamado son capaces

de producir colagenasa en cultivos de tejidos. Una de las metaloproteinasas

de la matriz (MMP) que fueron la colagenasa neutrófila y la colagenasa

fibroblastica tienen la singular capacidad, no compartida por los otros

miembros de la familia , de dividir la triple hélice de los colágenos de tipo 1,11 Y

111, iniciando así la degradación de la matriz extracelular. Se píensa que la

colagenasa de las MMP llega a la hendidura en los PMN que mígran (10).

4.2. Células involucradas en los procesos de defensa del hospedero

4.2.1. Leucocitos Polimorfonucleares (PMN). Los PMN del surco gíngival

constítuyen la primera línea de defensa contra los patógenos periodontales.

La elastasa, una proteasa de serina, que es un constituyente granular
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primario de los PMN que causa degradación tisular y está presente con

mayor actividad en sitios de inflamación gingival.

4.2.2. Macrófagos: Tienen una función directa importante en la inmunidad

celular. Estas células grandes notablemente fagocíticas forman parte del

sistema reticulo-endotelial depurado r. Su actividad fagocít ica mejora por

receptores de superficie para la porción Fc de la inmunoglobulina G (lgG) ,

que provee mayor contacto de los antígenos con el macrófago luego de la

interacción antígeno-anticuerpo, participan con los linfocitos T al favorecer la

respuesta de los linfocitos B ante muchos inmunógenos .

Se considera que los macrófagos procesan el antígeno para el linfocito B, en

las lesiones inflamatorias, los macrófagos se forman por la diferenc iación de

monocitos transportados a la lesión por la sangre. Dichas células actúan de

modo no especifico con los antígenos que les aportan la capacidad para

destruír a grupos diversos de bacterias , sin nexo antlq éníco.v'!'

4.2.3.Linfocitos: Incluyen tres tipos de células:

4.2.3.1. Linfocitos T, o células T. derivados del timo y con una función en la

inmunidad celular:

4.2.3.2. Linfocitos B. o células B. derivados del hígado, el bazo y la médula

ósea. Precursores de las células plasmát icas que intervienen en la inmunidad

humoral.

4.2.3.3. Células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés natural

killer) y asesina . Se reconoce que las células T están compuestas por varios

subconjuntos que modulan la reacción humoral, Estos incluyen células T

cooperadoras-inductoras (células TH) (CD4 positivas) , que ayudan en la

reacción celular de las células B para que se diferencien en células

plasmáticas y produzcan anticuerpos y células T supresoras-citotóxicas
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(células Ts; C08 positivas), que estimulan la actividad citotóxica y

microbicida de las células inmunitarias . Las células TH liberan IL-2 e IFN-g.

en tanto que las células Ts liberan IL-4 e IL-S. Las células Tu se subdividen

aún más en tres subgrupos (TH1, TH2, THO), que se distinguen por sus

perfiles de producción de citocina. En la periodontitis del adulto las células

TH aumentan y las células TS decrecen con el incremento de la inflamación

gingival. Las células B se reconocen por la producción de inmunoglobulina .

de superficie celular , a menudo inmunoglobulina M (lgM) o (lgO). (12)

Sin embargo, algunas células B secretan IgG, IgA o IgE. Estas

inmunoglobulinas de superficie sirven como receptores para antígenos. Las

células NK se caracterizan por su falta de receptores para células T (TCR.

por sus siglas en inglés T-cell receptors) e inmunoglobulina de superficie . La

interacción entre antígenos y macrófagos conocida como procesamiento de

antígenos conduce a la activación de las células NK. (13)

4.3. Citosina. Las citocinas son proteínas solubles, segregadas por células,

que actúan como moléculas mensajeras que transmiten señales a las otras

células. Las interleucinas son miembros importantes del grupo de las

citocinas y están involucradas primariamente en la comunicación entre los

leucocitos y las otras células implicadas en los procesos inmunitarios e

inflamatorios. El control de la liberación y acción de la citocina es complejo y

depende de inhibidores y receptores . Muchas citocinas son capaces de

actuar sobre la célula que las produjo, de manera que autoestimulan su

propia producción y la producción de otras citoc inas . (14)

4.3.1. Citocina proinflamatoria: Las interleucinas-1 (IL), IL-6 Y factor de

necrosis tumoral (TNF) estimulan la reabsorción ósea in vitro e in vivo. Tanto

el A. actinomicetemcomitans como P. gingivalis e inducen la liberación de IL­

1 de los macrófagos la cual juega un papel importante en la reabsorción del

hueso.(15)
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4.3.2. Citocinas quimiotácticas. Han sido identificadas una serie de más de

20 moléculas entre las cuales la más famosa y mejor caracterizada es la

interleucina 8 (IL-8).

La presencia de anticuerpos implica a las células T (ayudante y supresor) y

con las células B se presentan interacciones en el tejido periodontal. Las

células requieren para ampliar su rango de reacciones inmunes , estar

presentes en el tejido gingival de pacientes con periodontitis y poseer

antigenos específicos para la placa bacteriana . Cuando es estimulado

cualquier anticuerpo (de linfocitos B) o linfocinas (de linfocitos T) son

producidos (16)
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5. MICROORGANISMOS EN LA PLACA SUBGINGIVAL

Los anticuerpos y los complementos presentes en el tejido periodontal

interactúan, producen reacciones de hipersensibilidad, el tejido puede

reaccionar o también contribuir con la enfermedad periodontal. La microbiota

periodontal es una comunidad de microorganismos, principalmente

anaerobios, muchos de los cuales aún son difíciles de aislar en el laboratorio

(Fig.3) (17 )

El surco gingival sano es el entorno ideal donde los microorganismos

anaerobios pueden alojarse y alimentarse constantemente por el fluido

crevicular gingival (GCF) Dramáticos cambios se dan durante la transición

del surco dentro de la bolsa periodontal, resulta obvio que la microbiota

periodontal es una comunidad compleja de microorganismos. P. gingivalis y

P. intermedia, actualmente se incluyen en el grupo de patógenos

periodontales más importantes, conjuntamente con A.

actinomycetemcomitans, B. forsythus y Capnocytophaga sp., los cuales son

aislados en muchos laboratorios con fines de investigación y manejo de la

periodontitis . Muchas investigaciones aun se encaminan a describir los

factores de virulencia de varios patógenos periodontales, lo que permitirá

comprender aun más la patogénesis de la periodontitis . (18)

Los microorganismos implicados son numerosos. Recientemente se han

descrito nuevas especies (Lactobacil/us u/i, Prevotel/a nigrescens) y géneros

(Atopobium) en los sacos periodontales, aunque su significación clínica es

incierta. Otras especies como Streptococcus ora/is, Actinomyces sp. y

Veillone/a parvu/a se han aislado de zonas inactivas y quizás desempeñan

un papel protector. De todas ellas, P. gingiva/is es la implicada de una forma

más clara, ya que cumple todos los criterios de determinación. (19)
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Fig.3.Respuesta inflamatoria

(http://www.virtual.unal.edu.co/mecanismosdeadherencia )

Existen cerca de 500 especies bacterianas identificadas en la cavidad bucal

del hombre, aproximadamente 150 a 200 diferentes se pueden encontrar en

la boca de cualquier individuo, en la bolsa periodontal pueden encontrarse

de 30 a 100 diversos tipos de microflora. De las 500 especies detectadas

en la cavidad bucal, relativamente pocos se correlacionan con

enfermedades de tipo periodontal. (7 ,16)

Otros 33 microorganismos enumerados son considerados de fuerte a

moderadamente asociados con enfermedades periodontales. Sin embargo,

la presencia per se de bacterias no se puede utilizar para predecir la

progresión de la enfermedad en los pacientes (Tabla 3) (9)

Tres bacterias son muy fuertemente asociadas con periodontitis: Las

Porphyromonas gingivalis, Becterokies forsythus y Actinobacillus

actinomycetemcomitans. (20)

19
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Tabla 3. Especies de bacterias presentes en los diferentes tipos de

enfermedad periodontal.

1) Periodontitis del adulto :

P. gingivalis

P. intermedia

C. rectus

B. forsythus

A. acinomycetemcomitans

Eubacterium sp.

Capnocitophaga sp.

Mycoplasma sp.

Fusobacterium sp.

Treponema sp.

Peptostreptococcus sp.

S. sputigena

E. corrodens

2) Periodontitis prepuberal :

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

P. intermedia

S. sputigena

E. corrodens

3) Periodontitis juvenil:

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

Eubacterium sp.

Fusobacterium sp.

4) Periodontitis rápidamente progresiva:

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

P. intermedia

5) Periodontitis refractaria :

B. forsythus

P. melaninogenica

C. rectus

S. intermedius

P. intermedia

P. gingivalis

A. actinomycetemcomitans

6) Periodontitis ulcerativa:

necrotizante:

P. intermedia

Treponema sp.

Fusobacterium nucleatum

Leptotrichia buccalis

Selenomonas sp.

P. melaninogenica

(Tomada de: http://www.seq.es/seq/htmllrevistaseg/0397/rev2.html)
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Sin embargo existe una amplia variedad de bacter ias y moderadamente

asociadas como representativas en general de la enfermedad y se en/istan

en la tabla 4.

Tabla 4. Especies bacterianas asociadas a la periodontitis

Am~~~á"1~nte asociadas Moderadamente asociadas
,,'y ' b :. '."

Actinobacillus

actinomycetemcomitans
IFusobacterium nucleatum

Porphyromonas gingivalis Prevotella nigrescens

Prevotella intermedia Streptococcus intermedius

Bacteraides forsythus Peptostreptococcus micras

Treponema denticola Eikenella corrodens

Campylobacter rectus Eubacterium sp
.. .. . -- .,..- _ _ - - ' 0 ' •

Capnocytophaga sp.

Fuente: Nakagawa & col. (1990); Kamma &col. (1995); Slotwinska , S. (2000)

5.1. Placa dental o bacteriana. Se define como una película transparente e

incolora , compuesta por diversas bacterias y células descamadas, leucocitos

y macrófagos dentro de una matriz de proteínas y polisacáridos estos

depósitos se adhieren a la superficie dentaria y a otras superficies duras dé

la boca y forman una biopelícula . La placa dental puede ser clasificada en:

supragingival la cual se encuentra localizada por arriba del margen de la

encia, y placa subgingival que se ubica por debajo del margen de la encía

entre el diente y tejido del surco. Aproximadamente las tres cuartas partes de

la placa están constituidos por bacterias vivas y en proliferación las cuales

corresponden a más de 200 especies bacterianas. (1.2) Asi mismo, estudios
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morfológicos indican que dentro de la composición de la placa ubicada en

una misma zona, existe diferenciación entre sus regiones . Tal es el caso de

la placa subgingival en la cual se observan diferencias claras entre las

regiones vinculadas con el diente y aquellas relacionadas con el tejido. La

placa dental está compuesta sobretodo por microorganismos. Actualmente

se acepta que la placa dental con su componente microbiológico es el factor

etiológico primario de la enfermedad periodontal. Pero la placa por si sola no

produce daño, existe un equilibrio entre el hospedero y la microbiota pero la

falta de control microbiano podria conducir a un desequilibr io entre la

microbiota y el hospedero debido a un incremento de la masa microbial y/o

virulencia de los microorganismos presentes . (14)

5.2. Formación de la Placa Dental: Lo primero que se forma es la película

adquirida de glicoproteinas que altera la energ ia superficial del diente y

aumenta la eficiencia de la adhesión bacteriana . Esta película posee 10

micrones de espesor. Cuando se forma la película adquirida en el diente que

se encuentra en un medio líquido, se produce polarización de la estructura

dental y de las bacterias también . Cuando las bacterias se acercan al diente

se produce una interacción conocida con el nombre de mínimo secundario y

todavia se considera que esta etapa es reversible porque aún las bacterias

no están unidas al diente. Pueden adherirse a esta capa de células por co­

agregación . Otros, tal como Peptococcus micros pueden adherirse al epitelio

crevicular . Las bacterias se unen al diente por mecanismos específicos

(adhesinas). Se han realizado estudios que demuestran que existe una

especificidad en los mecanismos de adhesión de las bacterias a la superficie

dentaria . Se establece entonces una relación de cooperatividad positiva entre

la película adquirida y las bacterias en la cual se produce unión entre ambas

en un punto específico . (14)
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Un ejemplo de esto es el caso del Actinomyces viscosus que posee

estructuras proteínicas fibrosas llamadas fimbrias que se extienden a partir

de la superficie de la célula bacteriana y reaccionan con los receptores

específicos del diente que son residuos galactosílícos, residuos del ácido

siálico, proteínas ricas en prolina o estearina. Luego que se forma la película

adquirida, ésta es colonizada (colonización inicial) por especies como el

Streptococcus sanguis y Actinomyces viscosus que son bacterias

grampositivas. A ésta llegan otros microorganismos y se adhieren a las

primeras especies de bacterias en colonizar por un fenómeno llamado co­

agregación . Se ha demostrado que existe una especificidad de adhesión

entre una especie y otra, más aún, el mecanismo de adhesión de un

determinado par de especies parece ser mediado por un receptor específico:

interacciones adhesinicas . Muchas de estas interacciones son de tipo lectina

ya que están basadas en la adhesión de una proteína específica en la

superficie de una especie a hidratos de carbono específicos en la superficie

de la otra; un ejemplo de esto lo constituye la relacíón entre Streptococcus

sanguis -Actinomyces viscosus. (20)

La encía normal , libre de acumulaciones significativas de células

inflamatorias se denomina encia pristine, e histológicamente se pueden

observar rasgos de infiltrado inflamatorio. El infiltrado en la encía

clínicamente sana puede llegar a un 5% de volumen y está constituido

principalmente por neutrófilos estos son atraídos hacia el surco por acciones

quimiopositivas del hospedero (IL 8, C5A, Leucotrieno 84) . En esta etapa se

inducen a los LPMNs a adherirse a las venulas y capilares a través de las

moléculas de adhesión (ICAM-1 y ELAM-1) Y comienzan a migrar a través

del vaso quimiotácticamente hacia el surco gingival. (18)
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5.3. Inflamación gingival.

Ocurre entre los diez y veinte días de acumulación de placa . Aún en esta

etapa los signos c1inicos son reversibles después de la eliminación de placa

bacteriana con medidas de control eficaces. Las alteraciones clínicas pueden

parecer sutiles pero histológicamente se presentan bastantes cambios. El

infiltrado celular inflamatorio comprende principalmente linfocitos , macrófagos

y neutrófilos y como existe un aumento en la infiltración celular, existe un

cambio en la composición de los tejidos (Fig. 3). (1)

5.3.1. Lesión gingival inicial. Histopatológicamente es evidente la dilatación

de arteriolas, capilares y venulas. La presión hidrostática dentro de la

microcirculación crece y se forman brechas intercelulares entre las células

endoteliales capilares adyacentes. El resultado es un incremento de la

permeabilidad del lecho microvascular, de modo que se exudan líquidos,

células de defensa (leucocitos) y proteínas (anticuerpos) hacia los tejidos.

Los leucocitos migran por un gradiente quimiotáctico hacia el surco gingival.
(14)

5.3.2. Lesión gingival temprana. Se produce aproximadamente siete días

después de la acumulación de placa. Los vasos por debajo del epitelio de

unión permanecen dilatados , pero su cantidad aumenta debido a la apertura

de lechos capilares previamente inactivos. Linfocitos y neutrófilos constituyen

la infiltración leucocitaria predominante en esta etapa y se observan muy

pocos plasmocitos en la lesión. El infiltrado celular inflamatorio, en esta

etapa, puede responder hasta del 15% del volumen del tejido conjuntivo.

Dentro de la lesión , los fibroblastos degeneran; probablemente se produce

esto por apoptósis y sirve para eliminar los fibroblastos del área, lo cual

permite una mayor infiltración leucocitaria y esto permite la entrada de

leucocitos y polimorfonucleares (141
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5.3.3. Lesión gingival establecida. Esta se presenta por la continúa

exposición a la placa durante más de tres semanas . Hay un incremento del

exudado líquido y migración de leucocitos hacia los tejidos y al surco gingival.

La pérdida de colágeno continúa en ambas direcciones , lateral y apical, al

expandirse el infiltrado celular inflamatorio . El epitelio dento-gingival continúa

proliferando y se hace más permeable ' (1 . 13.16)

5.3.4. Lesión gingival I periodontal avanzada. Este problema periodontal

también se identifica como lesión avanzada . Se presenta profundización del

epitelio y el nicho ecológico se hace anaeróbico . La lesión avanzada tiene

todas las característícas de la lesión establecida, pero difiere en forma

importante en cuanto existe pérdída de hueso alveolar , el daño a las fibras es

amplio , el epitelio de unión migra apicalmente desde el limite cemento­

adamantino y hay amplias manifestaciones de lesión tisular inflamatoria e

inmunopatológica. (1,14,16)

Estas manifestaciones de lesión que se producen a lo largo de todo el

proceso de la enfermedad periodontal son dadas por ciertos mecanismos de

daño tisular. Se conoce que la destrucción puede ser directa microbiana o

indirecta a través del hospedero. La destrucción directa se debe a la

elaboración de diversas sustancias por parte de las bacterias.

Su etiología es similar a la de las periodontitis, aunque hay diferencias que

dependen de la asociación o no de los dos cuadros. En los casos de

gingivitis y ausencia de periodontitis las especies implicadas con mayor

frecuencia son Streptococcus anginosus, Campylobacter concisus,

Treponema socranskti, Actinomyces naeslundii y S. sanguis. Cuando

coexisten ambos procesos se aíslan Eubacterium sp., Fusobacterium sp.,

Peptostreptococcus sp., Prevotella intermedia, Selenomonas sputigena,

Campylobacter rectus y Treponema sp. (1.16)
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5.3.5. Gingivitis ulcerativa necrotizante aguda. Es la forma más agresiva y

dolorosa, cursa con destrucc ión de las papilas interdentales y del borde

gingival, siendo P. intermedia y los Treponemas bucales los agentes

causales habituales.

En los estudios realizados sobre las zonas afectadas y adyacentes (sin

alteraciones) se comprueba que en las primeras existe un predominio de

gramnegativos anaerobios o facultativos y en las zonas sanas la flora

predominante es grampositiva (Actinomyces sp., Streptococcus sp.). Sólo

unas pocas especies son capaces de producir enfermedad y además

muchos de estos microorganismos se encuentran en personas sanas,

aunque en menores cantidades. Desde el punto de vista microbiológico, en la

enfermedad periodontal activa se detecta una alteración del equilibrio de la

flora con incremento de patógenos potenciales y disminución de especies

"protectoras" . Se ha demostrado la existencia de transmisión familiar en A.

actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, C. recius, P. gingiva/is y P.

intermedia . (13.14)

5.3.6. Periodontitis del adulto. Los microorganismos implicados son

numerosos. Recientemente se han descrito nuevas especies (Lactobacillus

u/i, Prevotella nigrescens) y géneros (Atopobium) en los sacos periodontales,

aunque su significancia clínica es incierta. Otras especies como

Streptococcus ora/is, Actinomyces sp. y Veillone/a parvu/a se han aislado de

zonas inactivas y quizás desempeñan un papel protector. De todas ellas, P.

gingivalis es la implicada de una forma más clara, ya que cumple todos los

criterios de determinación etiológica específica. (6.9)

5.3.7. Periodontitis prepuberal. Aparece después de la erupción de la

primera dentición . Es una forma agresiva que conduce a la destrucción

rápida de las estructuras del periodonto. El agente etiológico más importante

es A. actinomycetemcomitans, aunque también están implicados P.
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intermedia, P. gingivalis, S. sputigena y Eikenella corrodens. En su patogenia

es importante la aparición de una disfunción leucocitaria atribuida

inicialmente a una alteración genética. Sin embargo, la eliminación de A.

actinomycetemcomitans reduce el defecto leucocitar io, hecho que sugiere

que la infección puede ser la desencadenante de dicha disfunción .

Recientemente se ha demostrado que A. actinomycetemcomitans produce

una leucotoxina . (6)

5.3.8. Periodontitis juvenil . La periodontitis juvenil , al igual que la

prepuberal , es una forma agresiva y destructiva que conduce rápidamente a

la pérdida del hueso alveolar. La implicación de A. actinomycetemcomitans

es clara. Los pacientes presentan tasas muy elevadas de anticuerpos y se ha

demostrado la transmisión familiar . Otras especies implicadas, pero con

mucha menor frecuencia , son P. gingivalis, Eubacterium sp. y Fusobacterium

sp. Aunque se ha descrito un componente genético que parece incluir un

defecto en la función quimiotáctica de los LPMNs, está por determinarse la

participación de A. actinomycetemcomitans en la disfunción leucocitaria . La

forma más común es la localizada, que afecta fundamentalmente a los

primeros molares y/o incisivos . La forma generalizada afecta a la mayor parte

de los dientes (9))

5.3.9. Periodontitis rápidamente progresiva: La edad de comienzo se

extiende desde la pubertad hasta aproximadamente los 30 años. Se

caracteriza por un avance rápido de las lesiones y un elevado componente

de destrucción tisular. Los agentes etiológicos implicados son A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis y P. intermedia. (9)

5.3.10. Periodontitis refractaria . Se caracteriza por una ausencia de

respuesta al tratamiento . Las especies asociadas son B. forsythus, P.

melaninogenica. C. rectus, Streptococcus intermedius, P. intermedia , P.

gingivalis, A. actinomycetemcomitans y E. corrodens. (9)
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5.3.11. Periodontitis ulcerativa necrotizante. Se produce como

consecuencia de brotes recidivantes de gingivitis ulcerativa necrotizante. Los

agentes etiológicos más destacados son P. intermedia y Treponema sp. (9.16 )

5.3.12. Periodontitis asociada a enfermedades sistémicas. La etiología de

las infecciones de la cavidad bucal en pacientes inmunodeprimidos presenta

algunas características especificas . pero en conjunto es similar a la de los

sujetos inmunocompetentes. Sin embargo . frecuentemente se complican por

sobreinfección con enterobacterias (Klebsiella sp.), Enterococcus sp.,

Glostridium sp., Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp. y Gandida sp. El

papel de estos mícroorganismos y de Lactobacillus acidophilus,

Streptococcus oralis y Fusobacterium sp. no está totalmente aclarado. En

pacíentes con SIDA es frecuente aislar G. rectus y parece ser un importante

patógeno o un indicador de enfermedad periodontal. (')

En la destrucción de los tejidos periodontales intervienen varios factores y

mecanismos, como el acumulo de productos bacterianos [enzimas histolíticas

(colaqenasa , hialuronidasa, condroitinsulfatasa . fosfol ipasas), endotoxinas,

exotoxinas (Ieucotoxina de A. actinomycetemcomitans) . iones, ácidos grasos

de cadena corta.]. El daño tisular también puede producirse de forma

indirecta, a través de los mecanismos defensivos del hospedero . Algunos

microorganismos como A. actinomycetemcomitans y Gapnocitophaga sp.

poseen factores que inhiben la proliferación de los fibroblastos y por tanto

impiden la reparación tisular .. (9.11. 19)
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5.4. Algunos determinantes microbianos de virulencia en la enfermedad

periodontal son:

5.4.1. Adherencia y colonización

• Fimbrias

• Cápsulas

• Antagonismo y del sinergismo microbial

• Formación de cicatriz

5.4.2. Destrucción del tejido

• Hialuronidasa

• Colagenasa

• Acido fosfatasa

• Toxina de la célula epitelial

5.4.3. Evasión de la inmunidad del hospedero

• Proteasas

• Citotoxinas

• Sideroporos .(9)

5.5. PRODUCTOS RESULTANTES DEL DETERIORO TISULAR

5.5.1. Glucosaminoglucanos (GAGs): Varios estudios han demostrado la

presencia de altas cantidades de GAGs en muestras de fluidos gingivo­

crevicular (CGF) en sitios con periodontitis .

5.5.2. Hidroxiprolina (aminoácido del colágeno) . Los niveles de

hidroxiprolina en CGF no son distinguibles entre los sitios de gingivitis y

periodontitis ya que la destrucc ión de colágeno es un factor prominente en
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ambas. Por esto no es un buen candidato como marcador potencial de la

progresión de periodontitis.

5.5.3. Fibronectina. Es un grupo heterogéneo de proteínas presentes en

sangre y tejido conjuntivo . Prestan una importante función durante la

cicatrización, fagocitosis y migración celular. Varios estudios indican que la

fibronectina no es un marcador de diagnóstico certero .

5.5.4. Proteínas del tejido conjuntivo. Los niveles de osteocalcina y

osteonectina no han sido evaluados sistemáticamente como marcadores

diagnósticos.

La cavidad bucal está formada por un conjunto de tejidos y estructuras

complejas que dan lugar a la existencia de diferentes ecosistemas (mucosa

bucal, dorso de la lengua, superficies dentales , surco gingival, encias, saliva)

con caracteristicas fisicas , químicas y nutricionales específicas que

condicionan la colon ización por diferentes microorganismos (Tabla 5).

Además es, en conjunto . un sistema abierto y dinámico sometido a diversos

factores que van a dar lugar a una gran variabilidad cuantita tiva y cualitativa

de las especies microbianas encontradas, tanto entre diferentes individuos

como en el mismo, a lo largo del tiempo . También existe una serie de

determinantes específicos de la colonización, dependientes tanto del

hospedero (receptores) como de los microorganismos (capacidad de

adhesión y agregación, sinergismo) . . (9)
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Tabla 5. Factores que influyen en la colonización de la

cavidad bucal.

Locales:

Hábitos higiénico- dietéticos

Tabaquismo

Ambiente fisico-quimico (humedad, pH, temperatura, potencial

de óxido-reducción, concentración de lisozima , lactoferrina)

Presencia de alteraciones anatómicas

Generales:

Edad'

Estado nutricional

Tratamientos con antibacterianos previamente y concomitantes

Hospitalización

Inmunodepresión

Embarazo y otras alteraciones hormonales

Factores genéticos y raciales

Tomado de: Chinea meneses . 2000(9)

En conjunto, la boca es un ecosistema complejo y denso

microorganismos/gramo) compuesto fundamentalmente por Streptococcus

del grupo viridans y bacterias anaerobias. Los microorganismos

preponderantes son Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans,

Streptococcus mitis, Streptococcus sa/ivarius, Peptostreptococcus sp.,

Micrococcus sp., Enterococcus sp., Neisseria sp., Veillonella sp.,Actinomyces

sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Corynebacterium sp., Prevotella

sp., Porphyromonas sp., Fusobacterium sp., Capnocytophaga sp.,

Actinobacillus sp., Se/enomonas sp., Eikenella sp., Campy/obacter sp.,

Treponema sp. Aunque pueden aislarse en toda la cavidad bucal , presentan

una marcada predilección por determinados nichos. Así , S. sanguis, S.
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mulans . S milis y Aclinomyces viscosus colonizan fundamentalmente la

superficie del diente ; S. salivarius y Veillonella sp. la lengua y la mucosa

bucal y Fusobaclerium sp., Prevolella sp., Porphyromonas sp. y espiroquetas

anaerobias la cresta gingival. .(1 .2 )

Actualmente está claro que no hay que erradicar los microorganismos de la

flora, hecho materialmente imposible y que conduciria a la aparición de

sobreinfecciones, para lograr una efectividad máxima del control y

tratamiento de los procesos odontógenos, sino actuar específicamente frente

a los agentes causales y restaurar el equilibrio ecológico
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6. DIAGNÓSTICO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Al haber ciertas limitaciones para el diagnostico actual, como es el no poder

identificar diferentes patologias periodontales, no determinar la evolución ni

el pronóstico, y el tener una relativa predecibilidad, es decir , se diagnostica

una enfermedad ya instalada, no antes para poder prevenirla o detectarla en

forma subclínica .. (22)

Se han realizado estudios para ver si el hospedero será poseedor de una

enfermedad periodontal, descubriendo bacterias o elaborando métodos

indirectos para valorar la salud sistémica del paciente, si es que no están

disminuidos los mecan ismos de defensa . Para detectar la enfermedad sin su

aparición clínica aparecieron nuevos métodos de diagnóst ico periodontal.

Para esto debemos defin ir la sensibilidad que es la cantidad de sitios o

sujetos con verdadera presencia de enfermedad.

6.1. Métodos de diagnóstico de la enfermedad periodontal

Existen nuevos métodos de diagnostico, divididos en cuatro fases como son:

6.1.1. Diagnóstico etiológico. Es justamente de iniciación de la causa de

Enfermedad Periodontal, se refiere a la placa bacteriana , aunque se ha

comprobado que la especificidad bacteriana es necesaria pero no suficiente

para la formación de enfermedad periodontal y que existen algunos otros

factores que no necesitan gran cantidad de acumulo de placa bacteriana ,

sino simplemente la presencia de estas patógenas anaerobias, espiraladas y

móviles . Existen diferentes maneras de detectarlas, con respecto a la

detección de placa con indices de tinciones como el Green y Berbellón que

tipifica a la placa en 0,1,2,3 de acuerdo a la cantidad de pigmentos ocupando
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hasta el tercio, o medio o completa superficie de esmalte dentario. Otro es el

de O'leary que da un porcentaje de placa ya que se realiza caras con placa

por 100, sobre cantidad total de dientes con placa y da un porcentaje de 20 o

40% de placa .(19,20)

El de Loe y Silnes que es netamente subjetivo sin colorantes y tipifica según

el grado de inflamación, a la vista.

6.1.2 Diagnostico bacteriológico. Por cultivos de anaerobiosis o campo

oscuro, se tipifican las bacterias y demuestra la presencia de anaerobios

lesivos como Porphyromonas gingivales, Prevotella intermedia, o

Actinomices actinomycetancomitans en las bolsas periodontales (Fig. 4; .(9»

Fig. 4. Bactérias anaeróbias, son organismos que sobreviven en ausencia de
oxigeno, y pueden producir procesos infecciosos de origen endógeno. 1.
Fusobacterium nucleatum, microscopia eletrónica de transmisión (MED; 2.
Bacteroides fragilis. MET; 3. Fusobacterium nucleatum, tinción de Gram; 4.
Bactérias produtoras de pigmento negro Porphyromonas y Prevotellas.
(Tomado de: http://www.icb.usp.br/-mariojacl )

6.1.3. Diagnóstico clínico. Todo lo que sea labor del odontólogo como

inspección, sondeo, color, aspecto, consistencia, sangrado y supuración; lo

más importante se realiza con el sondeo, ya que se detecta no solo
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profundidad de inserción de la encía, sino también el límite amelocementario

(Fig. 5; (9, 17,22»

Fig. 5. En la fotografía se muestra recesión gingival y cambio de color del

tejido gíngival (Tomado de: http://www.gogle.com.m1dentrstv.com>

6.1.4. Diagnostico Radiográfico. Sirve como una guía, para el pronóstico,

control y comparación, con RX posteriores al tratamiento (Fíg. 6; (9, 17,22)

Fig. 6. En la radiografía se muestra la pérdida ósea tanto vertical como

horizontal (Tomada de: http://www.gogle.com.m/dentrsty .com )
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6.2. Nuevos métodos

Estudio de la compos ición de la flora bacteriana . Cultivos y campo

oscuro .

Medición del fluido gingival y su composición : 1ra manifestación

subclínica de enfermedad periodontal

Determinación de actividad de LPMN : defensa del hospedero, se

extrae suero, glóbulos blancos y se comprueba la quimiotaxia,

locomoción, adhesión y fagocitosis.

Detección de anticuerpos, mediante un análisis de sangre .

Medición de la temperatura de la bolsa . Si aumenta mas de 3rC

parámetro sublingual = inflamación periodontal.

Guaiac , determinación de sangre oculta en heces , con un 70% de

sensib ilidad.

Virus en bolsas y presencia de Helicobacter pylori, bacteria causan te

de la ulcera gastroduodenal , al estar en bolsas periodontales y

disminuir las defensas , la puede contag iar y desarrollar.

6.3. Métodos directos. Cultivos y campo oscuro (Tabla 3)

6.3.1. Análisis de cultivo. Es la colección de muestra de placa subgingival

con tiras de papel (Fig. 7), las cuales son colocadas inmediatamente en un

medio de transporte y se manda a un laboratorio para identificar la bacteria

anaerobia y su sensibilidad antibiótica. Hay bacterias que son miembros

inusuales en una población mientras en otras son un hallazgo común , por

esto las pruebas microbiológicas no dan una absoluta certeza de que las

bacterias cultivadas de una bolsa periodontal son los patógenos

responsables de la enfermedad periodontal de todos los pacientes.

Con síntomas clínícos de periodont itis algunos hallazgos bacte riológicos

compatibles muestran la presencia de:
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Bacterias espiraladas

Prevotella intermedia

Porphyromonas gingivalis

Fusobacterium nucleatum

Entre las bacterias anaerobias, en forma individual o conjunta de algunos de

ellos.

El orden de incidencia hallado fue:

Bacterias espiraladas 35%

Prevotella intermedia 18%

Porphyromonas gingivalis 35%

Fusobacterium nucleatum 74%

La asociación más frecuente fue: 20% de (Porphyromonas gingivalis +

Fusobacterium nucleatum) y un 7% (espi raladas + P. gingivalis +

Fusobacterium nucleatum).

Las bacterias espiriladas pueden ser observadas por la tinción de Gram­

Nicolle , mientras que otros microorganismos pueden ser tipificados

bioquímicamente según algunos esquemas minimos presuntivos.
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Tabla 5. Se presentan las diferencias entre ambos métodos.

CAMPO OSCURO CULTIVO

Equipo Costoso Lo tiene el laboratorio

Personal Entrenado Sin personal

Velocidad Rápida Se envía a laboratorio

Recuento células Rápidamente No sirve

Totales

Distribución proporcional Lo da No lo da

de los microorganismos

Habilidad para detectar No sirve Si

bacterias

Habilidad para indicar No sirve Si

antibioticos

Aplicación clínica No No

(Tabla tomada de: hltp:l/www.sergiohiskin .com.ar/)

6.4. Métodos indirectos

DETECCfON

ENZIMÁTlCA

PERIOSCAN

EVALUSITE

Asi como se pueden cultivar las bacterias . se puede desarrollar su

metabolismo, ver cuales son sus productos bacterianos, distinguirlos y

visualizarlos . Utilizando este medio para encontrar productos bacter ianos,

podemos detectar la presencia de la bacteria determinada , por ejemplo la

ureasa , que viene preelaborada en un papel dentro del avío del evalus ite.

Tomamos una muestra de placa. la colocamos sobre la ureasa preelaborada

que viene en el avio y sí encuentra la urea de la bacteria determ inada cambia
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el pH, cambia de color. Por lo tanto si está la enzima de la bacteria, está la

bacteria .. Sirve para clasificar determinados patógenos de placa específica ,

como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus

actinomycetemcomitans.

Un pequeño número de bacterias (T. denticola , P. gingivalis, B, forsythus)

producen cierta enzima capaz de hidrolizar N benzoil DL arginina 2

naphytlamide (BANA) . En los sitios BANA posit ivos habrá presencia de estos

patógenos. Las desventajas de esta prueba son que detecta un número

limitado de patógenos y no provee información acerca de la sensibil idad

antibiótica. (1,5)

6.4.1. Análisis de restricción de endonucleasa. Este anál isis es una

herramienta muy útil para investigaciones epidemológicas porque puede

determ inar la distribución y transmis ión de los rasgos de una bacteria

específica a toda una población . También es utilizado en el estud io de la

transmisión de los patógenos periodontales entre los miembros de una

familia .

6.4.2. Sondas ADN (Hibridación de ácidos nucleicos) : el ADN transmite

información genética de las células, tiene forma helicoidal, dos hileras que se

entrecruzan. Por intermedio de calor se desdobla la cadena de ADN , se

marca con isótopo radiactivo, se toma una muestra de placa y si encuentra

su par se entrecruza y cambia de color si reacciona entrecruzándose con

esta cadena de ADN, está el gen de la bacteria, está la bacteria . Detecta la

presencia de bacterias específicas en minutos (Fig . 8). (9)
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Fíg. 7. Toma de la muestra con una punta. el tiempo suficiente para que se

absorba el fluido crevicular con todas las bacterias presentes en el surco

(Tomada de: http://metodosdediagnosticolab/inmunofluerescencia)

6.5. Métodos Inmunológicos.

6.5.1. Aglutinación del látex. Son soportes de látex con antígeno

prefabricado, se le extrae sangre al paciente , si tiene anticuerpo contra ese

antígeno, aglutina . (9.22)

6.5.2. ELlSA. Es una prueba sensible a la presencia de antígenos , son

pozos con antígenos , se coloca suero del paciente , se hace una serie de

lavados y si tiene anticuerpos contra ese antígeno se aglutina . luego de otra

serie de lavados se agrega una enzima, si cambía de color, hay anticuerpos

ante ese antígeno.
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6.5.3. Inmunofluorescencia. Reacción antígeno-anticuerpo, se tiñe con

fluoresceina principalmente.

De esta manera podemos diagnosticar diferentes patologias periodontales,

en un comienzo cultivando bacterias que por su espec ificidad bacteriana se

creyó que como toda enfermedad infecciosa, detectando la bacteria,

descub riendo su antibiótico especifico, se soluc ionába la enfermedad. Pero al

ser multifactorial se deben realizar trabajos hacia el hospedero, como

resistencia y dism inución de las defensas por esto se realizan estos estudios

inmunológicos debido a que todo paciente con enfermedad periodontal no es

una persona sana, tiene una enfermedad infecciosa y una

eritrosed imentación alta. (4.9.22)

Con este trabajo vemos que no solo con un correcto diagnostico clínico ,

bacteriológico, radiográfico y etiológico es suficiente, sino también el estudio

cultivo e identificación de bacterias patógenas especificas y analizando la

respuesta inmunológica del hospedero, para predecir un avance de la

enfermedad.

41Neevia docConverter 5.1



Fig. 8. Electroforesis en gel de agarosa, se pueden identificar los distintos

tipos de ADN correspondiente a las bacterias presentes en las bolsas

periodontales del paciente o se pueden distinguir los tipos de polimorfismos

de un determinado gen perteneciente a un individuo (Tomado de:

http://metodosdediagnosticolab/inmunofluerescencia .)

6.6. Problemas asociados con el uso de procedimientos

microbiológicos como auxiliares de diagnóstico por la enfermedad

periodontal.

La presencia o ausencia de los patógenos periodontales en la placa dental

no puede ser usada como factor discriminante entre sitios con salud y

enfermedad ya que se han aislado estas bacterias en ambos sitios como asi

también en sitios de gingivitis; aunque en niveles y frecuencias menores que

en sitios con destrucción periodontal. Los niveles de bacteria patógenas en

relación con la destrucción periodontal no están identificados ya que
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dependen del hospedero. Como así tampoco la asociación de estas bacter ias

con la progresión de la periodontitis; tanto en estudios prospectivos como

retrospectivos no se llegó a ninguna conclusión definitiva que pueda

considerar a ningún organismo "indicador" para predecir la progresión de la

enfermedad . En cuanto a la utilización de las pruebas microbiológicas no

ofrecen un valor predictivo para la progresión de periodontitis, cuando es

aplicado en pacientes periodontales tratados con terapia de mantenimiento

contra los que no la han recibido.

Atendiendo a su morfologia, las bacterias anaerobias de interés clínico

odontológico se clasifican en dos grandes grupos: Esporulados,

conformados por bacilos grampositivos, genera lmente móviles . Dentro de

este grupo se encuentran los c1ostridios periodontopatógenos, que forman

parte, excepcionalmente de la microbiota de la cavidad bucal y se han

relacionado con la agresividad de periodontitis en individuos

inmunodeprimidos. Otro grupo de anaerobios son los No Esporulados, que

engloban cocos y bacilos, tanto grampos itivos como gramnegativos, y

espiroquetas. Estos microorganismos actúan generalmente como

oportunistas , tanto a nivel de su hábitat (mucosas y cavidades) como en

tejidos y órganos distantes; es asi como la mayoria de las infecciones por

este grupo de bacterias anaerobias no esporuladas, son de origen endógeno.
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7. AGENTES BACTERIANOS

La microbiota periodontal es una comunidad compleja de microbios . En la

actualidad, se han descubierto alrededor de 500 microorganismos

colonizando su flora bacteriana. Sin embargo, hoy en día se conoce que sólo

un grupo limitado de bacterias tiene real efecto patógeno en la enfermedad

periodontal. Entre los agentes etiológ icos con mayores factores de virulencia

se encontramos periodontopatógenos anaerobios y con mayor presencia

Porphyromonas gingivalis, Actinobaci/lus actinomycetemcomitans,

Bacteroides forsythus , Treponema denticola, fusobacterias, Prevote/la

intermedia, Prevotella nigrescens, Campylobacter rectus y algunas

espiroquetas . . (4, 9.22)

De este grupo, Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus

actinomycetemcomitans son dos de las bacterias que han sido objeto de

mayores investigaciones debido a su capacidad de colonización e invasión

de los tejidos periodontales, a la forma de evadir las defensas del hospedero

y al daño tisular que producen en el periodonto . (4. 9. 19.23)

7.1. P. gingivalis y A. actinomicetemcomitans. Son considerados

microorganismos exógenos que se transmiten por la saliva y pueden causar

enfermedades en hospedadores susceptibles cuando exceden los niveles de

normalidad . Penetran los tejidos periodontales a través de ulceraciones en la

pared de la bolsa periodontal o por perforación de los espacios intercelulares

del epitel io. (19, 23.24)
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Algunas características de dichos personajes presentes en el surco

gingival no móviles y anaerobios son:

7.2. Porphyromonas

Este género es un bacilo anaerobio no fermentativo, no móvil , de

pigmentación negra.

Se subdivide en tres especies :

• P. asaccharolytica
• P. gingivalis
• P. endodontalis

7.2.1. Porphyromona gingivalis

Son bacilos cortos, no móviles miden 0.5 micrómetros , con un rango de 1­

2 micrómetros , presente en formas pleomorficas , lo encontramos en

colonias pigmentadas de color negro( en medios de cultivos con sangre

lisada)en colonias jóvenes en agar sangre dan colonias no pigmentadas, los

serotipos son identificados con sondas de DNA ,los métodos rápidos de

cultivo para identificación son la fluorescencia de colonias y actividad positiva

a la tripsina(BANA). Excreta proteasas destructivas tales como colagenazas

y tripsinas, esta bacteria, junto con algunas especies de Prevote/la,

constituye el grupo de microorganismos predominantes en la etiología de la

Periodontitis del Adulto (19)

Coloniza el surco gingival y es considerado como patógeno periodontal

agresivo.
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7.2.2. Porphyromana endodontalis

Presentes como bacilos cortos, no móviles miden de 0.4-0 .6 X 1-2

micrómetros, en colon ias en medio de agar gelosa sangre son :-suaves,

convexas, circulares con pigmento negro o café se hacen vis ible de 7 o 14

días.

Estos microorganismos no fermentan carbohidratos, deshidrogenasas de

malato y glutamato.respuesta negativa a la tripsina ya que no aglut ina

eritrocitos.

Crece en medios con menad iona (vitamina k).Existen tres serotipos que

se alisan de conductos radiculares y bolsas periodontales. (19 .23.24)

7.2.3. Porphyromana assccharolytica

Es un bacilo que mide de 0.8 a 1.5 X 1.6 a 25 micrómetros presenta

colonias negras muco ides de 1 ó 2 mm de diámetro, estas son redondas,

convexas, y opacas después de 6 dias de incubación en anaerobiosis

podemos observarlas. Esta especie no aglutina eritrocitos. Trips ina negativa

y es positiva a alfa fucosidasa . No asim ila azúcar .

7.3. Prevotella Descrito por Prevot

Son bacilos anaerobios y gramnegativos, dentro de este género encontramos

tres especies:

• prevotella melaninogenica

• prevotella denticola

• prevotella loescheli

7.3.1. Prevotella melaninogenica

Es un bacilos gramnegativos anaerobio, mide de 0.5 a 0.8 X 0.9 a 2.5

micrómetros, ocasionalmente llegan a medir 10 micrómetros, posee un
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metabolismo fermentativo, produce celobiosa. Su Beta -galactosisada es

positiva. Se desarrollan en agar gelosa sangre, las colonias miden

aproximadamente 0.5 a 2.0 mm de diámetro son circulares, convexas y

brillantes , las colonias son más obscuras en el centro, con bordes gris o café

claro.

En sangre de caballo no se pigmentan las colonias y en la de conejo son

beta hemolíticos anteriormente se pensaba que el pigmento negro era

melanina y en realidad es causado por la hidrólisis de esculina , se aisla e

bolsa periodontal. (24)

7.3.2. Prevotella denticola

Es un cocobacilos que mide aproximadamente 0.5 a 0.7 X 0.6 a 0.7

micrómetros. En cultivos líquidos se observa en cadenas cortas o pares ,

Forma colonias pequeñas, circulares, convexas , bajas, con anillos

concéntricos y claros son de color negras o cafés posee un metabolismo

fermentativo. MUG positiva , hidrólisis de esculina, con fermentación de

celobiosa, es habitante del diente pero lo logramos localizar

subgingivalmente.

7.3.3. Prevotella loescheii

Es un bacilos , mide de 0.4 a 0.6 X 0.8 a 1.5 micrómetros, lo podemos

observa r en medios líquidos en pares y cadenas cortas, sus colonias

pequeñas miden de 1 a 2 mm de diámetro, son circulares, convexas bajas ,

translucidas, brillantes y suaves . ( 19, 23,2 4)

Posee un metabolismo fermentativo , con un pH terminal en caldo de glucosa

de 4.9 a 5.4, localizado en surco gingival.
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7.3.4. Prevotella intermedia

Bacilos cortos o filamentosos de 0.4 a 0.7 X 1.5 a 2.0 micrómetros es un

anaerobio estricto, fermenta glucosa con un pH de 4.9 a 5.4,maltosa,

sacarosa y fructosa , glicógeno e inulina , asimila gelatinaza y produce indol.

La Menadiona es esencial para la fermentación de carbohidratos. MUG

negativa. Se localiza en el surco gingival y bolsa periodontales.

7.3.5. Prevotella oralis

Es un bacilo Gram. negativo fermentadores, no producen pigmentos ,miden

de 0.5 a 0.8 X 1.0 a 5.0 micrómetros, se presenta arreglados en pares y

cadenas cortas ,colonias suaves y semiopacas de color crema, no hemolisan

sangre, no requieren hemina ni menadiona para su crec imiento , se

encuentra en encía cervical , tracto respiratorio y genital. En cond iciones de

salud se encuentra en boca y sitios extraorales.

7.3.6. Prevotella buccalis

Estas células miden de 1 X2 a 8 micrómetros ,las colonias al tercer dia en

agar sangre son menores a 1 mm de diámetro , de color blanco . opacas y

convexas

7.4. Fusobacterium

Bacilos pequeños anaerobios de forma fusiforme patógenos aislados de

infecciones , purulentas de diferentes órganos del cuerpo . no forman

esporas, no móviles ,no o ligeramente fermentativa .produce ácido bulírico

como producto final del metabolismo .contiene lantionina en su pared de

peptidoglucano. Se subdividen en las sigoEspecies:

Fusobacterium

• F. nucleatum subespecie nucleatum
• F. nucleatum subespecie polymorphum
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• F. nucleatun subespecie vincentii
• F. nucleatum subespecie fusiforme

7.4.1. F. nucleatum subespecie nucleatum

Produce H2S e indol, se identifican en muestras de placa dentobacteriana y

surco gingival .Medio de cultivo selectivo de cristal violeta eritromicina(CVE)

Colonias púrpuras con dos morfologías direfentes.. (19, 23 ,24)

7.4.2. F. nucleatum subespecie vincentii

En colon ias en forma de cono bajo, con superficie radiada y ligeramente

coloreada ,

7.4.3. F. nucleatum subespecie fusiforme

• F. alocis

• F, sulci

Estas células de 0.4 a 0,7 X 1,5 a 1.7, producen abundante hidrogeno y gas,

produce butiarato y acetato de glucosa, en medio liquido .Se aislan del surco

gingival.

7.4.4. F. nucleatum subespecie nucleatum

Colonias redondas convexas y suaves , colonias en forma de molar anaerobia

pero relativamente aerotolerante, su energía deriva del metabolismo de los

aminoácidos crecen en sangre y en soya tript icasa .

7.5. A. actinomicetemcomitans.

Libera toxinas como leucotoxinas, endotoxinas y citotoxinas, frecuentemente

está relacionado con periodontitis agresivas en pacientes jóvenes como son

la periodontitis prepuberal y en la periodontitis juveni l. Alrededor de los 21 a

40 años la presencia de esta bacteria relat ivamente disminuye, mientras que

aumenta la cantidad de otros anaerobios gramnegativos como P. gingivalis,
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Bacteroides torsythus, Treponema denticola , Fusobacterias, Prevotella

intermedia y Prevotella nigrescens (19)

Actinobacillus actinomycetemcomitans. El termino significa " con

actinomycetos .. y refleja su relación con especies de Actinomyces, no

requiere de CO2 para crecer, tampoco de hemina(factor X ) a NAO (factor V),

su estructura interna es en forma de estrella . Estas células pequeñas , cortas

que miden de 0.4 a 1pm son bacilos cortos o rectos con vesiculas

membranosas, sus colonias rugosas cuyas células presentan fimbrias .Las

colonias en agar gelosa sangre son pequeñas de color gris a blanco,

translucidas , suaves y no hemolíticas. (19.23,24)

Se estimu la su crec imiento con CO2 y las especies crecen en medio aerobio

con 5 o 10 % de CO2 Las células crecen en medio de cultivo líquido fresco

con bicarbonato de sodio incubado crecen bien en medio de agar chocolate

8sangre caliente) .Fermenta azucares como glucosa y fructosa , pero no

sacarosa o lactosa . Produce ácido como lactato, succinato, acetato y

propionato , 8 de diez biotipos se han descrito en base a la fermentación de

dextranos , maltosa . manitol y xilosa. Existen 3 serotipos: a, b producen

leucotoxinas , fermentan xilosa. e , pocas cepas fermentan xilosa .

En medios de cultivo agar e tristona-soya suero bacitracina incubada en una

atmósfera con 10 % de CO2 colonias en forma de estrella translucida

blancas que se adhieren al agar ,los medios de cultivo contienen sangre

bacitracina y verde malaquita , MUG, descomposición del peroxido de

hidrogeno .Se aislan de la bolsa periodonta l placa dentobacteriana.

Después de dos días de incubación en medio anaerobio las colonias son

blancas de color crema en incubación larga inician de color café claro a
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oscura y esto se debe a la sangre -lisada , es Beta hemolítico en sangre de

conejo , posee un metabolismo fermentat ivo

Sin duda alguna los anaerobios gramnegativos constituyen los

microorganismos con mayor agresividad en la enfermedad periodontal. (2 . 9.

19.22)

Para establecer un diagnóstico presuntivo de una infección por anaerobios es

importante que el microbiólogo correlacione el origen de la muestra con los

morfotipos observados en la tinción de Gram. Además , la presencia de tipos

morfológicos múltiples en la tinción de Gram sugiere específicamente este

diagnóstico puesto que la mayoría de las infecciones en las que están

implicados los anaerobios son polimicrobianas (Tabla 7).

7.6. Med ios de cultivo. Para consegu ir una recuperación óptíma de

bacterias anaerobias es fundamental elegir correctamente los medios de

cultivo primarios . La mayor ía de estas bacterias requieren para su

crecimiento vitamina K1 y hemina . Para su aislamiento e identificación

presuntiva se aconseja utilizar una combinación de medios enriquecidos no

selectivos , selectivos y diferenciales, entre los que se incluyen :

• Agar sangre para anaerobios como agar Brucella o agar Schaed ler

con un 5% de sangre de carnero , a los que se añaden vitamina K1 (1

IJg/ml) y hemina (5 IJg/ml). En estos medios crecen tanto las bacterias

anaerobias facultativas como las anaerobias obligadas .
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Tabla 7. Sistemas de transporte de muestras para anaerobios

Muestra Sistema de transporte Tiempo óptimo de

transporte al Laboratorio

Material obtenido por Viales con atmósfera 2 - 3 h (hasta 8-24 h)

aspiración anaerobia

Tejido o biopsia Contenedores estériles 30 min

Frascos con atmósfera

anaerobia
2-3h

Contenedores en bolsas de
2-3h

anaerobiosis

Torundas Tubos con atmósfera 2-3h

anaerobia

Agar Bacteroides bilis esculina con amicacina (BBE). Es un medio

selectivo para Bacteroides del grupo fragilis y Bilophilia spp. Contiene

amicacina (100 ~g/ml) que inhibe la mayoria de facultativos, bilis (20%)

que con casi exclusividad sólo permite el crecimiento de las especies

citadas y esculina que al ser hidrolizada en presencia de un indicador

(citrato férrico) vira el medio a color negro. Permite una fácil detección

de las especies de Bacteroides del grupo fragilis al ser esculinas

positivas. A veces, pueden crecer otras especies, como Fusobacterium

mortiferum, Fusobacterium varium, algunas enterobacterias,

Pseudomonas aeruginosa , enterococos, levaduras , etc., aunque se

distinguen de los Bacteroides del grupo fragilis por el tamaño de sus

colonias, que normalmente es inferior a 1 mm de diámetro, (2,9,19,22)

Agar con alcohol fenil-etílico (PEA) con un 5% de sangre de

carnero. El alcohol inhibe el crecimiento de bacilos gramnegativos

facultativos, principalmente el crecimiento en velo de las especies de
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Proteus . También evita el crecimiento en velo de algunas especies de

Clostridium como Clostridium septicum, facilitando de este modo su

aislamiento. Se aconseja sembrar en este medio las muestras

purulentas o cuando sea previsible una infección mixta .

Agar sangre selectivo. Como agar Schaedler con neomicina (75 ¡Jg/ml)

y vancomicina (7,5 ¡Jg/ml) (SNV) o con kanamicina (75 ¡Jg/ml) y

vancomicina (7,5 ¡Jg/ml) (SKV) o el clásico agar Brucella con

kanamicina, vancomicina y en este caso sangre lacada (ASLKV) . Son

medios selectivos para bacilos gramnegativos como el grupo de

Bacteroides fragilis y especies de Prevotella. La presencia de neomicina

o de kanamicina inhibe a la mayor parte de los aerobios facultativos y la

presencia de vancomicina inhibe la mayoria de los grampositivos y

especies de Porphyromonas. A veces pueden crecer en estos medios

levaduras y anaerobios facultat ivos resistentes a estos aminoglucósidos

por lo que siempre debe realizarse una tinción de Gram y un ensayo de

aerotolerancia a todos los aislados .

Agar con yema de huevo (AYE) . Cuando se sospecha la presencia de

c1ostridios , para detectar la producción de lipasa y/o lecitinasa.

Agar selectivo para Clostridium difficile. Cuando se investigue la

presencia de esta especie, como agar fructosa-cicloserina-cefoxitina

(CCFA) o agar yema de huevo-cicloserina-cefoxitina (CCEY) .

Medio líquido de enriquecimiento o de mantenimiento. Se

recomienda usar caldo de tioglicolato sin indicador, complementado con

vitamina K1 (200 ¡JI) Y hemina (20 ¡JI) . Este medio se utiliza para

recuperar las bacterias anaerobias en caso de que falle la anaerobiosis

en la incubación de los cultivos primarios, haya una inhib ición del
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crecimiento debido a antibióticos o a otros factores, o bien cuando las

bacterias se encuentran en cantidades muy pequeñas. (2,4 ,9,19 .)

7.7. Sistemas de incubación en anaerobiosis. Su elección viene

determinada por el costo, número de cultivos y limitaciones de espacio. Los

más comunes son las cámaras, jarras o cajas y bolsas de anaerobiosis.

Independientemente del sistema utilizado es importante monitorizar el

ambiente anaerobio con una tira indicadora de azul de metileno o de

resarzurina , y la temperatura de incubac ión.

Existen diferentes modelos de cámaras para anaerobios, en las que se

consigue una atmósfera anaerobia mediante una mezcla de gases que

contiene 5% de H2, 5-10% de CO2 y 85-90% de N2. Poseen un sistema de

intercambio que consiste en un compart imiento rígido con una puerta interior

y otra exterior. Las jarras son recipientes cilíndr icos , de metal o de plástico

rígido , que deben cerrarse herméticamente y en los que la atmósfera

anaerobia se obt iene entre 1 y 2 horas después de introducir unos sobres

(GasPak®, Becton Oickinson) en los que, al añadir H20 se libera H2 y CO2 El

H2 se combina con el oxígeno existente formando agua gracias a la

presencia de un catalizador. Actualmente existen sistemas en los que no

hace falta añadir H20 o introducir el catalizador (Anaeroqen", Oxoid) .

Mediante una técnica automatizada, Anoxornat", también se puede lograr

una atmósfera anaerobia en las jarras. Como ya se ha señalado debe

introducirse un indicador de oxígeno, que suelen ser tiras de papel con azul

de metileno, que se decoloran al desaparecer la presencia del oxígeno.

También se encuentran disponibles en el mercado diferentes sistemas de

bolsas de anaerobiosis de plástico transparente y flexible como GasPack
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Pouch'" (Becton Dickinson) o Anaeroqenoornpact" (Oxoid) con generadores

e indicadores adecuados. Se pueden utilizar tanto para el transporte de

muestras al laboratorio como para la incubación de cultivos.

7.8. Tiempo de incubación. Inmediatamente después de su siembra las

placas de cultivo se incuban a 35-37° C en el sistema de anaerobiosis

disponible. Si se utiliza una cámara se pueden examinar a las 24 h, puesto

que no es necesario sacarlas, mientras que si se emplean jarras o bolsas hay

que esperar 48 h, a no ser que se busquen microorganismos de crecimiento

rápido y se empleen medios selectivos como el BBE para el grupo de

Bacteroides fragilis o el EYA para c1ostridios, en cuyo caso se pueden

examinar a las 24 h.

Si en las placas no se observa ningún crecim iento se deben reincubar hasta

completar 7 dias , al menos las de agar sangre no selectivo, ya que algunos

anaerobios requieren este tiempo para formar colonias visibles (Actinomyces ,

Porphyromonas, Propionibacterium, Bilophila) . Se aconseja mantener la

incubación del medio liquido de enriquecimiento entre 7 y 10 dias y se deben

realizar subcultivos, si se aprecia turbidez u otro signo de crec imiento, en

agar sangre y agar chocolate que se incubarán en una atmósfera con 10%

de CO2, y en agar sangre para anaerobios incubado en anaerobiosis. Este

mismo procedimiento se realiza al final del periodo de incubación si no se ha

detectado crecimiento para considerarlo definitivamente estéri l.

En el diagnóstico de la actinomicosis el tiempo de incubación debe ser

mayor, generalmente entre 2 y 4 semanas. (2.5, 9.1 9,21)

7.9. Otros procedimientos

Procesamiento de los líquidos orqánicos, Los líquidos corpora les

habitualmente estériles, como ascitico, de diálisis peritoneal, articular,
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pericárdico, amniót ico, pleural , sinovial , intraocular. Se inoculan en

frascos de hemocultivo para aerobios y anaerobios. reservando un

pequeño volumen para hacer una tinción de Gram. A diferencia de

otros líquidos , el amniótico y los Iiquidos obtenidos por culdocentesis

no necesitan centrifugarse antes de realizar esta tinción . La lectura se

realiza diar iamente durante 7 dias . En el caso de que haya

crecimiento, se extrae una muestra del frasco aerob io mediante

jeringa y aguja para realizar subcultivos en medios sólidos para

aerobios y facultativos (agar sangre , agar chocolate, agar sangre con

colistina y ácido nalidíxico y agar MacConkey, por ejemplo) . Del frasco

anaerobio se hacen subcult ivos en agar sangre , agar chocolate y agar

sangre para anaerobios.

Las bacter ias anaerobias raramente causan mening itis , por lo que el cult ivo

de rutina del liquido cefalorraquídeo no es necesario. Los anaerobios pueden

estar implicados en la formación de abscesos cerebrales, empiema subdural

y absceso epídural y en estos casos no es útil el examen del liquido

cefalorraquídeo.

Las muestras de sangre se procesan tal como se indica en el Procedimiento

3a de la SEIMC (Hemocultivos) .

Procesamiento del catéter telescopado (CT). Se corta el cepillo y se

coloca en un tubo que contenga 1 mL de solución estéril de Ringer

lactato. Se agita en el vortex durante 30 segundos y se preparan dos

diluciones seriadas al 1/100 a parti r de la inicial en Ringer lactato; se

siembran partes alicuotas de 0,1 mL de cada una de las diluciones en

medios para aerobios y facultat ivos (agar sangre, agar chocolate y

agar MacConkey) que se incuban en 10% de CO2 durante 24-48 horas
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y para anaerobios (agar sangre y agar sangre selectivo) que se

incuban en anaerobiosis hasta 5 dias.

Procesamiento del lavado broncoalveolar (LBA). Se preparan dos

diluciones seriadas al 1!100 de la muestra inicial y se siembran en los

mismos medios que el catéter telescopado.

7.10. Examen de los cultivos y aislamiento. En el análisis microbiológico

de una muestra clínica se pueden dist inguir, al menos teóricamente, dos

etapas.

1". Dedicada a "buscar" los anaerobios que pueda contener, obtenerlos en

cultivo puro, identificarlos de forma preliminar (a nivel de género o "grupo"), e

informar al clínico lo antes posible.

2a
. Debe intentar conseguir una identificación más precisa y estud iar la

sensibilidad a los antibióticos que habitualmente tienen actividad sobre estas

bacterias.

Seria deseable que la primera etapa se realizara en todos los laboratorios de

microbiologia, mientras que la segunda puede quedar restringida a unos

pocos. cuya experiencia debe servir de base para el conocimiento genera l de

las bacterias anaerobias que se pueden encontrar en muestras clínicas

correctamente obtenidas y su sensibilidad! resistencia a los ant ibióticos

habitua lmente utilizados para su tratamiento.

Los medios con crecimiento deben observarse cuidadosamente para detectar

todas las colonias diferentes, independientemente de su tamaño, y proceder

a su subcultivo. Algunos anaerobios pueden formar colonias

morfológicamente semejantes a las de los facultativos . Los subcultivos se

realizan siempre a partir de una única colonia. Esta se siembra en una

placa de agar sangre no selectivo para anaerobios y en una de agar
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chocolate que se incuban en una atmósfera anaerobia y aerobia con 10% de

CO2 , respectivamente. Deben realizarse los reaislamientos necesarios para

poder subcultivar colonias únicas de todos los tipos morfológicos. Las

colonias subcultivadas que no crezcan en agar chocolate incubado en CO2 se

consideraran en principio anaerobios estrictos y se procede a su estudio . Hay

que tener en cuenta que algunos bacilos grampositivos Actinomyces spp.,

Propionibacterium spp., Bifidobacterium spp., e incluso algunas especies de

Clostridium , pueden ser lo bastante aerotolerantes como para crecer en CO2

y sin embargo se deben considerar como anaerobias. Por el contrario

algunos estreptococos pueden aparecer como anaerobios estr ictos en el

primer subcultivo y mostrarse como perfectamente facultativos tras un

periodo más o menos largo de adaptac ión. Confirmado el carácter de

anaerobio estricto de la bacteria aislada se comunica el hallazgo lo antes

posible al clínico, aunque sólo se le de una información muy general e

inespecifica. (2. 5. 9. 19. 21.22)

7.11. Identificación.

7.11.1. Identificación preliminar. El primer paso , el más básico pero

imprescindible, es la observación detallada de las características de la

colonia y de la tinción de Gram. Dado que entre los anaerobios hay especies

que retienen de forma variable el colorante princ ipal (cristal violeta) , en

ocasiones puede ser de gran ayuda un subcultivo con un disco de

vancomicina de 5 J.1g para determinar el carácter de grampositividad o

gramnegatividad. Con los datos obtenidos de estas observaciones ya se

puede informar sobre: cocos grampos itivos anaerobios, Clostridium spp.

(Observación de esporas o morfologia típica de C. perfringens) o bacilos

grampositivos anaerobios, (en este último caso si la morfologia es de

Propionibacterium se puede notificar como tal si se detecta la producción de

catalasa). Los cocos gramnegativos anaerobios se informan como tales o

como Veillonella spp., puesto que este es el género más frecuentemente

58Neevia docConverter 5.1



hallado en las clínicas. En el caso de los bacilos gramnegativos anae robios

es aconsejable informar de ellos una vez encuadrados en ciertos "grupos":

grupo 8acteroides fragi/is, 8acteroideslPrevotella, Prevotellal

Porphyromonas, 8acteroides ureo/yticusl Campy/obacter, Fusobacterium, o

8i/ophi/aJ Sutterella. Este encuadre preliminar se puede lograr con algunas

pruebas adicionales como:

Capacidad para crecer en presencia de un 20% de bilis (resistencia a

la bilis u oxga/I).

Sensibilidad (S) o resistencia (R) (halos de inhibición) por el método

de difusión con discos a vancom icina (con carga de 5 I-Ig) , kanamicina

(de 1000 I-Ig) , Y colistina (de 10 I-Ig).

La interpretación de estas observaciones es la siguiente:

Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina R, colistina R =

grupo 8acteroides fragi/is

Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina S, colistina S =

grupo 8i/ophi/aISutterella.

Crecimiento en bilis (-), vancomicina variable (V), kanamicina R,

colistina V = grupo Prevotella/Porphyromonas.

Crecimiento en bilis (-/+),vancomicina R, kanamicina S, colistina S =

Fusobacterium spp. (dos especies bilis+).

Crecimiento en bilis (-), vancom icina R, kanam icina S, colistina S =

grupo 8acteroides ureo/yticus/Campy/obacter (la diferenciación

presuntiva entre este grupo y Fusobacterium tendría que basarse en

las características morfológicas de la cepa) . También estaria en este

grupo el género Leptotrichia.

Aunque la sensib ilidad a la vancomicina puede diferenciar los géneros

Prevotella (vancomicina R) y Porphyromonas (vancomicina S), se sugiere la
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agrupación imprecisa de "grupo PrevotellalPorphyromonas" para los bacilos

gramnegativos anaerobios que dan colonias negras , dada la dificultad que

puede existir para conseguirlos en cultivo puro a pesar de su fácil detección

por la pigmentación de sus colonias .

7.11.2 . Identificación final. Probablemente es deseable una identificación lo

más precisa posible . La identificación a nivel de género y especie de todos

los aislamientos c1inicos ayudaria a conocer con precisión su implicación en

diferentes enfermedades infecciosas , su sensibilidad a los antibióticos y los

pos ibles mecanismos de resistencia existentes. Sin embargo conseguir

ident ificar la especie (e incluso en ocasiones el género) de todos los

aislamientos es una tarea prácticamente imposible y seguramente ni siquiera

necesaria. No obstante seria conven iente que al menos en algunos

laboratorios con mayor capacidad se intentara su identificación con la mayor

precis ión posible.

La dificultad en la identificación de la total idad de las bacterias anaerobias

aisladas tiene un doble origen . En primer lugar taxonómico, ya que las

clas ificaciones utilizadas cambian constantemente deb ido a la introducción

de estudios geonómicos. Los análisis del ARN 16S han demostrado que

muchos de los géneros definidos por caracteres fenotípicos eran muy

heterogéneos y contenian géneros diversos, y que muchas especies,

definidas igualmente sobre bases fenotípicas , estaban mal agrupadas en el

esquema taxonómico. En segundo lugar la gran dificultad de los laboratorios

de microbiologia clínica estriba en el alto costo y tiempo requeridos para

asignar sus aislamientos, por medio de caracteres fenotípicos , a géneros y

especies definidos sobre bases genéticas. ya que es imposible recurrir de

forma ordinaria a estudios del ARN 16S y a técnicas de amplificación

geonómica con cebadores específicos. Cada laboratorio debe intentar

estudiar tantos caracteres fenotípicos como le sea posible y que le permitan

llegar a una identificación adecuada . Los caracteres fenotipicos
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habitualmente estudiados , aparte de los morfológicos y de sensibilidad

citados, son los derivados de la actividad metabólica : producción de indol,

descomposición del H202 (catalasa), capacidad sacarolítica y/o proteolítica,

detección de determinados enzimas y caracterización de productos finales de

su metabolismo. (2.4.5.9.)

El estudio de la capacidad de producir indol y de descomponer el H202 está

al alcance de cualquier laboratorio de microbiologia, por lo que deberian

incluirse en todo esquema de identificac ión.

El estudio de la capacidad sacarolítica y/o proteo lítica ha constituido la base

de la identificación bacteriana desde los tiempos más remotos y aún hoyes

el que se ofrece en todas las descripciones y/o redefinic iones de géneros y

especies. La puesta en práctica de este estudio anal izando un gran número

de substratos con métodos clásicos es larga y costosa . Una buena

alternativa es la utilización de sistemas comerc iales, en los que se ofrecen ,

en pozos de plástico, un gran número de sustratos liofilizados que se

rehidratan con el propio inóculo . En estos sistemas (por ejemplo, el API 20

A®) la bacteria tiene que crecer y ejercer su activ idad metabólica, por lo que

tienen que incubarse en anaerobiosis durante 24 a 48 horas.

7.11.2.1. Detección de la cantidad enzimática de una bacteria. Puede,

igualmente . hacerse por métodos clásicos o utilizando sistemas comerciales

(API ZIM®, ID 32A®) similares a los anteriormente descr itos, pero con los

substratos adecuados. Estos micrométodos detectan solamente enzimas

preelaboradas, por ello no es necesario que crezca la bacteria, se rehidratan

con un inóculo bacteriano muy denso y se incuban en aerobiosis durante 4

horas. También se dispone de preparados individuales de algunos sustratos.

La detección de la lecitinasa y la lipasa se hace fácilmente observando el
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crecimiento de las bacterias en medios sólidos que contengan yema de

huevo .

7.11 .2.2. Detección de los productos finales del metabolismo bacteriano

mediante cromatografía gas-liquido. Sólo es accesible para los

laboratorios que dispongan del cromatógrafo adecuado. En estos casos es

una técnica de fácil realización y escaso costo, aunque exige cultivar y

obtener un buen crecimiento en un medio liquido , preferentemente rico en

glucosa (como el PRAS PYG). Este estudio , incluso después de los cambios

taxonómicos mencionados, asociado a las caracteristicas microscópicas

(morfologia cocoide o bacilar, grampositividad o gramnegatividad) continúa

definiendo, en algunos casos, el género (Fusobacterium , Leptotrichia,

Veillonella, Acidaminococcus, Megasphaera, Prop ionibacterium) , en otros

casos presta una gran ayuda para establecer diferencias entre determinados

géneros (Actinomyces y Bifidobacterium, Lactobacillus y Eubacterium) y en

otros muchos permite "separar" géneros recientemente definidos (cocos

grampositivos) y especies dentro de géneros muy amplios y heterogéneos

(Clostridium) . Su utilización facilita la identificación con los resultados de las

otras pruebas bioquimicas. (2 , 4.5 . 9. ~ 1 .~2 . )

7.12. Recomendaciones. Teniendo en cuenta todas estas técnicas que

pueden estar al alcance de muchos laboratorios de microbiología clínica, una

buena práctica podría ser:

1°. Realizar en todo aislamiento anaerobio estricto la identificación

preliminar tal y como se ha descrito.

2°. Añadir en todos los casos el estud io de la capacidad de

descomponer el H202 o de producir indol (aunque esto último suele

estar incluido en las galerías de micrométodos, puede ser más rápido
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y más fiable comprobarlo individualmente mediante el

paradimetilaminocinamaldeido o en cualquier caldo rico en triptófano) .

30. Estudiar la actividad metabólica con alguna de las galerias de

micro métodos disponibles, bien las que detectan enzimas

preformados o las que nos muestran la actividad sacarolítica o

proteolítica, teniendo en cuenta que estas últimas sólo serán útiles en

el caso de bacterias que posean una cierta actividad sacarolitica y que

sean capaces de crecer bien en las condiciones proporcionadas por el

micrométodo. Si se considera necesario y es posible completar, se

debe comprobar o confirmar la información obtenida realizando

individualmente las siguientes pruebas, indicadas en cada caso :

Reducción de nitratos en un caldo que los posea (Veillonella,

grupo B. ureolyt icuslCampylobacter, Prop ioniba cterium,

Eggerthella).

Detección de lecitinasa y/o lipasa (Clostridium, Fusobacterium,

Prevotella, pigmentadas).

Detección de ureasa (grupos B. ureo/yticusl Campylobacter,

Bilophi/al Sutterella , C/ostridium).

Estimulo del crecimiento por determ inados suplementos :

(formato/fumarato en el grupo B. ureo/yticusl Campylobacter,

arginina en Eggerthella)

Detecc ión de los productos finales del metabolismo

(Fusobacterium, cocos gramnegativos y grampositivos, bacilos

grampositivos no esporulados y C/ostridium. (2,4 ,5.9,21,22,)

7.13. Interpretación de los resultados.

La interpretación de los resultados obtenidos en las pruebas practicadas

conduce a una identificación más o menos específica de la bacteria en
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estudio. Al describir las observaciones y pruebas necesarias para una

identificación preliminar ya se han dado unas orientaciones para su

interpretación. Respecto a todas las demás que se pueden realizar no se

detalla aqui el resultado a obtener en cada una de ellas para llegar a la

identificación de cada uno de los posibles anaerobios, pudiéndose encontrar

esta interpretación detallada en las publicaciones originales en las que se

describen o redefinen géneros y especies y en manuales de referencia

(Wadsworth-KTL Anaerobic Bacteriology Manual o Manual of Clínical

Microbiology, Eighth Edition). Aqu i sólo se señalan algunas observaciones o

sugerencias.

7.13.1 . Interpretación de los resultados obtenidos con micrométodos

comerciales. La realizac ión e interpretación se hará siguiendo las

inst rucciones del fabricante . Todos vienen acompañados de tablas de

identificación y de una base de datos que proporcionan la identificación de la

cepa estudiada , señalando, además , la precisión y fiabilidad de esta . Son de

gran ayuda , aunque estos métodos también presentan ciertos problemas a

tener en cuenta :

La lectura de las galerías, tanto si se hace manualmente como si la

realiza un lector automático no es siempre clara y definida , con lo que

con determ inadas cepas se obtienen , para algunas pruebas,

resultados dudosos o dificiles de interpretar.

La inercia de estos sistemas suele ser grande por lo que sus bases de

datos no se actualizan con facilidad y no se adaptan a los frecuentes

cambios taxonómicos. Cuando alguno de esos cambios consiste en

que una determinada especie es transferida a otro género y/o

recalificada el problema se limita a utilizar la denominación correcta

cada vez que se de esa identificación (por ejemplo,

Peptostreptococcus magnus, Finego/dia magna , Peptostreptococcus

micras, Micramonas micras, Eubacterium lentum , Eggerthella lenta) .
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El problema es mayor cuando el cambio supone la creac ión de nuevas

especies, muchas veces a partir de una anteriormente descrita (por ejemplo,

Peptostreptococcus prevotii, P. preva tii, P. vagina lis, P. lacrimalis, P

lactolyticus) .

Las bases de datos suelen ser amplias y fiables pero lógicamente

limitadas, no incluyen algunas especies que aún no siendo muy

frecuentes pueden encontrarse en clínica (Campylobacter spp.,

Bilophila/Sutterella, Acidaminococcus) , por ello con estos sistemas

una cepa pertenec iente a alguna de estas especies puede o no ser

identificada o serlo erróneamente.

Cuando la lectura de las pruebas no proporciona ninguna identificación, esta

es calificada por el propio sistema de poco fiable o de escasa discriminación,

en estos casos o cuando este en clara contrad icción con las observaciones

realizadas para la identificación prel iminar , es de gran ayuda disponer de

alguna prueba complementaria cuyo resultado centre la identificación .

7.13.2. Interpretación de los resultados de las pruebas individuales

complementarias realizadas en casos concretos.

Ante una identificación preliminar de bacilos gramnegativos

anaerobios con crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S y

colistina S, la producción de ácido butirico como producto final del

metabolismo indica sin ninguna duda que se trata de Fusobacterium.

Una reducción de nitratos positiva sitúa en el grupo Bacteroides

ureolyticus/Campylobacter. En las bases de datos de los

micrométodos más utilizados F. nucleatum, la especie más frecuente,

se identifica bien pero con escasa discriminación, sólo una prueba

positiva , y del grupo Bacteroides ureolyticus/Campylobacter sólo B

ureolyticus esta contemplado.
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Una prueba de lipasa (+) en Fusobacterium confirma su identificación

como F. necrophorum, especie que con las galerías de micrométodos

comerciales se identifica bien pero con escasa discriminación (sólo

dos pruebas positivas) .

Ante una identificación preliminar de bacilos gramnegativos

anaerobios crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S y

colist ina S, la producción de ácido láctico como producto final del

metabolismo indica su pertenencia al género Leptotrichia.

Ante una identificación preliminar de bacilos gramnegativos

anaerobios crecimiento en bilis (+) , vancomicina R, kanamicina S, y

colistina S, una prueba de catalasa (+) o (-) indica Bilophila

wadsworthia o Sutterella wadsworthensis.

Una identificación preliminar de cocos gramnegativos anaerobios

nitratos (+) separa el género Veillonella , y los productos finales del

metabolismo definen perfectamente los tres géneros: Veillonella (ácido

propiónico), Acidaminococcus (ácido butírico) y Megasphaera (ácido

caproico) .

Ante una identificación preliminar de bac ilos grampositivos anaerobios,

que morfológicamente aparecen como Propionibacterium, la detección

de ácido propiónico como producto final del metabolismo confirma

el diagnóstico de género. Si se añaden las pruebas de catalasa (+),

indol (+) y nitratos (+), esta prácticamente identificada la especie

Propionibacterium acnes . (2 ,4.5.9 ,21 ,22 ,)

La identificación de un bacilo grampositivo anaerobio como

Eggerthella lenta (antes Eubacterium lentum) con los micrométodos

habituales, tanto con los que estudian la capacidad sacarolítica como

con los que detectan enzimas prefabricados, es de escasa

discriminación: resultado negativo en todas las pruebas en el primer

caso (API 20 A®) Y con sólo un resultado positivo, el ADH (arginina

dehidrolasa), en el segundo caso (ID 32A®) , La reducción de nitratos
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(+) , la estimulación del crecimiento con arginina y la producción

de 5H 2 en medio de T51 (triple sugar iron) confirman plenamente el

diagnóstico.

Ante una identificación preliminar de cocos grampositivos anaerobios,

la sensib ilidad mediante la técnica de disco-placa a polianetol

sulfonato sódico (5P5) indica la identificación de Peptostreptococcus

anaerobius o, con menos probabilidad, Micromonas micras. Aparte de

la fácil diferenciación de este último por su morfología microscópica

(tamaño) y porque se identifica muy bien con los micrométodos que

detectan enzimas preformados, un cromatograma abigarrado,

incluyendo hasta ácido isocaproico en los productos finales del

metabolismo orienta claramente hacia P. anaerabius .
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8. PRUEBAS DE DETERMINACiÓN DE LA SENSIBILIDAD

8.1. Indicaciones. No se recomienda real izar, de una forma rutinaria,

ensayos de sensibilidad a todos los aislamientos de bacte rias anaerobias. La

comunicación con el clínico es importante para decidir la realización de

dichas pruebas . En la actualidad, se consideran las siguientes indicaciones

para realizar estudios de sensibilidad:

1) Estudios periódicos de vigilancia y seguim iento en cada centro

hospitalario, con el fin de conocer los patrones locales de resistencia y

de esta forma tener información útil para seleccionar la terapia

antimicrobiana empirica más adecuada y detectar posibles cambios en

la sensibil idad o aparición de resistencias.

2) Casos individuales de pacientes que no responden a la terapia

empírica, o que presentan infecciones graves o infecciones que

requieran terapia prolongada (absceso cerebra l, endocarditis,

osteomielitis, infección articula r, de prótesis, de injertos vasculares, y

bacteriemias recurrentes) .

3) Estudios de la actividad in vitro de nuevos antimicrobianos frente a

bacterias anaerobias.

4) Infecciones producidas por especies de Bacteroides, Prevotella,

Fusobacterium, Clostridium, Bilophila y Sutterella, que son más

virulentas y/o con una sensibilidad poco predecible a los antibióticos

comúnmente utilizados para el tratamiento de las infecciones por

anaerobios.

8.2. Métodos . Para una información más completa sobre la metodología de

los ensayos de sensibilidad de las bacterias anaerobias es conveniente
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consultar el Procedimiento en Microbiología Clínica n? 11 de la SEIMC

(Métodos básicos para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos) . En

el presente documento se incluyen, especialmente, las modificaciones que se

han producido , especialmente en los últimos documentos del NCCLS (M11­

A5, 2001 Y M11-A6, 2004). El método de difusión con discos en agar no

está aprobado para las bacterias anaerobias y el de dilución en agar es

el de referencia para todos los anaerobios. En cuanto al método de

microdilución en caldo el NCCLS solamente lo ha aprobado para el ensayo

de aislamientos pertenecientes al grupo de Bacteroides fragilis y a un número

limitado de antibióticos , ya que diversas especies anaerobias crecen poco o

no lo hacen en los pocillos y, además, hay pocos estudios comparat ivos con

el método de referencia. Cuando se realizan estudios ampl ios, ya sea para

ensayar nuevos antimicrobianos o para conoce r los patrones actuales de

resistencía. la técnica de dilución en agar es el método más eficaz , ya que

permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos anaerobios.

El método de microdilución asi como la utilización de tiras de E-test. son

alternativas recomendadas para casos individuales .

8.2.1. Dilución en agar. Medios de cultivo : En sus últimos documentos el

NCCLS recomienda utilizar agar Brucella enriquecido con 5% de sangre de

carnero lacada, vitamina K1 (5 ¡Jg/ml) y hemina (5 ¡Jg/ml), en lugar del medio

recomendado anteriormente, agar Wilkins-Chalgren, al comprobar que en el

primero crecen mejor las bacterias anaerobias.

Preparación del inóculo: A partir de un cultivo en placas de agar Brucella

enriquecido para anaerobios , de 24 horas o del tiempo necesario para

consegu ir colonias de por lo menos 1 milímetro de diámetro, se suspenden

de 3 a 5 colonias en un caldo de tioglicolato enriquecido sin indicador . que se

incuba entre 6 y 24 horas o hasta que alcance una turbidez adecuada.

Posteriormente. se ajusta la turbidez a una densidad equivalente al 0,5 de la

escala turbidométrica de McFarland mediante la adición de caldo Brucella u

ESTA TESIS NO SAll
OE LA Bml.IOTECA
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otro caldo previamente reducido, o hervido y enfr iado para eliminar el

oxígeno. También se puede preparar el inóculo directamente haciendo una

emulsión de las colonias y ajustándola a la turbidez mencionada partiendo

del cultivo, medios citados y según el procedimiento anteriomente indicado .

Las placas con medio de agar Brucella con antibióticos no deben dejarse en

aerobiosis un tiempo superior a 30 minutos .

La inoculación en la superficie del agar se hace con la ayuda de un replicador

de Steers. El inóculo final debe ser, aproximadamente, de 105 UFC por punto

de inoculación. Se recomienda , tanto al princ ipio como al final de cada serie,

inocular dos placas control sin antibiótico , una se incuba en una atmósfera

con un 5% de CO2 y la otra en anaerob iosis, durante 42-48 h, con el fin de

comprobar la viabilidad y pureza del inóculo. Se debe empezar a inocular

siempre por la concentración más pequeña de cada antibiótico. A las 42-48 h

de incubación en anaerob iosis a 35-37°C, se lleva a cabo la lectura

examinando en primer lugar las placas control. La CMI (concentración

mínima inhibitoria) se considera como aquella concentración de antibiót ico en

la que se observa una reducción marcada en el crecimiento de la bacteria al

compararlo con el crecimiento de la placa control, como es el cambio a una

fina película, o a numerosas colonias pequeñas, o bien a una o varias

colonias de tamaño normal. (2.4.5.9.21 .22.)

La interpretación de los valores de CMI obtenidos para cada antibiótico se

realiza según los criterios del documento M11-A6 del NCCLS.

8.2.2. Microdilución en caldo. Como se ha mencionado solamente está

aceptado por el NCCLS para las especies del grupo de Bacteroides fragilis y

para ampicilina-sulbactam, cefoxitina, c1indamicina, ertapenem, metronidazol,

piperacilina y trovafloxacino. Para su realización se recomienda usar caldo

Brucella complementado con hemina (5 ¡Jg/ml), vítamina K1 (1 ¡Jg/ml) y

sangre lacada de caballo (5%). El inóculo puede preparase siguiendo uno de
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los procedimientos descritos en el método de dilución en agar y debe ser de

1x105 UFC/pocillo. Se aconseja realizar un control de pureza de la

suspensión del inóculo, haciendo un subcult ivo de una parte alícuota en un

medio enriquecido y no selectivo para incubar en aerobiosis y en

anaerobiosis.

A las 48 horas de incubación en atmósfera anaerobia a 35-37° C, se realiza

la lectura en un fondo oscuro, con luz indirecta o med iante un espejo. Se

considera como CMI aquella concentración del antibiótico en la que se

observa una reducci ón significativa del crecimiento bacteriano al compararlo

con el crecimiento del pocillo control , ya sea una inhibición completa del

crec imiento o un botón de crecimiento muy tenue .

8.2.3. Sistemas comercializados. Se encuentran disponibles microplacas

con diferentes antibióticos con activ idad frente a bacterias anaerobias

Sens ititre®, Trek Diagnostic Systems.

Sensititre®. Los paneles de contienen el sustrato antib iótico desecado, se

pueden almacenar a temperatura ambiente y presentan larga caducidad (18­

24 meses) . El autoinoculador Sensititre® permite su inoculación automática.

Como medio de cultivo se utiliza, siguiendo las normas del NCCLS, caldo

Bruce/la con sangre lacada de caballo (5%) que proporciona la casa

comercial.

A TE ANA® (bioMérieux). Otro micrométodo de dilución en caldo

comercializado son las galerías de sensib ilidad para bacterias anaerobias de

bioMerieux. Contienen 16 pares de pocillos con diferentes antibióticos que se

ensayan a dos concentraciones determ inadas . La lectura se realiza mediante

un lector automatizado.

Tiras de E-test® (AB Biodisk). Consisten en unas tiras de plástico

impregnadas con un gradiente exponencial continuo del antimicrobiano y una
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escala de valores de CM!. Siguiendo las normas de los fabricantes del

producto.

Preparación del inóculo. Se prepara como inóculo una suspensión del

microorganismo a ensayar en caldo Brucella hasta alcanzar una turbidez

correspondiente al nO 1 de la escala de McFarland, que se aplica en placas

de agar Brucella enriquecidas con 5% de sangre de carnero, vitamina K1 (1

~g/ml) y hemina (5 ~g/ml). Una vez secas las placas se aplican las tiras

sobre la superficie del agar con la escala hacia arriba y evitando la formación

de burbujas bajo ella. Se incuban en anaerobiosis durante 24-48h. La lectura

de la CMI se realiza en el punto de intersección de la escala de la tira y la

zona de inhibición del crecimiento del microorganismo, que tiene forma de

elipse. Para el metronidazol es importante alcanzar la atmósfera anaerobia

en 1 ó 2 horas. Con la c1indamicina se debe confirmar la lectura a las 48

horas. (2.4.5.9.21.22.)

8.2.4. Controles de calidad . Con cualquiera de los métodos utilizados se

deben realizar ensayos de control de calidad con las cepas de referencia de

la colección americana de cultivos tipo ATCC® (Bacteroides fragilis ATCC

25285, Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 y Eubacterium lentum

ATCC 43055) . El NCCLS recomienda efectuar los ensayos de control de

calidad en la dilución en agar, con al menos 2 de las cepas ATCC indicadas y

en la microdilución en caldo, con 1 o más cepas ATCC . Los intervalos

aceptables de los valores de CIM de cada uno de los 3 microorganismos

ATCC y para los diferentes antibióticos se pueden obtener consultando el

mencionado documento M11-A6 del NCCLS .

8.2.5. Detección de B-Iactamasas. La presencia de r.,-Iactamasas se puede

investigar con el método de la cefalosporina cromogénica utilizando como

sustrato nitrocefin (Ceñnase" , Becton Dickinson) . El disco de nitrocefin se

humedece con agua estéril y sobre el mismo se extienden varias colonias. El
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cambio de colo r amarillo a rojo indica una reacción positiva. La reacción

suele ser positiva a los 5-10 minutos. En algunas cepas la reacción puede

ser más lenta , pero no debe observarse tras un periodo de tiempo superior a

30 minutos. 12.4.5.9.2122.)

Dado que la mayoría del grupo Bacteroides fragilis son productores de (1­

lactamasas, se consideran de forma natural resistentes a pen icilina , por lo

que no es necesario ensayar de rutina la producción de ~-Iactamasas en este

grupo. Cualquier otra bacteria anaerobia que sea productora de f.l,­

lactamasas se debe considerar resistente a penicilina y ampicilina e informar

como tal , independientemente de los resultados de los estudios de

sensibilidad in vitro. Una prueba de detección de f.l,-Iactamasas negativa no

implica necesariamente que la bacteria sea sensible a la penicilina, ya que

puede ocurrir que la bacteria sea resistente a los ~-Iactámicos por otros

mecanismos diferentes a la producción de ~-Iactamasas
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111. CONCLUSIONES

En la actualidad y gracias a las investigaciones realizadas el los últimos

20 años podemos recopilar esta información que nos ayuda a obtener datos

de gran importancia sobre esta extensa comunidad de microorganismos

anaerobios asociados a la enfermedad periodontal. Ya que la dificultad de

aislarlos nos limita para conocerlos aun mas .

1. La enfermedad periodontal es multifactorial. Dada por una serie de

cambio histopatológicos que destruyen el tejido periodontal y

modifican este hábitat para que los microorganismos logren

compart ir y establecer una serie de asociac iones con muchos otros

siendo los mecanismos patógenos los responsables directos en los

cambios de los tejidos en cada una etapas de las enfermedad .

2. Los nuevos métodos de diagnostico que se poseen actualmente

dan la información de la respuesta antígeno-anticuerpo, sustancias

producidas por algunos anaerobios, de la producción enzimát ica y

muchas otras sustancias de degradación tisular , mecanismos de

adherencia .

3. La enfermedad periodonta l se subdivide en una serie de

enfermedades que se diferencian con respecto de su etiolog ia,

progresión respuesta del organismo, que pueden ser modificados por

factores ambientales , factores adquiridos , factores genéticos y

factores sistémicos.
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