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I. INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

ENFERMEDAD PERIODONTAL

Se denomina asi a una serie de procesos patolégicos de caracter infeccioso que
tienen en comun la afectacion de los tejidos de soporte del diente (Liébana-Urefia, 2002).
Estos cuadros se engloban bajo los nombres de gingivitis y periodontitis. La primera se
define como inflamacién de la encia; a diferencia de las periodontitis que involucran
también al ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar (Weidlich et al., 2001). Las
gingivitis son procesos inflamatorios, inducidas por la acumulacién de placa y son
facilmente reversibles con la eliminacion de ésta; sin embargo, las periodontitis se definen
por la pérdida irreversible de los tejidos de soporte del diente (The-American-Academy-of-
Periodontology, 2000a; The-American-Academy-of-Periodontology, 2000b; The-American-
Academy-of-Periodontology, 2000c).

La etiologia de la periodontitis es multifactorial, sin embargo, los depdsitos de
grupos especificos de bacterias juegan un papel esencial en su patogenia (Haffajee &
Socransky, 1994; van Winkelhoff et al., 2002). A pesar de que pueden estar implicados
algunos patoégenos exogenos, dichas infecciones son el resultado del crecimiento de
bacterias comensales u oportunistas (Lindhe et al., 1998; Paster et al., 2001).

Se reconoce que la cavidad oral del ser humano alberga una de las poblaciones
microbianas mas concentradas y variadas, encontrandose éstas principalmente en el
dorso de la lengua, surco gingival y en la placa dentobacteriana supragingival (Mager et

al., 2003). La cavidad bucal puede estar colonizada por aproximadamente 150 a 400



especies bacterianas diferentes a la vez (Haffajee & Socransky, 1994). Las cuentas
bacterianas en un surco gingival sano son de aproximadamente 10° mientras que en un
surco enfermo son de 10® (Paster et al., 2001; Socransky & Haffajee, 1994). El potencial
patogénico de la placa dentobacteriana ha sido ampliamente estudiado y se conoce que
en ella existen cantidades abundantes de productos bacterianos téxicos como
endotoxinas, acidos grasos y organicos, leucotoxinas y enzimas solubles capaces de
hidrolizar algunos constituyentes de los tejidos (Gibbons & MacDonald, 1961; Lindhe et
al., 1998; McArthur et al., 1981; Socransky & Haffajee, 1992).

La enfermedad periodontal inicia con un proceso inflamatorio en donde predominan
inicialmente los neutréfilos y posteriormente se desencadena una respuesta inmune
donde los linfocitos T y B son los principales mediadores. El proceso de destruccion de los
tejidos periodontales de soporte es el resultado de la combinaciéon de diversos factores;
por un lado, un mecanismo de defensa incapaz de eliminar a los agentes infecciosos y por
otro, del efecto de las sustancias toxicas secretadas por las bacterias y de las sustancias
liberadas por las propias células del individuo (Lindhe et al., 1998; Page, 1991). La
gingivitis, en contraste, estd asociada principalmente con el aumento en la carga
microbiana. En un estudio monitoreado durante 3 a 12 meses se comparé la microbiota
oral en salud, gingivitis y en periodontitis inicial, identificandose principalmente a
Actinomyces naeslundii serotipo 1, Streptococcus oralis y Campylobacter gracilis como
especies dominantes en la gingivitis (Tanner et al., 1998). En la periodontitis, a diferencia
de la gingivitis, no sélo hay un aumento en el total de la carga microbiana sino también
una fuerte asociacion de especies tales como Porphyromonas gingivalis, Tannerella

forsythensis y Treponema denticola, entre otras, las cuales son consideradas bacterias



periodontopatégenas (Kinane et al., 1999; Slots, 2002; van Winkelhoff et al., 2002;

Ximenez-Fyvie et al., 2000a; Ximenez-Fyvie et al., 2000b).
COMPOSICION MICROBIOLOGICA DE LA PLACA DENTOBACTERIANA

La placa dentobacteriana es una estructura compleja que se conoce con el nombre
de biopelicula, la cual estad formada por grupos de especies bacterianas embebidas en
una matriz altamente hidratada compuesta principalmente por polimeros bacterianos
extracelulares, productos salivales y/o exudados gingivales y exopolisacaridos (Costerton
et al., 1995; Donlan & Costerton, 2002; Socransky & Haffajee, 2002).

Las primeras bacterias que colonizan la superficie dental generalmente son bacilos
y cocos Gram positivos, principalmente miembros de los géneros Streptococcus y
Actinomyces que se adhieren a la superficie dental a través de un mecanismo de
adhesién bioquimica proteina-proteina entre los fimbrios de las bacterias y las proteinas
salivales acidicas ricas en prolina. Conforme la placa madura, se agregan bacterias de
otros géneros tales como Fusobacterium, Corynebacterium y Capnocytophaga sobre las
cuales se coagregan los colonizadores tardios de la placa, tales como miembros de los
géneros Porphyromonas, Treponemas, Selenomonas y Tannerella, entre otros. Estos
grupos de bacterias contintan proliferando y asociandose hasta formar una estructura en
donde las bacterias siguen interactuando y dependiendo unas de otras (Genco et al.,
1993; Lindhe et al., 1998; Socransky & Haffajee, 2002).

La microbiologia de la placa dentobacteriana en pacientes con enfermedad
periodontal asi como en pacientes sanos incluye las especies de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythensis que son consideradas los

principales patdgenos periodontales, pero en el caso de pacientes con enfermedad



periodontal, la prevalencia, niveles y proporcion de éstos, aumenta en comparacion con
los pacientes sanos (Fujise ef al., 2002; van Winkelhoff et al., 2002; Ximenez-Fyvie et al.,
2000a).

En un estudio previo, se analizaron muestras de placa supra y subgingival tomadas
de 23 sujetos con enfermedad periodbntal. La prevalencia de patégenos periodontales
tales como T. forsythensis, P. gingivalis y T. denticola no mostraron diferencias
significativas entre la placa supra y subgingival y una o mas de estas especies fueron
detectadas en mas del 50% de sitios, sin embargo, la cuantificacién de T. forsythensis y
P. gingivalis fue mas alta en la placa subgingival. Estas dos especies y T. denticola
estuvieron presentes en un mayor porcentaje de sitios en el espacio subgingival. Otros
géneros de bacterias consideradas periodontopatdgenas tales como Fusobacterium vy
Prevotella mostraron patrones de colonizacion semejantes tanto en la placa subgingival
como en la supragingival. Sin embargo, los microorganismos que se encontraron en
mayor proporcion en placa de ambos sitios fueron especies tales como Actinomyces
israelii, Actinomyces odontolyticus y Streptococcus gordonii, a diferencia de las bacterias
consideradas como periodontopatégenas que se encontraron mas cominmente en la

placa subgingival (Ximenez-Fyvie et al., 2000b).
ANTIBIOTICOS SISTEMICOS EN LA TERAPIA PERIODONTAL

La seleccion de una terapéutica antibiética adecuada para las enfermedades
periodontales no es tarea facil. La revision de la literatura revela algunos estudios largos
y controlados que comparan la eficacia de los antibidticos solos contra las terapias
mecanicas. Sin embargo, en base a la evidencia disponible, se recomienda el uso

adjunto de antibioticos y debridacién mecanica para el tratamiento (Bollen & Quirynen,



1996; Eick et al., 2004; Haffajee et al., 2003; Walker & Karpinia, 2002). Esta terapia se
denomina procedimiento no quirdrgico de 2 fases. Sin embargo, la eficacia de este
tratamiento es adn controversial, puesto que mientras muchos estudios reportan
mejorias con el uso de esta terapia de dos pasos, algunos no han reportado mejorias
significativas (Magnusson et al., 1994; Serino et al., 2001; Sigusch et al., 2001; Slots,
2002). Sin embargo, es de gran importancia determinar la utilidad de la adicién de
terapia antimicrobiana al tratamiento mecanico debido a que el uso indiscriminado de

antibidticos conduce a la aparicién de cepas bacterianas resistentes.

La tetraciclina (Seymour & Heasman, 1995) ha sido el antibiético mas
frecuentemente empleado en la terapia periodontal; no obstante, debido a la aparicion
de resistencia a dicho grupo de antimicrobianos de A. actinomycetemcomitans
(Rodrigues et al., 2004), se ha sugerido recurrir a otros antibiéticos que también han
mostrado respuestas clinicas favorables (Gordon & Walker, 1993; Walker et al., 1993).
En este sentido, ha sido recomendado el uso de la clindamicina (Walker & Gordon,
1990), metronidazol (van Winkelhoff et al., 2000b) y amoxicilina (Rooney et al., 2002) ya
sea sola o en combinacion con &cido clavulanico (Tenenbaum et al, 1997) o
metronidazol (Winkel et al., 2001), pudiendo usarse cualquiera de los anteriores en

conjunto con la terapia mecanica (Walker & Karpinia, 2002).

Diversos estudios han reportado la eficacia de la clindamicina contra infecciones
bacterianas anaerobias (Sutter & Finegold, 1976; Yu et al., 1999) en otras partes del
cuerpo ademas de la cavidad oral. La administracion sistémica de clindamicina ha sido
sugerida como una alternativa favorable para tratar la enfermedad periodontal debido a

su accion sobre bacilos anaerobios obligados tales como P. gingivalis y Prevotella



intermedia (Eick et al., 2000). Su uso alcanza éptimos resultados en el tratamiento de la
periodontitis avanzada, eliminando y previniendo la recolonizacién temprana de
especies periodontopatégenas (Eick et al., 2000). Otros efectos positivos de la
clindamicina son: su capacidad para penetrar en el hueso y la influencia negativa en la
formacién de biopeliculas, sin embargo, se ha reportado que algunas cepas de A.
actinomycetemcomitans, patogeno importante en la periodontitis, pueden presentar
resistencia a la clindamicina, por lo que es necesario un estudio mas amplio de sus

efectos sobre la microbiota subgingival (Genco et al., 1993; Negroni, 1999).

MECANISMOS DE ACCION Y DE RESISTENCIA A LA CLINDAMICINA

La clindamicina es un bacteriostatico, derivado semisintético de la lincomicina
que difiere estructuralmente de este tltimo compuesto por la sustitucion de un atomo de
cloro por un grupo hidroxilo y la inversién del carbono en la posicion 7 (Jawetz et al.,

1997) (Figura 1).

La clindamicina actta inhibiendo la transpeptidacion o “salto” del péptido desde
el peptidil-tRNA, situado en el sitio peptidil (P) al aminoacil-tRNA localizado en el sitio
aminoacil (A), debido a un cambio configuracional de la proteina en el sitio P donde se
ejerce la accion peptidiltransferasa. De esta manera, se interfiere en la union con el
complejo aminoacido-acil-tRNA (Liébana-Urefia, 2002; Murray et al., 2003). Estos
farmacos parecen ejercer sus efectos mediante la unién a la subunidad ribosomal 50S

(Figura 2).

La clindamicina es efectiva sobre un amplio espectro de microorganismos

anaerobios estrictos y facultativos en concentraciones facilmente obtenibles en el fluido



gingival (Walker et al, 1981). Tiene accién contra bacterias Gram negativas,
particularmente cepas de T. forsythensis, Campylobacter rectus, especies de
Fusobacterium, especies de Selenomonas y Bacteroides fragilis. Se distribuye en
hueso, tejidos y fluidos. Y se acumula en leucocitos polimorfonucleares por lo que su
concentracién es alta en tejidos inflamados (Genco et al., 1993; Goodman-Gilman et al.,
2000; Lindhe et al, 1998; Yu et al, 1999). La clindamicina se ha recomendado
principalmente para casos de periodontitis refractaria (Gordon & Walker, 1993; Walker
et al., 1993), ya que se han reportado resultados favorables de este tratamiento en

conjunto con la terapia mecanica en casos de dicha enfermedad (Walker & Gordon,

1990).

Se han realizado estudios de la efectividad del tratamiento con clindamicina en
conjunto con terapia mecanica en pacientes con periodontitis refractaria (Gordon et al.,
1990; Gordon et al., 1985). Estos estudios consistieron en una terapia de dos fases, en
la que se administré clindamicina durante 7 dias y se dio un seguimiento a los pacientes
de 12 hasta 24 meses. Dichos estudios reportaron una eficacia positiva del tratamiento
ya que la incidencia de la enfermedad activa disminuy6 de un indice anual de 8.0% a
0.5%. Los parametros clinicos periodontales tales como profundidad de bolsa,
enrojecimiento, sangrado al sondeo y supuracién demostraron una mejoria dramatica a

partir de los 12 meses subsecuentes a la terapia conjunta con clindamicina.

La dosis habitual de clindamicina es de 300-600 mg/dia administrada cada 6 a 8
horas (Gilbert et al., 2003) y alcanza una concentracién de 2 pg/ml en el fluido gingival,

después de una a dos horas de la administracion oral (Walker et al., 1981). Sin

embargo, se ha reportado que casi todas las cepas de Eikenella corrodens y el 65% de



las de A. actinomycetemcomitans son resistentes a estas concentraciones (Genco et

al., 1993; Negroni, 1999; Walker et al., 1981).

Asi como se ha reportado con otros antibiéticos, la terapia con clindamicina no se
exenta de mecanismos bacterianos de resistencia. El mecanismo de resistencia que se
presenta con mayor frecuencia se debe a la alteracién del sitio blanco del antibi6tico,
tratdndose en este caso de la subunidad 50S o la fraccién 23S del RNA ribosomal en el
ribosoma bacteriano (Figura 2). Es decir, la resistencia a la clindamicina puede ser
debida a una mutaciéon cromosomal que se expresa como una modificacion del receptor
del antibiotico en la subunidad 50S ribosomal (Yu et al., 1999), o bien se puedé conferir
por otras bacterias por medio de plasmidos o transposones (Normark & Normark, 2002)
los cuales pueden inducir la metilacion de la adenina de la fraccion 23S del RNA
ribosomal en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano; en una modificacion
postranscripcional de dicha fraccion, lo cual provoca que la afinidad del antibi6tico al
sitio de accion se vea alterada (Fluit et al., 2001; Livermore, 2003; Murray et al., 2003).
En 1991 se encontraron plasmidos con la capacidad de transferir este tipo de

resistencia a la clindamicina en B. fragilis (Yu et al., 1999).

B. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En Mexico la enfermedad periodontal es un problema de gran trascendencia en
salud bucal, puesto que es una de las causas principales de pérdida de piezas
dentales.

La meta en el tratamiento de las enfermedades periodontales es la eliminacion
de los agentes que causan la pérdida de los tejidos de soporte del diente, para esto, se

ha =~ pleado la terapia mecanica con mayor frecuencia en el tratamiento de estas
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ha empleado la terapia mecanica con mayor frecuencia en el tratamiento de estas



enfermedades. Desde el punto de vista biolégico y microbioldgico, esto contradice los
principios terapéuticos de las enfermedades infecciosas. La mejoria clinica que se ha
observado con la terapia mecanica es, en realidad, el Unico sustento valido para
seguirla utilizando. Por otro lado, el uso de los antibiéticos en el tratamiento de las
enfermedades periodontales también ha sido ampliamente estudiado y aun asi, la
eficacia de estos tratamientos es aun controversial.

Los mecanismos de resistencia bacteriana son muy variados. Se han descrito
mecanismos especificos que tienen las diferentes especies bacterianas a diversos
antibiéticos. En muchos casos, la resistencia es mediada por elementos genéticos
moviles como plasmidos y transposones, que pueden diseminarla entre diferentes
géneros bacterianos. En este caso, el problema Se vuelve critico porque generalmente
estos elementos llevan determinantes multirresistentes (Fluit et al., 2001).

Otros factores importantes incluyen el uso indiscriminado de antibidticos en
nuestro pais, la falta de restricciéon en su uso y adquisicion; la automedicacion vy la
utilizacion de dosis terapéuticas inadecuadas; por consecuencia estos factores pueden
influir en el namero de cepas que tienen o desarrollan resistencia.

La presente investigacion se encamind a la determinacién del porcentaje de
cepas resistentes a la clindamicina en muestras de placa dentobacteriana subgingival
de sujetos mexicanos con periodontitis crénica. Se espera que los resultados de este
proyecto amplien el conocimiento y contribuyan a la mejor selecciéon de una terapia

antibidtica.



C. OBJETIVOS

1) Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de clindamicina
para 40 cepas de referencia control.

2) Determinar el porcentaje de la flora total cultivable resistente a la clindamicina
en muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos mexicanos con
periodontitis crénica.

3) Definir la composicic')n microbiolégica de muestras de placa dentobacteriana

subgingival de sujetos mexicanos con periodontitis cronica.
D. HIPOTESIS

1) El porcentaje de resistencia a la clindamicina sera minimo en la microbiota
subgingival de muestras de placa dentobacteriana en pacientes mexicanos con
periodontitis crénica.

2) La microbiota de las muestras de placa dentobacteriana subgingival en.
pacientes mexicanos con periodontitis crénica sera similar a la descrita con anterioridad

en la literatura para sujetos con periodontitis cronica de otras poblaciones.
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Il. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacidn comprendio la realizacion de un estudio en
donde se evaluaron un total de 2 muestras de placa dentobacteriana subgingival de
cada uno de 5 sujetos de estudio para determinar el porcentaje de especies bacterianas
cultivables resistentes a la clindamicina, y 28 muestras de placa dentobacteriana
subgingival de los mismos sujetos de estudio para determinar su composicion
microbioldgica.

Los sujetos de estudio fueron evaluados en una visita, en la cual se realiz6é una
evaluacion del estado de salud general y periodontal del sujeto, los datos clinicos
periodontales fueron registrados y se recolectaron las muestras de placa

dentobacteriana.
B. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de sujetos de estudio consistié de un total de 5 sujetos mexicanos
por nacimiento, que no habian recibido ningin tipo de tratamiento periodontal en el
pasado mas alla de profilaxis.

CRITERIOS DE SELECCION

En la tabla 1 se resumen los criterios que fueron considerados para la inclusién

de sujetos de estudio.

Fueron excluidos del estudio todos los sujetos que presentaron embarazo o que

se encontraran lactando, que hubieran tomado cualquier clase de antimicrobiano

11



sistémico en los 3 meses previos a su evaluacion para el estudio y que presentaron
condiciones sistémicas que pudieran influir sobre el curso o severidad de la enfermedad

periodontal tales como diabetes, VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades autoinmunes, etc.
CAPTURA DE SUJETOS DE ESTUDIO

Todos los sujetos de estudio provinieron de la poblacién de pacientes que
reciben atencion en la Clinica de Periodoncia de la Divisién de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

El propésito y naturaleza del estudio, incluyendo el tipo y procedimientos
especificos para el registro de mediciones clinicas y recoleccion de muestras, fueron
explicados a cada sujeto potencial de estudio. Los sujetos recibieron copia de la forma
de consentimiento informado en la que se delined explicitamente el protocolo del
estudio (Anexo 1). Se pidi6 a los sujetos que firmaran dicha forma, con lo cual
establecieron su entendimiento sobre el estudio y el deseo voluntario de participar. Las

caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se presentan en la tabla 2.
C. EVALUACION CLINICA

Cada sujeto de estudio recibié una evaluacién periodontal completa realizada por
un clinico calibrado para este propésito.

Todas las mediciones clinicas fueron tomadas en una sola visita y registradas de
6 sitios por diente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, distolingual, lingual y
mesiolingual) de todos los dientes en la boca de cada sujeto de estudio excluyendo los
terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto dependiendo del nimero de dientes
faltantes) de acuerdo con procedimientos previamente descritos en la literatura

(Haffajee et al., 1983).
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Los parametros clinicos y el orden de las mediciones se realizaron de la
siguiente manera:

1. Acumulacion de placa (0 6 1) 4. Nivel de insercién (mm)
2. Enrojecimiento gingival (0 6 1) 5. Sangrado al sondeo (06 1)

3. Profundidad de bolsa (mm) 6. Supuracion al sondeo (06 1)

La profundidad de bolsa y el nivel de insercién se registraron al mm mas cercano
utilizando una sonda periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15 mm de longitud con
marcas en intervalos de 1 mm y marcas distintivas en los intervalos de 5 mm (Hu-
Friedy, Chicago, IL). Estas medidas fueron registradas dos veces por el mismo clinico y
el promedio de las dos mediciones se utilizd para el analisis de datos. El resto de los
parametros clinicos se evaluaron en una sola ocasion con mediciones dicotomicas de

presencia (1) 6 ausencia (0).

D. DETERMINACION DE CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE CEPAS

DE REFERENCIA CONTROL

Todas las evaluaciones microbiolégicas se realizaron en el Laboratorio de
Geneética Molecular de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Odontologia de la UNAM.

La tabla 3 presenta una lista de las 40 cepas de referencia del American Type
Culture Collection (ATCC) que fueron utilizadas como controles para determinar las
concentraciones minimas inhibitorias de clindamicina.

Las cepas se sembraron en placas de agar enriquecido (agar base para
Mycoplasma (Becton Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks, MD, USA)

suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab S.A.
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de C. V., México, D. F. ), 10 pg/ml de acido N-acetilmuramico (Sigma-Aldrich Quimica,

S. A. de C. V., Toluca, México), 0.3 ug/ml de menadione (vitamina K, Sigma) y 5 pg/ml
de hemina (Sigma)) y se crecieron en condiciones anaerobicas (80% N2, 10% COa,,
10% H,). Las cepas de referencia fueron suspendidas en tubos con caldo de cultivo
enriquecido (caldo base para Mycoplasma (Becton Dickinson), 5 pg/ml de hemina
(Sigma) y 0.3 pg/ml de menadione (Sigma)) y se diluyeron hasta obtener una densidad
Optica (OD) = 1 a 600 nm en un espectrofotémetro. Se transfirieron por duplicado a
placas con agar enriquecido sin antibiético y con diferentes concentraciones de
clindamicina (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pug/ml). Las 40 cepas fueron incubadas a 35°C por
7 dias en condiciones anaerébicas (80% Nz, 10% CO-, 10% Hy). Transcurrido el tiempo
de incubacién se analizé visualmente el crecimiento de las cepas en presencia de
diferentes concentraciones del antibiotico. De acuerdo con el punto de corte sugerido
por la National Commitee Clinical Laboratory Standars (NCCLS) para clindamicina de 4
pg/ml, las CMIs para cada cepa de referencia fueron utilizadas para determinar

resistencia o sensibilidad al antibiético.

E. EVALUACION MICROBIOLOGICA DE MUESTRAS DE PLACA

DENTOBACTERIANA SUBGINGIVAL

PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE LA MICROBIOTA TOTAL CULTIVABLE

Dos muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron recolectadas de los
sitios distovestibular de cualquiera de los primeros molares en cada sujeto de estudio
(N = 5). Después de secar y aislar el area de muestreo con rollos de algodén, la placa

supragingival fue eliminada con una cureta Gracey (Hu-Friedy). Las muestras de placa

14



subgingival se tomaron utilizando curetas Gracey estériles y fueron colocadas en tubos
de ensayo individuales con 5 ml de medio de transporte de Ringer suplementado con
0.5 mg/ml de L-cisteina y 0.0001% de rezasurina, preparado con la técnica de PRAS
(Pre-reduced Anaerobically Sterilized).

Las muestras fueron dispersadas mediante sonicacion durante 5 segundos con
flujo constante de nitrégeno. Se realizaron 4 diluciones seriales de las muestras
dispersadas en medio de transporte de Ringer en atmésfera libre de oxigeno
transfiriendo 500 pl a tubos que contenian 5 ml de medio de transporte. 100 pl de cada
dilucién fueron sembrados por duplicado en placas de agar enriquecido libre de
antibiético y con seis diferentes concentraciones de clindamicina (0.5, 1, 2, 4, 8 y 16
pg/ml). Todas las placas fueron incubadas en una camara de anaerobiosis con
ambiente de 80% Nz, 10% CO2 y 10% H; a 35°C durante 7 dias. El tiempo entre la
recoleccion de muestras y el término de su procesamiento no excedié en ninglin caso
de 30 minutos.

Después de 7 dias de incubacion se realizd un conteo de las unidades
formadoras de colonias (UFCs) que crecieron tanto en las placas con antibiético como

en las placas sin antibiético en la dilucién en la que crecieron entre 30 y 300 colonias.
DETERMINACION DE LA COMPOSICION MICROBIOLOGICA

Las evaluaciones microbiolégicas de la composicion de la placa subgingival se
realizaron mediante la técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA
(Socransky et al., 1994). 28 muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron
recolectadas de los sitios mesiovestibulares de todos los dientes excluyendo los

terceros molares en cada sujeto de estudio. Después de secar y aislar el area de
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muestreo con rollos de algodén, la placa supragingival fue eliminada con una cureta
Gracey (Hu-Friedy). Las muestras de placa subgingival (n = 140) se tomaron utilizando
curetas Gracey estériles y colocadas en tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml que
contenian 100 pl de buffer TE pH 7.6 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA). Se agregaron 100
ul de NaOH (0.5 M, Sigma) a cada tubo y las muestras fueron dispersadas. Los tubos
fueron hervidos durante 10 min. y-el pH neutralizado con 800 pl de acetato de amonio
(5 M, Sigma). EI DNA de cada muestra fue colocado en uno de los canales abierto de
un Minislot-30, concentrado en una membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm
y fijado a la membrana mediante entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por
incubacién a 120°C durante 20 min. Dos canales de estandares microbiolégicos fueron
colocados en cada membrana. Dichos estandares consistieron de mezclas ajustadas a
10° y 10° células de cultivos puros de todas las cepas bacterianas que fueron
analizadas (Tabla 4).

El empleo de la técnica de “checkerboard” permitié la identificacion de 40 especies
bacterianas en cada una de las 28 muestras de placa dentobacteriana de cada sujeto
de estudio en un mismo experimento. Asimismo, fue posible cuantificar los niveles,
prevalencia y proporciéon de cada una de las 40 especies. De tal manera que los datos
microbiolégicos obtenidos de cada sujeto de estudio incluyeron 3 matrices de datos
(niveles, prevalencia y proporcion), cada una con un total de 1,120 posibles puntos de
informacion (40 sondas de DNA x 28 muestras) (Figura 3).

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el
presente estudio para la preparacion de sondas de DNA se encuentra en la tabla 4.

Todas las cepas fueron adquiridas como cultivos liofilizados del ATCC. Las cepas
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fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido a 35°C
de 3 a 7 dias dentro de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80% N2, 10%
CO2y 10% H2 (exceptuando Neisseria mucosa, cultivada aerébicamente). Las cepas
que se mencionan a continuacién fueron sembradas en medios s_uplementados:
Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con 0.5 ml de
formato (60mg/ml) - fumarato (60mg/ml); T. denticola: caldo para Mycoplasma
suplementado con glucosa (1mg/ml), niacinamida (400pg/ml), tetrahidrocloruro de
esparmina (150 pg/ml), isobutirato de sodio (20pg/ml), (-cisteina (1 mg/ml), pirofosfato

de tiamina (5 pg/ml) y suero bovino (0.5%).

El crecimiento después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y colocado en
tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian 1 ml de buffer TE pH 7.6. Las
células fueron lavadas dos veces mediante centrifugacion en buffer TE a 3,500 rpm
durante 10 min. Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacion durante 15
seg. y lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10% SDS vy proteinasa K (20 mg/ml,
Sigma) para las especies Gram negativas, 6 con una mezcla enzimatica que contenia
15 mg/ml de lisozima (Sigma) y 5 mg/ml de achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE (pH
8.0) para las especies Gram positivas. EI DNA fue aislado y purificado utilizando una
técnica estandar previamente descrita (Smith et al., 1989). La concentracion de DNA
fue determinada mediante mediciones espectrofotométricas de la absorbancia a 260
nm. La pureza de las preparaciones fue valorada mediante el calculo de la relacién
entre las mediciones de las absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las sondas de DNA
genémicas fueron preparadas para las 40 especies bacterianas (Tabla 4) mediante el

marcaje con digoxigenina (Roche) de 1ug de DNA purificado utilizando la técnica de
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primers aleatorios (random primer technique) previamente descrita (Feinberg &
Vogelstein, 1983).

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucién de
prehibridacién que contenia 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC) (1x
SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x solucion
Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5mg/ml de RNA de levadura (Roche). La
membrana con DNA fijado de las cepas aisladas fue colocada en un Miniblotter-45
(Immunetics) con los canales de las muestras rotados 90° en relacién a los canales de
hibridaciéon. Esto produjo un patrén de tablero de ajedrez (checkerboard) de 30 x 45.
Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentracion de aproximadamente 20 ng/ml
en solucion de hibridacién (45% formamida, 5x SSC, 1x solucién Denhardt, 20mM
fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml de RNA de levadura, 10% sulfato de dextrano y 1%
caseina), colocadas en canales de hibridaciéon individuales del Miniblotter-45 e
hibridizadas una noche a 42°C con el aparato sellado dentro de una bolsa de plastico
para evitar evaporacion de las sondas de DNA. La concentracion de cada sonda fue
ajustada mediante pruebas preliminares de ensayo y error para que todas las sondas
detectaran un rango de células entre 10* y 10”. Las membranas fueron lavadas dos
veces a alta astringencia durante 20 minutos cada vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1x
SSCy 0.1% SDS) utilizando un bafio con circulacion.

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacién durante 1 hora en
buffer bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato (100mM &cido
maléico, 150mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las
membranas en una dilucién de 1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina conjugado a

fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacién previamente descrita (Engler-Blum
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et al., 1993). Después de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en un agente
quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star, Roche) a 37°C durante 1 hora y las
sefiales fueron detectadas mediante la exposicion de las- membranas a peliculas
autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura ambiente durante 35 min. Las
peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos estandar y las sefiales fueron
evaluadas visualmente sobre un negatoscopio para determinar la identidad de las

cepas aisladas de cada muestra.
F. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se realizd un analisis estadistico descriptivo de los parametros clinicos evaluados
tales como edad, niumero de dientes faltantes, género, porcentaje de fumadores,
profundidad de bolsa, nivel de insercién, acumulacién de placa, enrojecimiento gingival,
sangrado al sondeo y supuracion, los cuales se expresan como media % error estandar
de la media (EEM) y rango (Tabla 2).

Asimismo, se efectu6 la determinacion de las CMIs de cada una de las 40 cepas
de referencia control. Utilizando el punto de corte sugerido por la NCCLS de 4 ug/ml, las
CMIs fueron utilizadas para determinar la resistencia o sensibilidad a la clindamicina de
cada una de las cepas de referencia control (Tabla 5).

El porcentaje de resistencia de la microbiota subgingival total cultivable se
determiné mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs)
presentes en las placas sin antibiético y con 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 yg/ml de clindamicina
para cada muestra de cada sujeto de estudio. El nimero de UFCs en las placas sin
antibidtico fue considerado como el 100% de crecimiento para cada muestra, a partir

del cual se calcul6 el porcentaje de crecimiento en cada concentracion del antibiotico.
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Los porcentajes obtenidos para cada concentracion del antibiético fueron promediados
entre las muestras de cada sujeto de estudio y después entre el total de la poblacion.
Los datos se expresan como media + EEM (Figura 4). Dichos datos fueron utilizados
también para determinar las concentraciones requeridas de clindamicina para inhibir el
10%, 50% y 90% (CMI'™, CMI® y CMI*®) del crecimiento bacteriano total en la placa
subgingival (Tabla 6).

Los datos microbiolégicos con los que se contaron de cada sujeto de estudio para
determinar la composicién microbioldgica de la placa subgingival fueron las cuentas
absolutas de 40 especies bacterianas (Tabla 4) en hasta un maximo de 28 muestras de
placa subgingival. Los analisis describen la composicién microbioloégica de la placa
subgingival mediante 3 parametros: cuentas bacterianas x 10° (niveles), porcentaje de
sitios colonizados (prevalencia) y porcentaje del total de cuentas de las sondas de DNA
(proporcion). Cada parametro fue calculado mediante la determinacion de los niveles,
prevalencia y proporcion por separado en cada muestra de cada sujeto de estudio,
promediado para cada sujeto de estudio y después entre los sujetos del total de la
poblacion. Los niveles y la prevalencia se expresan como media + EEM para especies
bacterianas individuales (Figuras 5 y 6) y la proporcion como porcentaje promedio de

grupos de microorganismos (Figura 7 y 8).
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lll. RESULTADOS

A. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE CEPAS DE REFERENCIA
CONTROL

Las CMIs de las cepas de referencia se resumen en la tabla 5. La sensibilidad o
resistencia de cada cepa de referencia se indican en la tercera y sexta columnas de la
tabla de acuerdo al punto de corte de la clindamicina recomendado por la NCCLS de 4
Ma/ml. A. actinomycetemcomitans a, A. actinomycetemcomitans b, E. corrodens, N.
mucosa y Porphyromonas endodontalis presentaron resistencia a la concentracion
maxima del experimento (32 pg/ml). C. gracilis present6é también resistencia a una CMI
de 16 pg/ml. A. naeslundii 1, Campylobacter showae y Corynebacterium matruchotii
mostraron resistencia a la clindamicina a una concentracién de 8 pg/ml. El crecimiento
de 31 de las 40 cepas control (77.5%), incluyendo el de importantes patégenos
periodontales como P. gingivalis y T. forsythensis, fue inhibido por la clindamicina a
concentraciones de 0.5 a 4 pg/ml, por lo que la mayoria de las cepas control fueron

consideradas sensibles al antibi6tico.
B. PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE LA MICROBIOTA TOTAL CULTIVABLE

Los porcentajes de resistencia de la microbiota total cultivable que se obtuvieron
en las diferentes concentraciones del antibiético mostraron un comportamiento
inversamente proporcional al incremento de la concentracion, es decir, se manifesté un
descenso en el porcentaje de UFCs resistentes a medida que aumentaba la
concentracion. Estos resultados se resumen en la figura 4. El crecimiento del 15.2%,
9.8 %, 7.8%, 4.5%, 4.3% y 3.2% del total de UFCs fue inhibido a concentraciones de

0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 ug/ml respectivamente.
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Las concentraciones requeridas de clindamicina para inhibir el 10%, 50% y 90%
del crecimiento bacteriano total en la placa subgingival (CMI'®, CMI*® y CMI®) fueron de
0.5 pg/ml tanto para el 10% como para el 50% del crecimiento total y de 1 pg/ml para el

90% como se resume en la tabla 6.
C. DETERMINACION DE LA COMPOSICION MICROBIOLOGICA SUBGINGIVAL

En la figura 5 se presentan las cuentas promedio x10° (+ EEM) de 40 especies
bacterianas. Todas las especies evaluadas fueron detectadas en muestras de placa
subgingival. Eubacterium saburreum, Veillonella parvula, P. gingivalis, T. forsythensis y
C. matruchotii presentaron las cuentas promedio méas elevadas. Cabe destacar que los
3 reconocidos periodontopatégenos; P. gingivalis, T. forsythensis y T. denticola,
presentaron cuentas promedio por arriba de 6 x 10° (19.4, 135 y 6.5 x 10°
respectivamente). Otras especies generalmente presentes en niveles elevados en
muestras de placa subgingival de sujetos sanos y con enfermedad periodontal tales
como Actinomyces viscosus, A. israelii y A. naeslundii serotipo 1 presentaron cuentas
promedio relativamente bajas de 3.2 a 1.3 x 10°. En la figura 6 se resume la
prevalencia promedio (+ EEM) de las 40 cepas bacterianas analizadas en los 5 sujetos
de estudio. La prevalencia promedio de periodontopatégenos importantes como P.
gingivalis, T. denticola, T forsythensis, Fusobacterium nucleatum, P. intermedia,
Micromonas micros y C. rectus fue mayor al 50% de los sitios (91%, 86%, 66%, 64%,
54%, 52% y 51% respectivamente). Por otra parte, algunas especies “benéficas” como
Streptococcus sanguinis, Capnocytophaga ochracea y A. naeslundii 1 se encontraron

colonizando un bajo porcentaje de sitios (44% a 31%).
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En la figura 7 se presenta la proporcion promedio de grupos de microorganismos.
Las 40 especies bacterianas fueron agrupadas de manera similar a la descripcion de
los complejos bacterianos en la placa subgingival (Socransky et al., 1998), las
excepciones se describen en el pie de la figura. En conjunto las especies de los
complejos rojo y naranja, comunmente reconocidas como patégenos periodontales,
representaron el 50.5% de las especies detectadas. La proporcién de especies de
Actinomyces agrupadas en el segmento azul representaron Unicamente el 5.4% de los
microorganismos detectados. El 27.6% de las especies bacterianas detectadas se
compuso por microorganismos no clasificados dentro de los complejos bacterianos de
la placa subgingival como C. matruchotii, Selenomonas artemidis, E. saburreum, P.
endodontalis, N. mucosa, Eubacterium sulci, Propionibacterium acnes, Prevotella
melaninogenica, Gemella morbillorum y Leptotrichia buccalis.

Tomando en consideracion la proporcion promedio detectada para los 40
microorganismos individuales en muestras de placa subgingival de la poblacion de
estudio utilizando la técnica de “checkerboard”y los resultados de los experimentos para
determinar las CMIs de 40 cepas de referencia, en la figura 8 se presenta una
inferencia de las proporciones promedio de los grupos de microorganismos que
pudieron haber sido sensibles y resistentes a la clindamicina en las muestras de placa
dentobacteriana. De acuerdo con los resultados de las CMIs para cepas de referencia
se infiri6 que el 88.3% y el 11.7% de los microorganismos presentes en muestras de
placa subgingival pudieron haber sido representados por especies bacterianas
sensibles y resistentes a la clindamicina respectivamente. Asimismo, Unicamente el
4.2% de las especies bacterianas en muestras subgingivales pudo haber estado

representado por especies periodontopatégenas resistentes a la clindamicina.
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IV. DISCUSION

A pesar de que la periodontitis es quizas la infeccion >crc'>nica mas frecuente en
sujetos adultos, su tratamiento adecuado aun representa un reto para la odontologia
actual. Las variaciones en los componentes bacterianos de ciertas entidades y la
aparicion de cepas resistentes requieren para su manejo un profundo conocimiento de
las caracteristicas de los agentes periodontopatéogenos, asi como también de los
diferentes mecanismos de accién y efectividad de las terapias antimicrobianas; por lo
que los propésitos del presente estudio fueron determinar la resistencia de la microbiota
total cultivable a la clindamicina y describir la microbiota en pacientes con periodontitis
cronica, ya que el empleo de dicho antibidético es uno de los tratamientos mas
frecuentes para la periodontitis.

La clindamicina es un antibiético bacteriostatico. Su mecanismo de accion se da
mediante la inhibicién de la sintesis de proteinas de las bacterias, actuando sobre la
subunidad 50S ribosomal, impidiendo la formacién temprana de la cadena proteica por
un mecanismo de transpeptidacion (Stamboulian & Paganini, 1999). Este mecanismo
de accién lo comparte con la eritromicina y el cloranfenicol, por ello no es recomendable
utilizar combinaciones antimicrobianas de estos farmacos.

La actividad antimicrobiana de la clindamicina se ejerce fundamentalmente sobre
los microorganismos anaerobios estrictos y facultativos (Walker et al., 1981) y se ha
reportado que su accion es efectiva contra la mayoria de los cocos Gram positivos
incluyendo productores de betalactamasas como Peptostreptococcus spp., M. micros, y
Peptococcus niger, con algunas excepciones de cepas resistentes (Sandor et al., 1998);

bacilos Gram positivos no esporulados como Propionibacterium spp. y Clostridium,
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exceptuando Clostridium difficile y un porcentaje elevado de algunas especies de
Clostridium no-perfringens; especies Gram negativas tales como Veillonella spp., T.
forsythensis, C. rectus, Selenomonas spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp.,
Fusobacterium spp., y es especialmente efectiva contra B. fragilis, aunque se han
aislado algunas cepas resistentes (del 5% al 10%) (Stamboulian & Paganini, 1999).

Con este antibidtico se obtienen CMIs muy bajas para bacterias anaerobias
como P. gingivalis, P. intermedia y F. nucleatum, mientras que A.
actinomycetemcomitans y E. corrodens se muestran resistentes (Baker et al., 1985;
Jorgensen & Slots, 2000; Miyake et al., 1995). Las concentraciones bajas del farmaco
son bacteriostaticas, pero adquiere poder bactericida a concentraciones terapéuticas.
La dosis que se recomienda clinicamente de clindamicina es de 300 mg cada 8 horas.
La edicion espafiola de la Guia Terapéutica Antimicrobiana Sanford 2003 (Gilbert et al.,
2003) recomienda para infecciones microbianas el uso de antibiéticos de amplio
espectro, como la clindamicina; a dosis de 300 a 450 mg via oral cada 6 horas; con un
periodo de administracion de 7 a 10 dias. En todos los casos, se debe realizar un
seguimiento del tratamiento ya que su incumplimiento ocasiona fracasos en la
resolucion de los procesos y su prolongacion innecesaria puede provocar la seleccién
de especies bacterianas resistentes y la aparicion de efectos secundarios.

A pesar de que el riesgo de colitis pseudomembranosa por C. difficile ha limitado
el uso del la clindamicina, este antibiético sigue utilizandose en el tratamiento de
infecciones severas por microorganismos anaerobios y algunas infecciones
endodonticas y periodontales. Diversos ensayos clinicos han demostrado que la
clindamicina es un farmaco eficaz en el tratamiento de las periodontitis (Jorgensen &

Slots, 2000; Sandor et al., 1998; Walker & Gordon, 1990). En la ultima década se ha
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estudiado la relacion entre la clindamicina y el individuo bajo tratamiento, a partir de lo
cual puedo establecer que este antibiético produce una disminucién en la adhesion de
los microorganismos a las células epiteliales cuando se administra en dosis bajas,
previniendo asi la formacién de la biopelicula. Ademas, se ha reportado estimulacion de
la quimiotaxis, opsonizacién y fagocitosis por los macréfagos; y una buena
concentracion intracelular del antibiético en los microorganismos. Por lo que se puede
decir que la clindamicina tiene un efecto inmunomodulador positivo y se ha podido
demostrar, in vitro, que la exposicion de neutréfilos a este antibiético incrementa
significativamente el nGmero de células fagociticas en casos de periodontitis (Eick et al.,
2000; Golub et al., 1998; Sauvetre et al., 1993; Slots & Jorgensen, 2000; Tonetti, 2000;
Walker & Gordon, 1990).

El uso de la clindamicina, como anteriormente se menciond, puede llevar al
desarrollo de efectos adversos, entre los cuales el mas comun es la diarrea, cuya
incidencia publicada varia entre el 2% y 20% (Yu et al., 1999). La complicacion mas
temida es la colitis pseudomembranosa producida por C. difficile (Bartlett, 1979;
George, 1984), que puede ser mortal y su incidencia oscila entre 0.01% y 0.1%.
Asimismo, se ha reportado aumento en la produccion de transaminasa glutamica
oxalacética, asi como casos de erupcién}cuténea que pueden evolucionar al Sindrome
de Stevens-Johnson (eritema multiforme) y neutropenia transitoria (Stamboulian &
Paganini, 1999). La administracion de este farmaco debe realizarse de manera racional
y apropiada, teniendo en cuenta también que algunas cepas han desarrollado
resistencia al mismo. Por lo que su empleo debe reservarse solamente a aquellas
situaciones clinicas en las que se ha demostrado su eficacia en dosis terapeuticas

adecuadas, ya que la dosificacion inadecuada es, probablemente, una de las razones
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de peso para el aumento reportado de aparicion de cepas bacterianas resistentes en la
poblacién (Ball et al., 2002).

Se considera que las bacterias son resistentes a un antibiético cuando pueden
sobrevivir en presencia del mismo. Algunas especies que son normalmente sensibles a
un antibiético pueden adquirir resistencia a través de intercambios genéticos con otras
especies bacterianas resistentes. En el caso de la clindamicina, los mecanismos de
resistencia se basan generalmente en alteraciones en los ribosomas bacterianos, es
decir, el agente patdégeno puede evolucionar bioquimicamente haciendo que el sitio de
accion (subunidad 50S ribosomal) para el antibiético sea alterado y asi la interaccién y
el efecto no se lleven a cabo (Livermore, 2003). Este mecanismo es debido a la
produccion de enzimas (metilasas) que metilan los residuos de adenina en la fraccion
23S del rRNA, lo que ocasiona una reduccion en la unién a nivel ribosomal de las
lincosamidas al inducir un cambio de conformacién en el ribosoma (Livermore, 2003).
La resistencia a la clindamicina también puede ser debida a una mutacién cromosomal
o bien se puede conferir por medio de plasmidos o transposones. Un ejemplo es B.
fragilis que tiene un mecanismo de resistencia mediante produccion de plasmidos (Fluit
et al., 2001; Normark & Normark, 2002; Yu et al., 1999).

La exposicion a concentraciones subletales de antibi6ticos (relacionada con la
relacion . dosis-intervalo-tiempo), ejerce un efecto selectivo de bacterias resistentes.
Fomentando ajustes del régimen de dosificacion en cada situacién clinica y revisando
los puntos de corte para cada patégeno, se puede contener en gran medida la
resistencia (Frimodt-MoIIer, 2002; Maestre-Vera, 2004).

En estudios previos se ha reportado que la concentracién que alcanza la

clindamicina en el fluido crevicular y en el suero es de 2 pg/ml (Walker et al., 1981) y
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que su vida media se prolonga en el fluido crevicular a diferencia del suero. En diversas
partes del mundo se han realizado estudios que muestran la relacién del uso de la
clindamicina y su influencia en el nivel de resistencia antimicrobiana de la microflora
subgingival (Quirynen et al., 2002; Roberts, 2002; van Winkelhoff et al., 2000a) y se han
encontrado diferencias entre paises y ciudades de acuerdo a su frecuencia de uso. En
un estudio se examind la susceptibilidad de la flora bacteriana subgingival en pacientes
adultos holandeses y espafioles con periodontitis, encontrando diferencias significativas
en los niveles de resistencia de la microflora en ambas poblaciones (van Winkelhoff et
al., 2000a). En los pacientes espafioles se encontré un alto nivel de resistencia frente a
la clindamicina y, especialmente, a la tetraciclina; mientras que en los pacientes
holandeses la resistencia a la tetraciclina de las bacterias periodontopatégenas no fue
observada. En el estudio mencionado se concluyd que el uso frecuente de antibidticos
en la poblacién espafiola se ve reflejado en los niveles de resistencia de la microflora
subgingival de pacientes adultos con periodontitis.

En otro estudio se observd el efecto de inhibicibn de varios antibiéticos
incluyendo la clindamicina (Walker et al., 1983) y se reporté que dicho farmaco inhibié a
mas del 90% de los microorganismos de las muestras a una concentracién de 2 pg/ml.
Los resultados del presente estudio corroboran este hallazgo. El porcentaje de la flora
subgingival total cultivable de sujetos mexicanos con periodontitis crénica que mostré
crecimiento en presencia de 2 ug/ml de clindamicina fue de 7.8% y el crecimiento del
90% del total de los microorganismos recuperados en cultivo fue inhibido a una
concentracion de 1 ug/ml (CMI*®). Con esto se confirma que a dosis terapéuticas, la
clindamicina puede adquirir un efecto inhibitorio sobre un porcentaje significativo de los

microorganismos de la flora subgingival (Martin et al., 1972; Sutter & Finegold, 1976).
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En relacién al efecto de la clindamicina sobre especies bacterianas especificas,
existen resultados contradictorios. En algunos estudios se han reportado que la
clindamicina presenté accién antimicrobiana contra la mayoria de las bacterias
anaerobias en una concentracién igual o menor a 8 pg/ml, y que casi todas las cepas
de B. fragilis, Fusobacterium spp. y Actinomyces spp. fueron inhibidas a esta
concentracion (Sutter & Finegold, 1976; Sutter et al., 1983). En contraste, otros estudios
han sugerido que el 23% de B. fragilis, del 9% al 11% de especies de Prevotella, del 9%
al 30% de especies de Fusobacterium, el 10% de especies de Porphyromonas y el 8%
de especies de Peptostreptococcus fueron resistentes a la clindamicina (Ackermann et
al., 2000; Aldridge et al., 2001). Otros estudios han reportado también la existencia de
especies de Fusobacterium y Actinomyces resistentes a la clindamicina, asi como de A.
actinomycetemcomitans y E. corrodens (Baker et al., 1985). En un estudio se
examinaron 340 cepas representando 30 especies bacterianas aisladas con frecuencia
en las bolsas periodontales (Walker et al., 1981). En dicho estudi6 se reporté que el
crecimiento de la mayoria de las bacterias periodontales, entre ellas Actinomyces spp.,
Capnocytophaga spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., C. rectus y P. acnes, fue
inhibido por la clindamicina en una concentracion de 1 pg/ml o menos. Sin embargo,
otras especies subgingivales como E. corrodens y A. actinomycetemcomitan.s
mostraron resistencia al antibidtico. En otros estudios se ha reportado también
resistencia a la clindamicina de A. actinomycetemcomitans (Eick et al., 2004). Estos
hallazgos coinciden con los resultados del presente estudio en donde se encontrd que
el 77.5% de las cepas de referencia control fueron sensibles a la clindamicina. Asi
mismo, se encontré que todas las especies de Actinomyces (exceptuando A. naeslundii

1), Capnocytophaga y Fusobacterium, asi como C. rectus y P. acnes fueron sensibles al
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antibiético, mientras que E. corrodens y ambos serotipos de A. actinomycetemcomitans
fueron resistentes a una concentracién mayor a 32 pg/ml.

La microbiota subgingival de la poblaciéon de estudio estuvo predominada tanto en
niveles como en prevalencia y proporcion por especies consideradas como patégenos
periodontales. Algunas de dichas incluyeron P. gingivalis, T. forsythensis, P. nigrescens,
P. intermedia, M. micros y T. denticola. Se detectaron niveles, prevalencia y proporcion
bajos de la mayoria de las especies “benéficas” periodontales tales como C. matruchotii,
A. naeslundii 1, A. israelii, A. odontolyticus y A. viscosus. Este resultado no fue
sorprendente debido a que en la poblacién de estudio se incluyeron Unicamente sujetos
con periodontitis cronica severa. Existe una gran cantidad de informacién en la literatura
en la que se demuestra que en poblaciones con enfermedad periodontal los niveles,
prevalencia y proporcion de especies patégenas periodontales se encuentran aumentados
en comparacion a poblaciones periodontalmente sanas y que dicho aumento se da a
expensas de las especies “benéficas” periodontales (Ali et al., 1997; Haffajee et al., 1999;
Haffajee et al., 1998; Socransky & Haffajee, 1991; Ximenez-Fyvie et al., 2000a; Ximenez-
Fyvie et al., 2000b).

Tomando en consideracion los resultados de la composicién microbiolégica de la
placa subgingival y de las CMIs de cepas de referencia, se pudo inferir que una
proporcion significativamente baja (4.2%) de las especies que se encontraron en la placa
subgingival de sujetos mexicanos con periodontitis crénica, pudieron haber sido
patogenos periodontales resistentes a la clindamicina y que una proporcién muy elevada
(88.3%) de los microorganismos presentes en las muestras de placa dentobacteriana
subgingival pudieron haber sido sensibles al antibiético. Estos hallazgos coinciden con

estudios publicados sobre los efectos favorables de la clindamicina para inhibir el
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crecimiento de la mayoria de las especies periodontopatdégenas presentes en la placa

dentobacteriana subgingival (Walker et al., 1983).

A manera de conclusion, este estudio se realizé con la finalidad de contribuir al
conocimiento del uso de antibidticos en la terapia periodontal y de manera particular de
la resistencia bacteriana a la clindamicina, por lo que es primordial recapacitar sobre la
importancia de una buena administracion de los antibiéticos no sélo en el tratamiento de
la enfermedad periodontal, sino en general. El antibidtico ideal debe reunir las
siguientes caracteristicas:

e Debe tener una acciéon antimicrobiana efectiva frente a las bacterias
periodontopatégenas responsables de la iniciacion de los procesos patoldgicos
que llevan a la pérdida de los tejidos de soporte del diente.

e Presentar una potencia bactericida y no una accién bacteriostatica, para
asegurar la erradicacién bacteriana.

e Tenerun perfil farmacocinético favorable.

e Que alcance una concentracion elevada del farmaco activo en los tejidos
afectados.

e Tener buena tolerancia sistémica.

e Via de administracién facil y comoda.

e Que proporcione efectos favorables con bajo nimero de dosis para evitar el
abandono del tratamiento.

Por otro lado, en la seleccién del antimicrobiano es Gtil tomar en cuenta sus
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas las cuales deben ser las 6ptimas

para obtener resultados clinicos promisorios, asi como la erradicacion de las bacterias
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periodontopatdgenas. El clinico necesita contar con parametros farmacodinamicos que
puedan ser utilizados como predictores de éxito o de fracaso terapéutico y que le
faciliten la toma de decisiones respecto a la eleccién del antimicrobiano en cada caso
concreto. Ademas de que la eleccion, la dosificacion 6ptima del farmaco, su intervalo de
administraciéon y la eficacia en la erradicacion del microorganismo patdégeno, pueden

ayudar a reducir la aparicién de cepas resistentes.
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VI. TABLAS

TABLA 1. Criterios de seleccion de sujetos de estudio.

Grupo de Estudio Edad Ndmero de Dientes Nivel de Insercién (NI)

_ . . _ 220 excluyendo terceros molares .
Periodontitis Cronica > 29 afios _ > 8 sitios con NI =6 mm
y con > 2 primeros molares
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TABLA 2. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio (N = 5).

Media * EEM* Rango

Edad (afios) 452+4.3 30-54
Numero de dientes faltantes 5+1.0 1-7
Género (% mujeres) 40

% fumadores 20

Profundidad de bolsa promedio (mm) 4604 3.7-5.7

Nivel de inserciéon promedio (mm) 53104 4.3-6.6

% sitios con:

Acumulacién de placa 26.9+6.1 15.2-47.7
Enrojecimiento gingival 89+54 0-29.5
Sangrado al sondeo 52.5+8.2 26.2-75
Supuracién 7.8+29 0-17.4

* Error estandar de la media.
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TABLA 3. Cepas de referencia control empleadas para la determinacién de CMis.

Cepa Ref.* Cepa Ref.*
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo a 43717 Gemella morbillorum 27824
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo b 43718 Leptotrichia buccalis 14201
Actinomyces israelii 12102 Micromonas micros 33270
Actinomyces naeslundii serotipo 1 12104 Neisseria mucosa 19696
Actinomyces odontolyticus 17929 Porphyromonas endodontalis 35406
Actinomyces viscosus 43146 Porphyromonas gingivalis ~ 33277
Campylobacter gracilis 33236 Prevotella intermedia 25611
Campylobacter rectus 33238 Prevotella melaninogenica 25845
Campylobacter showae 51146 Prevotella nigrescens 33563
Capnocytophaga gingivalis 33624 Propionibacterium acnes 6919
Capnocytophaga ochracea 27872 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus anginosus 33397
Corynebacterium matruchotii 14266 Streptococcus constellatus 27823
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus gordonii 10558
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium sulci 35585 Streptococcds mitis 49456
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586 Streptococcus oralis 35037
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 10953 Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 49256 Tannerella forsythensis 43037
Fusobacterium periodonticum 33693 Veillonella parvula 10790

*Cepas de referencia del American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.
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TABLA 4. Cepas de referencia utilizadas para la elaboracion de sondas de DNA.

Cepa Ref.* - Cepa Ref.*
Actinobacillus actinomycetemcomitans T Micromonas micros 33270
Actinomyces georgiae 49285 Neisseria mucosa 19696
Actinomyces israelii 12102 Porphyromonas endodontalis 35406
Actinomyces naeslundii serotipo 1 12104 Porphyromonas gingivalis 33277
Actinomyces odontolyticus serotipo 1 17929 Prevotella intermedia 25611
Actinomyces viscosus 43146 Prevotella melaninogenica 25845
Campylobacter gracilis 33236 Prevotella nigrescens 33563
Campylobacter rectus 33238 Propionibacterium acnes 6919
Campylobacter showae 51146 Selenomonas artemidis 43528
Capnocytophaga gingivalis 33624 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga ochracea 27872 Streptococcus anginosus 33397
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus constellatus 27823
Corynebacterium matruchotii 14266 Streptococcus gordonii 10558
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus mitis 49456
Eubacterium sulci 35585 Streptococcus oralis 35037
Fusobacterium nucleatum ¥ Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium periodonticum 33693 Tannerella forsythensis 43037
Gemella morbillorum 27824 Treponema denticola 35405
Leptotrichia buccalis 14201 Veillonella parvula 10790

* NUmero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA);
TDNA de los serotipos a (43717) y b (43718) fue combinado para generar una sonda de DNA
* DNA de las subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincenti (49256) fue

combinado para generar una sonda de DNA.
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TABLA 5. Concentraciones minimas inhibitorias de cepas de referencia.

Cepa CMis S/IR Cepa CMis S/R
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipoa >32 R Gemella morbillorum 086 &
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipob >32 R Leptotrichia buccalis 05 S
Actinomyces israelii 4 S Micromonas micros 2 S
Actinomyces naeslundii serotipo 1 8 R Neisseria mucosa >32 R
Actinomyces odontolyticus 2 S Porphyromonas endodontalis >32 R
Actinomyces viscosus 2 S Porphyromonas gingivalis 05 S
Campylobacter gracilis 16 R Prevotella intermedia 05 S
Campylobacter rectus 2 S Prevotella melaninogenica 05 S
Campylobacter showae 8 R Prevotella nigrescens 05 S
Capnocytophaga gingivalis 0.5 S Propionibacterium acnes 05 S
Capnocytophaga ochracea 0.5 S Selenomonas noxia 0.5 S
Capnocytophaga sputigena 0.5 S Sireptococcus anginosus 2 S
Corynebacterium matruchotii 8 R Streptococcus constellatus 2 S
Eikenella corrodens >32 R Streptococcus gordonii 2 S
Eubacterium saburreum 0.5 S Streptococcus intermedius 2 S
Eubacterium sulci DS S Streptococcus mitis & S
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 1 S Streptococcus oralis 1 S
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 0.5 S Streptococcus sanguinis 2 S
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 0.5 S Tannerella forsythensis 2 S
Fusobacterium periodonticum 0.5 S Veillonella parvula 05 S

*S = sensible, R = resistente. Determinado de acuerdo al punto de corte de 4 pg/ml.
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TABLA 6. Concentraciones minimas inhibitorias de la microbiota total cultivable en

muestras de placa dentobacteriana subgingival.

cmi' cmMmI® cmMmI®

Concentracion (pg/mil) 0.5 0.5 1
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TABLA 7. Especies descritas dentro de los complejos bacterianos de la placa

subgingival (Socransky ef al., 1998).

Complejo

Cepa

Rojo

Tannerella forsythensis, Porphyromonas gingivalis vy

Treponema denticola

Naranja

Fusobacterium nucleatum ss nucleatum, Fusobacterium
nucleatum ss vincentii, Fusobacterium nucleatum ss
polymorphum, Fusobacterium periodonticum, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Micromonas micros,
Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter
showae, Streptococcus constellatus y Campylobacter gracilis

Amarillo

Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus
mitis, Streptococcus intermedius y Streptococcus gordonii

Verde

Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea,
Capnocytophaga sputigena, Campylobacter concisus vy

Eikenella corrodens

Morado

Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus

No agrupados

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinomyces viscosus

y Selenomonas noxia
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Vil. FIGURAS
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FIGURA 1. Estructura quimica de la lincomicina y clindamicina. La estructura quimica

de la clindamicina difiere a la de la lincomicina por la sustitucién de un atomo de cloro

por un grupo hidroxilo y la inversién del carbono en la posicién 7.
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FIGURA 2. Ribosoma bacteriano. El ribosoma bacteriano esta constituido por dos
subunidades: 50S y 308, las cuales contienen las fracciones 23S, 5S y 16S de RNA

ribosomal.
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FIGURA 3. La técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA permite la
identificacion de hasta 40 especies bacterianas en cada una de 28 muestras de placa
dentobacteriana en un mismo experimento. Los carriles horizontales contienen las
muestras de placa dentobacteriana y perpendicularmente a los mismos, los carriles
verticales que atraviesan cada carril horizontal contienen las sondas de DNA. Esta
acomodacién da como resultado un patrén de tablero de ajedrez (checkerboard) con
1,120 posibles “senales” (puntos negros) que representan identificaciones positivas. Los
2 carriles horizontales en el extremo inferior de la membrana contienen estandares
bacterianos con mezclas de las 40 especies evaluadas ajustadas a 10° y 105, los cuales
permiten la cuantificacion de las sefiales en el resto de la membrana y la comprobacion

del funcionamiento de las sondas en cada experimento.
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FIGURA 4. Porcentaje promedio (+ EEM) de unidades formadoras de colonias (UFCs)
provenientes de muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos mexicanos
(N = 5) que mostraron crecimiento en presencia de 6 concentraciones de clindamicina.
El porcentaje promedio de UFCs en cada una de las concentraciones fue determinado
en base al total de UFCs detectadas en placas sin antibiético para cada muestra de
cada sujeto de estudio. Dichos porcentajes fueron promediados entre las dos muestras

de cada sujeto y posteriormente entre los sujetos de la poblacion.
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FIGURA 7. Proporciéon promedio (% de cuentas totales de las sondas de DNA) de
complejos bacterianos en 5 sujetos con periodontitis crénica. Las 40 especies
bacterianas evaluadas fueron agrupadas de manera similar a la descripcién de
complejos bacterianos en la placa subgingival (Socransky et al., 1998). Las siguientes
excepciones fueron incluidas en la agrupacion: Actinomyces georgiae, Actinomyces
israelii, Actinomyces naeslundii serotipo 1 y Actinomyces viscosus se encuentran
agrupados en el complejo azul; Corynebacterium matruchotii, Selenomonas artemidis,
Eubacterium saburreum, Porphyromonas endodontalis, Neisseria mucosa, Eubacterium
sulci, Propionibacterium acnes, Prevotella melaninogenica, Gemella morbillorum vy
Leptotrichia buccalis se encuentran agrupados en el complejo gris (no clasificados). La
proporcion de cada grupo de especies bacterianas fue calculada en cada una de las 28
muestras de cada sujeto de estudio, promediada para cada sujeto y después entre los

sujetos de la poblacién de estudio.
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FIGURA 8. Inferencia de la proporciéon promedio (% de cuentas totales de las sondas
de DNA) de especies bacterianas en muestras de placa subgingival de sujetos
mexicanos con periodontitis cronica. Las especies fueron agrupadas de acuerdo con los
resultados obtenidos en el experimento para determinar las CMIs de cepas de
referencia como sensibles o resistentes utilizando el punto de corte sugerido por la
NCCLS para clindamicina. La grafica muestra la proporcién de especies “benéficas” y
patégenas periodontales que fueron resistentes a la clindamicina. La proporcién de
cada grupo de especies bacterianas fue calculada en cada una de las 28 muestras de
cada sujeto de estudio, promediada para cada sujeto y después entre los sujetos de la
poblacién de estudio. La proporcién de Treponema denticola y Actinomyces georgiae
no fue considerada para los calculos de la grafica debido a que dichas especies no

fueron evaluadas en el experimento para determinar las CMis.
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VIill. ANEXOS

ANEXO 1. Forma de consentimiento informado.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.

CLINICOS RESPONSABLES: Dra. Velia Jacobo-Soto.
Dra. Argelia Almaguer-Flores.

INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular
Div. de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia, UNAM

TELEFONOS: 5622-5565 (horas y dias habiles)
04455-2699-7530 (emergencias)

TiTULO DE LOS PROYECTOS:

Factores microbiologicos y genéticos relacionados con
las enfermedades periodontales en México.
(CONACYT # J-34909-M)

Influencia de niveles creviculares de citocinas sobre las
enfermedades periodontales en México.
(DGAPA # IN205402)

Espiroquetas periodontales cultivables y no cultivables.
(NIH # DE-10374, NIDCR)

INVITACION A PARTICIPAR: Usted esta invitado a participar en cualquiera de tres
estudios de investigacion que analizan las bacterias de la boca asi como las
caracteristicas genéticas y de defensa de las personas que padecen enfermedades de
las encias. El primer estudio investiga la relacién de algunas bacterias y de la
resistencia que tienen las mismas a diferentes antibiéticos con las enfermedades de las

encias, asi como las caracteristicas genéticas de las personas que padecen dichas
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enfermedades. El segundo estudio investiga la relacion entre algunas caracteristicas
del sistema de defensa de las personas y el estado de salud de las encias. El tercer
estudio investiga el papel que juegan algunas bacterias especificas en las

enfermedades de las encias.

PROPOSITO: Usted debe entender que los objetivos del primer estudio son determinar
la presencia y cantidad de bacterias que se encuentran en la boca de personas con
diferentes tipos de enfermedades de las encias, determinar la resistencia que tienen
dichas bacterias a varios antibidticos y comparar las caracteristicas genéticas entre
personas con y sin enfermedades de las encias. El segundo estudio tiene por objetivo
comparar la magnitud de la respuesta del sistema de defensa entre personas con y sin
enfermedades de las encias y el tercer estudio tiene por objetivo determinar si los tipos
de unas bacterias llamadas espiroquetas son diferentes entre personas con y sin

enfermedades de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en estos estudios debe
haber nacido en la Republica Mexicana, debe encontrarse en buen estado general de
salud, debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede haber
recibido ningln tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede haber recibido
una limpieza dental profesional en el tltimo mes y no puede haber tomado ningln tipo
de antibidtico en los dltimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede

estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en estos estudios de investigacion requiere

uno o mas de los siguientes procedimientos:
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La realizaciéon de una evaluacién periodontal completa, la cual consistira en
medir la profundidad de las pequefas “bolsas” que se encuentran entre sus
dientes y sus encias. Estas medidas seran tomadas con un instrumento especial
llamado sonda que sera introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes
alrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de rutina
ampliamente utilizado en la practica dental. Ademas de lo anterior, se le realizara
una evaluacién general de la salud de sus encias para saber si sangran, si estan

inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

La obtencion de algunos de sus datos generales y médico, lo cual consistira
en el llenado de una historia clinica con preguntas que le seran leidas por el
clinico que lo atienda y la medicién de su peso, estatura, presién sanguinea,

pulso y porcentaje de grasa corporal.

La toma de un maximo de 36 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se
realizard tomando, con un instrumento dental, una muestra de la pelicula
blanquecina que se forma naturalmente sobre la superficie de sus dientes (placa
dentobacteriana) de todos los dientes de su boca y en algunos casos, dos
muestras de un mismo diente. Este procedimiento no es doloroso aunque en
algunas ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa

dentobacteriana sera colocada dentro de un tubo.

La toma de 1 muestra de 3 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los
mismos procedimientos que se llevan acabo en laboratorios de diagnéstico
clinico acreditados. Dicho procedimiento consiste en colocar una liga gruesa

ligeramente apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacion de sus
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venas. Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de sus
brazos y se deposita la sangre en un tubo de vidrio conforme sale de la vena. La
liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncion sera cubierto con un curita una
vez que el clinico determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento

puede causarle dolor o molestias principalmente en el sitio de la puncion.

o Latoma de 4 muestras de fluido de sus encias, lo cual se realizara colocando
una tira de papel en el espacio entre sus dientes y sus encias en 4 dientes de su
boca. Este procedimiento no conlleva ninguna molestia. Cada muestra sera

medida en un aparato para determinar la cantidad de fluido y colocada en un

tubo.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en una sola visita
que tendra una duracibn maxima de 2 horas y que en estos estudios participaran

aproximadamente 500 (quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en estos estudios no implica que sera sometido
a ningun tratamiento diferente o adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante

considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacion
en estos estudios son minimos. La evaluaciéon periodontal que se le realizara es la
misma que realiza cualquier dentista para determinar la salud de sus encias. Las
muestras de placa se tomaran siguiendo procedimientos similares a los que se realizan
durante una limpieza dental. Las muestras de fluido de sus encias no conllevan ninguna
molestia y la muestra de sangre puede causarle algunas molestias menores pero no

duraderas en el sitio de la puncién.
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Debe entender que todos los procedimientos seran realizados por profesionales
calificados y con experiencia, utilizando procedimientos de seguridad aceptados para la
practica clinica. Todo el personal que le atendera utilizara guantes desechables, bata y
cubrebocas para su propia proteccién y la de usted. Todos los materiales e instrumental

que seran utilizados seran desechables y/o estaran esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningun
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacion, se obtendra
informacién nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en las
enfermedades de las encias en la poblacion de México, lo cual podria ayudar en un
futuro no sélo al mejor entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la

busqueda y empleo de nuevos tratamientos para nuestra poblacion.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion

monetaria por su participacion pero que tampoco incurrira en ningan gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién que sea obtenida
tanto en sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras sera mantenida en
estricta confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacién resultara de estas

investigaciones, no se le identificara jamas por nombre.

RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participaciéon en los estudios es
totalmente voluntaria y que puede decidir no participar o retirarse del estudio en
cualquier momento, sin que esto represente algin perjuicio para su atencién dental
presente ni futura en las clinicas de la Facultad de Odontologia de la UNAM. También
debe entender que si cualquiera de los responsables de estos estudios decidieran no

incluirle en las investigaciones, pueden hacerlo si asi lo creyeran conveniente.
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DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean
contestadas a su plena satisfaccion. Puede hacer sus preguntas en este momento,
antes de firmar la presente forma o en cualquier momento en el futuro. Si desea
mayores informes acerca de su participacion en estos estudios de investigacion o sobre
sus derechos como sujeto de estudio, puede contactar a cualquiera de los responsables
llamando a los nimeros de teléfono que se encuentran en la parte superior de la

primera pagina de esta forma.

ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacién usted constata que ha
leido y entendido esta forma de consentimiento y que esta de acuerdo con su

participacion en estos estudios. Al terminar la visita recibira una copia de esta forma.

Nombre del Sujeto Firma del Sujeto Fecha

(Dia/mes/afio}

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha

(Dia/mes/ario)
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