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A. INTRODUCCION.

1. Resumen.

Existen hasta 600 especies diferentes de bacterias que colonizan la
cavidad bucal y que afectan el delicado equilibrio de las interacciones entre el
huésped y las bacterias, que lleva a la salud o a la enfermedad. La infeccion
periodontal inicia con patégenos bucales invasivos especificos que colonizan
las biopeliculas de placa dental en la superficie radicular del diente."

Los factores locales y sistémicos también modulan la susceptibilidad de un
individuo a la periodontitis. Este desafio crénico de los microorganismos
virulentos lleva a la destruccién de los tejidos blandos y duros del soporte
dentario del periodonto, incluido el hueso alveolar, el cemento radicular del
diente y el ligamento periodontal.’

Aunque la periodontitis se inicia con la microbiota subgingival, se acepta
que los mediadores de la degradacion de tejido conectivo se generan en gran
medida mediante la respuesta del huésped a la infeccion patogénica.?

En un huésped susceptible, los factores microbianos de virulencia activan
la liberacién de enzimas derivadas del huésped y las citocinas proinflamatorias
que pueden llevar a la destruccion del tejido periodontal. Para la gravedad de
la enfermedad son cruciales las implicaciones de los productos secundarios
relacionados con la microbiota (como la endotoxina) sobre la induccién de la
respuesta inmune innata, una sefalizacion de receptor tipo Toll (TLR), la
generacion de los patrones moleculares relacionados con patégenos (PAMP)
y su papel en la patogénesis de la enfermedad periodontal.?

Dada la etiologia compleja de las enfermedades periodontales, cualquier
prueba genética quiza solo sea util en parte de los pacientes o las poblaciones.
El conocimiento de los factores genéticos especificos de riesgo o de los
biomarcadores inflamatorios permite a los clinicos dirigir la prevencion y el

tratamiento con bases ambientales hacia los individuos mas susceptibles a la



enfermedad. Ademas las relaciones entre la infeccion periodontal y las
enfermedades sistémicas, como la cardiovascular, la osteoporosis u otras
enfermedades subrayan la idea de que la periodontitis representa una
enfermedad poligénica de varias etiologias que interactia con otras
enfermedades inflamatorias crénicas.’

Por tanto se pretende realizar una propuesta para implementar un
adecuado diagnostico microbiolégico, en la Clinica de Recepcidn, Evaluacion
y Diagnéstico Presuntivo de la Facultad de Odontologia de la UNAM,
implementando un periodontograma basico, diferente al que se maneja en la
CREDP, que facilite el control periodontal comunitario.

Por lo cual sera necesario que el profesional de la salud conozca las
diferencias entre la microbiota oral en pacientes sanos y en pacientes
enfermos periodontalmente y logre identificar los diferentes métodos de
diagndstico microbioloégico, en este trabajo citaremos algunos métodos de
diagnostico microbiologico clasicos y no menos importantes, como lo son el
cultivo bacteriano y la microscopia, y técnicas moleculares de identificacion
bacteriana que se encuentra dentro de lo mas actual, por ejemplo: deteccidon
por PCR, PCR cuantitativa, hibridacion de DNA, secuenciacion de nueva
generacion, por mencionar algunos, igualmente describiremos las técnicas de

cada uno de éstos métodos y su importancia para la odontologia actual.



2. JUSTIFICACION.

Diariamente acuden a la Facultad de Odontologia de la UNAM muchos
pacientes buscando una adecuada atencion odontoldgica.
El primer paso es dirigirse a la CREDP (Clinica de Recepcion, Evaluacion y
Diagnéstico Presuntivo) para obtener su carnet y una ruta de tratamiento, para
posteriormente ser remitidos a las diferentes clinicas de la Facultad.

Una cantidad sumamente importante de pacientes son remitidos a la
clinica de periodoncia de la Facultad de Odontologia, debido a problemas
periodontales leves y severos. Lo cual resulta demasiado complicado
determinar ya que no se cuenta con un adecuado y mas directo analisis
periodontal en la CREDP. Como un periodontograma basico o comunitario,
que determine la gravedad de la enfermedad periodontal y a su vez se puede
remitir al paciente a realizar una prueba de diagndstico microbiolégico para

posteriormente continuar con su atencion clinica.



3. OBJETIVOS.

3.1 General.

Realizar una busqueda amplia sobre el panorama en cuanto a diagndsticos
microbioldgicos para poder detectar la enfermedad periodontal y asi poder
remitir adecuadamente desde la CREDP (Clinica de Recepcion, Evaluacion y

Diagndstico Presuntivo) de la Facultad de Odontologia (de la UNAM).

3.2 Particulares.

3.2.1 Con este trabajo, pretendo realizar una propuesta para implementar un
adecuado diagnostico microbiolégico, en la Clinica de Recepcién, Evaluacion
y Diagndstico Presuntivo de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

3.2.2 Implementar un periodontograma basico, diferente al que se maneja en
la CREDP, que facilite el control periodontal comunitario.

3.2.3 Que el profesional de la salud conozca las diferencias entre la microbiota
oral en pacientes sanos y en pacientes enfermos periodontalmente.

3.2.4 |dentificando los diferentes métodos de diagndstico microbioldgico.
3.2.5 Conociendo las técnicas en las que se llevan a cabo dichos diagndsticos.
3.2.6 Identificando la cantidad y las especies de microorganismos que se
requieren para saber que nos enfrentamos ante un paciente enfermo.

3.2.7 Estar a la vanguardia en las pruebas microbiolégicas y moleculares que

se realizan en la actualidad.



B. MARCO TEORICO.

1. Diversidad de la microbiota oral.

Hace mas de 300 anos, Anton Van Leeuwenhoek observd, mediante su
microscopio, una enorme serie de “animalculos” en la placa dental humana.
Desde entonces los microbidlogos han intentado aislar y catalogar las
especies de la microbiota bucal. Con el advenimiento de los métodos
anaerobios para cultivar bacterias, han sido aisladas, clasificadas y
denominadas mas de 250 especies. La diversidad de los morfotipos de la
microbiota bucal puede verse en microfotografias electronicas de las
biopeliculas dentarias (fig. 1). Inicialmente, los investigadores se centraron en
las especies asociadas con las enfermedades, tales como la gingivitis, la
periodontitis juvenil localizada (actualmente denominada periodontitis
agresiva) y la periodontitis crénica, e identificaron a los principales agentes
patégenos de estas enfermedades: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia (anteriormente llamada Bacteroides forsythus) y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.3*5

En 1998 Socransky et al, propusieron que las enfermedades bucales
podian ser mejor comprendidas centrandose en el consorcio de
microorganismos, mas que en los microorganismos por separado. Estos
autores identificaron siete conjuntos de bacterias, o complejos, observados
juntos de forma repetida en la periodontitis. Sugirieron que el complejo mas
patdogeno comprendia a P. gingivalis, T. forsythia y Treponema denticola
(complejo rojo), que dependia de la colonizacion inicial de la bolsa por un
complejo de microbios de algun modo menos patégenos, denominado el
complejo naranja. Estos complejos bacterianos fueron definidos por Socransky
et al basandose en el analisis de los perfiles microbianos de mas de 13,000
muestras de placa procedentes de 185 individuos, utilizando sondas de ADN

en analisis de hibridacion en damero. Socransky y Haffajee han revisado los



recientes estudios que asocian las especies y los complejos con una variedad

de enfermedades bucales.®”

Fig. 1. Microfotografia electronica de barrido de la placa bacteriana. Nétese la gran cantidad de
formas y tamafios bacterianos. Barra: 10 pym (Cortesia de Z. Skobe, The Forsyth Institute).
Socransky SS, Haffajee AD. Periodontal Microbial ecology. Periodontol 2000 2007: 17: 81.

1.1 Biopelicula dental: determinantes tempranos de la formacién de
placa.

La placa bacteriana dental, debido a su importancia clinica y a su
accesibilidad para la investigacion in vivo constituye una de las comunidades
de biopeliculas mas estudiadas y mejor comprendidas. Las investigaciones
han mostrado que el desarrollo de esta comunidad microbiana es un proceso
que implica la cooperacién y la competencia entre una comunidad de
microorganismos enormemente diversa.’

Un determinante critico de la colonizacién bacteriana de cualquier

superficie es la capacidad de las bacterias de adherirse a esa superficie. La
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adhesion bacteriana a tejidos del huésped puede ocurrir por una variedad de
mecanismos. Un mecanismo general implica fuerzas inespecificas (p. €j.,
fuerzas idnicas, interacciones hidréfobas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de
Van Der Waals) entre las superficies microbianas y del huésped. Otro
mecanismo implica interacciones especificas o0 estereoquimicas entre
adhesinas de la superficie bacteriana y los componentes del huésped en la
pelicula. Estas ultimas interacciones, similares a las interacciones anticuerpo-
antigeno o enzima-sustrato, dependen del reconocimiento de formas
moleculares entre proteinas. Estas interacciones son altamente especificas vy,
cuando se superponen a las fuerzas inespecificas, explican en parte la
colonizacion selectiva de los tejidos del huésped. El receptor puede ser otra
proteina o un carbohidrato (a menudo unido a un glucolipido o glucoproteina).?

Se piensa que la maduracion de la placa dental, es decir, la etapa del
desarrollo de la placa posterior a la adhesion bacteriana inicial, depende en
gran medida de la adsorcion de bacterias presentes en la saliva a bacterias ya
adheridas al diente. Este fendomeno se ha estudiado in vitro permitiendo
interactuar a dos o mas cepas de distintas especies, con el resultado de
agrupamiento de los dos tipos celulares. Esto puede ocurrir entre dos especies
en solucién (coagregacion) o entre una bacteria en solucion que se adhiere a
otra ya adherida (coadhesion) (fig. 2)."

Muchos estudios sobre la microbiologia bucal se han centrado en
determinar la organizacién espacial y el desarrollo de la placa, examinando la
sucesion de microorganismos durante el crecimiento de la biopelicula.
Diversas y excelentes revisiones han analizado la estructura y la composicion
de las comunidades bucales. Esta claro que la placa no es simplemente una
capa de sarro que contienen microorganismos, sobre la superficie del diente,
sino que representa una comunidad microbiana estructurada,

interdependiente.® 10. 11,12
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Aunque el desarrollo de la placa bacteriana sobre la superficie dentaria
es compleja y depende de factores tanto espaciales como temporales, puede
ser descrita en tres pasos distintos:

Formacion de una “pelicula” (pellicle) condicionante sobre el esmalte dentario.
Adherencia de bacterias —célula a pelicula o célula a superficie- (colonizadores
primarios).

Interacciones de célula a célula entre los colonizadores medios y tardios, y
entre éstos y los colonizadores primarios. 1314

Las investigaciones de histomorfologia microscopia electronica, cultivo
y biologia molecular de la placa dental han aportado importante informacién
sobre la composicion microbiolégica de la placa en la salud y en diversos
estados patoldgicos. Ahora se estima que mas de 700 especies tienen el
potencial de habitar la cavidad oral humana. Debe hacerse notar que estudios
recientes en que se usaron métodos moleculares independientes de cultivo se
sugiere que muchos de los tipos genéticos no son cultivables.’

Este enfoque también ha sugerido que en la patogenia de las
enfermedades bucales podrian intervenir bacterias hasta ahora no
reconocidas como patégenos del ser humano. Por ejemplo, algunos miembros
del grupo TM7, una division descrita hace poco de las bacterias conocidas s6lo
a partir de estudios de secuencias de DNA ribosémico de 16S en el ambiente,
se han identificado como miembros prominentes de la placa dental subgingival.
Este fenotipo se encontré originalmente en sistemas de tratamiento de aguas
residuales de sedimento. Tales observaciones sugieren que muchos de los
experimentos previos en que solo se identificaron bacterias cultivables
relacionadas con la salud y con estados patoldgicos pudieran no haber dado
un cuadro preciso de la diversidad microbiana relacionada con esos estados
clinicos.?

Los colonizadores iniciales o tempranos de la placa son especies
comensales como estreptococos (Streptococcus sanguis, Streptococcus

gordonii y Streptococcus oralis) y actinomycetos. La salud bucal comienza a

12



deteriorarse conforme la placa es colonizada por otras especies. La placa
relacionada con gingivitis es un tanto mas gruesa que la formada en sitios
sanos normales. Las bacterias en capas mas profundas a menudo tienen
aspecto lisado ("fantasmas”™). Son comunes los depdsitos mineralizados dentro
de la placa dentobacteriana (que con el tiempo se convierten en calculos). Las
mayores proporciones de bacterias filamentosas y Gramnegativas (p. €j.
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Selenomonas sputigena,
Campylobacter sputorum y Haemophilus parainfluenzae) residen en la placa

dentobacteriana.’
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Fig. 2. Modelo espacio temporal de colonizacion bacteriana bucal; se muestra el
reconocimiento de los receptores de la pelicula salival por las primeras bacterias
colonizadoras y coagregaciones entre los colonizadores iniciales, fusobacterias y
colonizadores tardios de la superficie dentaria.”

Se sabe que cada coagregacion representada se produce de un modo emparejado. Se
propone que estas interacciones, en conjunto, representan el desarrollo de la placa
bacteriana. Comenzando desde abajo, los colonizadores primarios se unen a través de las
adhesinas (lineas de color negro con el extremo redondo) a los receptores salivales
complementarios (columnas verticales de color azul verdoso con la parte superior
redonda) en la pelicula adquirida, recubriendo la superficie dentaria. Los colonizadores
secundarios se unen a las bacterias previamente unidas. La union secuencial produce la
aparicion de nuevas superficies nacientes que conectan con la siguiente célula pareja de
coagregacion. Los diferentes tipos de coagregacion se muestran como conjuntos
complementarios de simbolos de diferentes formas. Socransky SS, Haffajee AD.
Periodontal Microbial ecology. Periodontol 2000 2007: 17: 63.
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1.2 Microbiologia en la salud periodontal.

La recuperacion de microorganismos de sitios periodontalmente sanos es
minima, en comparacion con la de los sitios enfermos. Las bacterias
relacionadas con la salud periodontal son, sobre todo especies facultativas
Grampositivas y miembros de los géneros Streptococcus y Actinomyces (p. €j.
S. sanguinis, Streptococcus mitis, Actinomyces viscosus, Actinomyces
naeslundii). También se encuentran pequefas proporciones de especies
Gramnegativas, con mas frecuencia P. intermedia, F. nucleatum 'y
Capnocytophaga, especies de Neisseria 'y Veillonella. Estudios microscopicos

indican la presencia de pocas espiroquetas y bastoncillos moviles."

Se ha propuesto que ciertas especies bacterianas son protectoras o
benéficas para el huésped, incluidas S. sanguinis, Veillonella parvula y
Campylobacter ochraceus. Por lo general se encuentran en cantidades
elevadas en sitios periodontales que no muestran pérdida de insercion (sitios
inactivos), pero en cantidades bajas en sitios donde hay destruccion
periodontal activa. Tal vez estas especies evitan la colonizacion y proliferaciéon
de microorganismos patogénicos. Como ya se menciond, un mecanismo para
lo anterior, es la producciéon de H202 de S. sanguinis; se sabe que el H202 es
letal para las células de A. actinomycetemcomitans. Estudios clinicos han
mostrado que los sitios con niveles elevados de C. ochraceus y S. sanguinis
se relacionan con una mayor ganancia de insercion después de la terapia, lo

que apoya mas este concepto.?

Segun se muestra en la figura 3, algunas especies tales como los miembros
de los géneros Gemella, Granulicatella, Streptococcus y Veillonella son

comunes en todas las zonas de la cavidad oral.”
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En la mayoria de los microorganismos de salud periodontal existe una
capacidad simbiodtica de mantener relaciones con el huésped, que se basan

en beneficios mutuos.'®
Los microorganismos que estan presentes en la cavidad oral sana incluyen;

Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Treponema, Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium,
Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus,

Staphylococcus y Propionibacterium.®

Estas bacterias contribuyen a una salud periodontal probablemente siguiendo
mecanismos, ocupando nichos pasivamente, evitando de este modo colonizar

a los agentes patogenos:
Previenen el crecimiento de patdgenos.
Previenen a los patégenos de producir factores de virulencia.

Degradan factores de virulencia producidas por patégenos.’

16



Fig. 3. Especies predominantes en la cavidad bucal y su asociacion con zonas especificas.
La distribucion de especies bacterianas en las zonas bucales de los individuos esta indicada
en las columnas de cuadros a la derecha del arbol. Socransky SS, Haffajee AD. Periodontal
Microbial ecology. Periodontol 2000 2007: 17: 84.

1.3 Microbiologia en la enfermedad periodontal.

Algunos microorganismos han sido identificados recientemente como

patdgenos periodontales.'®
Postulados de Socransky:

Las enfermedades periodontales no son causadas por un solo organismo, la
piedra angular de los postulados de Koch. En efecto, estas entidades de la

enfermedad son el resultado de infecciones mixtas.'®

17



Es mejor identificar bacterias periodontopatdgenas, los postulados de
Koch fueron reemplazados con los postulados de Socransky (1992), estos

incluyen el seguimiento:

1) El microorganismo debe estar presente en una proporcién elevada en sitios

activos de la enfermedad.

2) La eliminacién del microorganismo se asocia con la remisién de la

enfermedad.

3) Los microorganismos poseen factores de virulencia para iniciar y agravar la

enfermedad.
4) La respuesta inmune celular o humoral debe ser indicativa de enfermedad.

5) La implantacién experimental del microorganismo dentro del surco gingival
de un animal de experimentacién debe inducir la enfermedad, inflamacion,

dafo en el tejido conectivo y pérdida osea.

6) Después del tratamiento se debe eliminar el patégeno putativo de la lesion

periodontal.

Patogenos implicados en el desajuste periodontal:

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Tannerella forsythia

Eikenella corrodens

Fusobacterium nucleatum

Peptostreptococcus micros

Porphyromonas gingivalis
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Prevotella intermedia

Campylobacter rectus

Selenomas sp

Eubacterium sp

Espiroquetas

1.4 Complejos microbianos subgingivales.

Un punto de referencia en el estudio realizado por Socransky et al
(1998), examin6 acerca de 13000 muestras de placa subgingival de 185
sujetos adultos y utilizé el método de hibridacién DNA y técnicas para ordenar
las comunidades para demostrar la presencia de grupos especificos de

microbios dentro de la placa dental (ver fig. 4)."°

La presencia y niveles de 40 taxas subgingivales estan determinadas en las
muestras de placa, utilizando sondas de DNA gendmico y la hibridaciéon DNA-
DNA (checkerboard).'®

1er complejo (rojo): Bacteroides forsythus (Tannerella forsythia),

Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola.

2do complejo (naranja): Eubacterium nodatum, C. rectus, Campylobacter
showae, Streptococcus constellatus, Campylobacter gracilis, F. nucleatum,
Fusobacterium polymorphum, Porphyromona intermedia, Porphyromona

micros, Porphyromona nigrescens.

3er complejo (amarillo): S. mitis, S. oralis, S. sanguinis, S. gordonii,

Streptococcus intermedius.
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4to complejo (verde): Campylobacter gingivalis, Campylobacter sputigena, C.
ochracea, Campylobacter concisus, E. corrodens, A. actinomycetemcomitans

serotipo a.
5to complejo (morado): V. parvula, Actinomyces odontolyticus.

6to Complejo (azul): A. actinomycetemcomitans serotipo b, Selenomonas
noxia y A. naeslundii (A. viscosus) tienen poca relacion con los 5 complejos

principales.

Fuera de estos grupos las especies de Actinomyces del complejo amarillo,
verde y morado son colonizadores tempranos de la superficie dental, cuyo
crecimiento usualmente precede a la multiplicacion de los predominantes

complejos Gram negativos, rojo y naranja.®

Los complejos rojo y naranja se componen de la especie que se cree es el

mayor agente etioldgico en la enfermedad periodontal.’®
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Fig. 4. Complejos microbianos subgingivales. Amarillo: especies

de Streptococcus orales, con capacidad para coagregar entre especies del mismo
género. Parpura: Actinomyces odontolyticus 'y Veillonella parvula (Gnico gram-negativo y
anaerobio entre los colonizadores primarios). Azul: todas las especies

de Actinomyces excepto A. viscosus. Verde: bacilos gram-negativos anaerobios
facultativos. Naranja: complejo puente. Primeros colonizadores secundarios. Todos
anaerobios y mayormente gram-negativos (excepto Streptococcus constellatus,
Peptostreptococcus micros y Eubacterium nodatum, que son gram-positivos). Inicia la
etapa de remodelacion de la placa supragingival. Rojo: anaerobios mas fuertemente
asociados con periodontitis. Periobasics.com

1.5 Asociacidon bacteriana con la salud y con la enfermedad.

La etiologia bacteriana de las enfermedades periodontales ha sido

recientemente revisada en detalle.’”

El centro de este trabajo ha sido definir la amplitud de la diversidad en

la bolsa periodontal y otras zonas en la cavidad bucal, principalmente sobre la
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base de los analisis de secuencia del ARNr 16S. Estos estudios, incluso los
proyectos de secuenciacion a gran escala, estdn comenzando a mostrar las

asociaciones de especies especificas con la salud y con la enfermedad.”

Paster et al. identificaron varios agentes patdgenos putativos, ademas
de las especies mas clasicas, como P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia,
que estan consideradas como las bacterias mas relacionadas con la
periodontitis. En estudios posteriores, basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa, Kumar et al. demostraron que muchas de estas especies,
incluidas aquellas que todavia no han podido cultivarse in vitro, estaban

especificamente asociadas con la salud o con la enfermedad.56.7.16.17

No obstante, para establecer de un modo mas definitivo las
asociaciones bacterianas con los estados de salud y de enfermedad bucal,
deben determinarse los perfiles de grandes cantidades de muestras clinicas.
Entre las técnicas adecuadas para los estudios clinicos a gran escala se
incluyen los ensayos de hibridacién en damero o los analisis de micromatrices
de DNA. Las sondas de DNA basadas en el ARNr 16S han sido disefiadas y
validadas para mas de 200 especies cultivables y no cultivables, utilizando la
hibridacion en damero de captacion inversa. Para examinar simultaneamente
la diversidad bucal esencialmente completa en una sola hibridaciéon, hemos
cambiado recientemente de la hibridacién en damero sobre membranas de
nylon a la hibridacion en micromatrices sobre portaobjetos de cristal,
denominada micromatriz de identificacién de microbios bucales humanos
(HOMIM, Human oral Microbe Identification Microarray). Brevemente, las
sondas oligonucledtidos basadas en el ARNr 16S se sujetan de forma
covalente a un portaobjetos recubierto de aldehido a través de enlaces amida.
Los genes de ARNr 16S son multiplicados por reaccién en cadena de la
polimerasa del DNA aislado de los cultivos bacterianos o muestras clinicas.
Los productos multiplicados se marcan con un colorante fluorescente durante

la reaccion en cadena de la polimerasa. Cuando el DNA bacteriano marcado
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hibrida a una mancha especifica de una especie sobre el portaobjetos, esto
proporciona una sefal fluorescente que puede ser leida con un escaner laser.
En la actualidad, el método HOMIM permite la identificaciéon de 200 especies

predominantes cultivables y no cultivables.18.19.20.21

2. Periodontograma para el diagnéstico periodontal.

2.1 indice periodontal de Russel forma OMS revisado (IP- R).

En el IP-R solo se registra el valor asignado al diente mas gravemente

afectado de cada individuo examinado.??

La clasificacién del estado periodontal se realiza siguiendo los criterios de

Russell.

Con este indice se puede determinar rapidamente tanto la prevalencia como

la gravedad de las periodontopatias de una poblacion.

La calificacion de 8 se asigna cuando se observa algun diente que posee

movilidad, migracion patoldgica y perdida de la funcién:

El valor 6 se aplica cuando la mayor gravedad esta dada por la presencia de

alguna bolsa periodontal.

Se registra la calificacion 2 cuando el signo mas grave que se encuentre es la
inflamacion gingival y rodea completamente algun diente, sin embargo, cuando

esa inflamacion no rodea completamente al diente, la calificacion es 1.

Si no existen signos de inflamacién periodontal marcamos 0 para ese individuo.

23



2.2 indice de Necesidad de Tratamiento Periodontal Comunitario,
INTCP.

Conocido por sus siglas en inglés (COMMUNITY PERIODONTAL
INDEX OF TREATMENT NEEDS: CPITN), y también como indice Periodontal

de la Comunidad (IPC) como aparece en el Manual de Encuestas de la OMS.?2

Fue desarrollado por un grupo de trabajo a peticion de la FDI/OMS, en
1979, como método de encuesta para investigar condiciones periodontales.
Finalmente fue analizado y descrito en 1982 por Ainamo y colaboradores. Para
su realizacion se disefid la Sonda de la OMS, la cual tiene como caracteristicas
de poco peso, con una punta esférica de 0.5 mm, con una banda negra de 2
mm, ubicada entre los 3.5-5.5 mm, y anillos a 8.5 y 11.5 mm de la punta

esférica.??

Sus ventajas son simplicidad, rapidez en el examen y uniformidad
internacional. Registra las condiciones periodontales mas comunes vy
tratables: sangrado e inflamacion gingival, bolsa periodontal y calculos.

Permite conocer las necesidades de tratamiento en las poblaciones.??

Divide la boca en seis sextantes definidos por los dientes:

17-14 13-23 24-27

37-34 33-43 44-47

Un sextante solo se debe examinar si hay dos o mas dientes presentes que

no estan indicados para extraccion.
Los dientes que se consideran para la obtencion del indice son:

En los adultos de 20 afos o mas:
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17 16 11 26 27

47 46 31 36 37

Los molares se examinan en pares, y solo se registra una calificacion (la mas

altas) solo se registra una calificacion para cada sextante.

Los dos molares en cada sextante posterior se aparean para la anotacion v,
de faltar uno, no se realiza una sustitucion. Si no existe en el sextante los
dientes indices que ameriten el examen, se examinan el resto de los dientes
presentes en ese sextante y se anota la puntuacion mas alta como la

correspondiente al sextante.

En el caso de las personas menores de 20 afios, s6lo se examinan seis dientes

indices:
16 11 26

46 31 36

Esta modificacién se realiza a fin de evitar la puntuacién de alteraciones
asociadas al proceso de exfoliacidn y erupcion dentaria. Los segundos
molares tienen alta frecuencias de falsas bolsas (no inflamatorias, asociadas

a falsas bolsas).

Por este mismo motivo, cuando se examinan nifios menores de 15 afios no se
deben anotar las bolsas, o0 sea, sélo se recoge lo referente a sangramiento y

calculos.
Los criterios que se tienen en cuenta son:

PUNTAJE CRITERIOS
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Caddigo 0. Tejido sano

Si no hallan necesidades de
tratamiento (bolsas, calculos,

sangrado).

Caddigo 1. Sangrado observado

durante o después del sondaje.

Nota: Si no se observan bolsas
patologicas o calculos pero aparece
sangrado después del sondaje
suave, se registra el codigo 1 para

el sextante.

Caddigo 2. Calculos u otros factores
retentivos de la placa tales como
coronas mal adaptadas o bordes

deficientes de obturaciones.

Nota. Si no hay profundidad de
bolsas que lleguen o pasen al area
coloreada de la sonda INTPC pero

es detectado calculo supra o
subgingival u otros factores
retentivos de placa, se asigna el

codigo 2.

Cddigo 3. Bolsas patologicas de 4 6
5, o sea cuando el margen gingival
se encuentra en el area negra de la

sonda.

Nota: si la bolsa mas profunda
encontrada en el diente o dientes
designados en un sextante es de 4
0 5 mm se registra el cédigo 3, no
hay necesidad para examinar

calculos o sangrado gingival.

Caddigo 4. Bolsa patoldgica de 6 mm
0 mas, no esta visible el area negra
de la sonda INTPC.

Cddigo X. Cuando solamente hay
un diente presente o ninguno en un
sextante (se excluyen los 3ros
molares al menos que estos
funcionen en lugar de los segundos

molares).
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A partir de los valores obtenidos se sacan los porcentajes y los promedios de
sanos y afectados en la poblacién para cada una de las condiciones o criterios.
Algunos investigadores no recomiendan la obtencion de promedios pues
refieren que se pierde informacidn necesaria para la planificacion de

tratamientos, lo cual es uno de los objetivos de su aplicacion.
Aclaracion:
Bolsas Falsas

En los pacientes menores de 20 afos de edad, se omiten los 2dos molares
como dientes indices para disminuir el riesgo de registrar bolsas falsas, o sea
de origen no-inflamatorio, pueden medir 6 6 mas mm Yy registrarse
erroneamente como una indicacion de necesidad de tratamiento como codigo
4.

También en los niflos menores de 15 afos, dada la presencia de dientes recién
brotados, el examen de los 6 dientes indices debera incluir solamente las
calificaciones para el sangramiento y el calculo. Pueden presentarse también

falsas bolsas en la zona retromolar de los sujetos adultos.??
Dientes excluidos:

Se excluyen de las calificaciones del INTPC los dientes indices (o sustitutos),

cuando exista la decisién de extraerlos por cualquier causa.
Sustitucion de dientes indices perdidos o excluidos.
Reglas que debe aplicar:

1. Recuerde que deben estar presentes dos o mas dientes en funciones en un

sextante para que este pueda ser calificado.

2. Si en un sextante posterior, uno de los dos dientes indices no se encuentra
presente o tiene que ser excluido, el registro se basara en el examen del diente

indice remanente.
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3. Si ambos dientes indices de un sextante posterior estan ausentes o
excluidos del examen, sera necesario examinar todos los dientes remanentes

en el sextante y asignarle la calificacion mas alta encontrada.

4. En los sextantes anteriores, si el diente 11 es excluido, sustituyase por el
21, si el 21 esta excluido sera necesario determinar la calificacion peor en los
dientes remanentes. De manera similar, sustitiyase por el diente 41 si falta el
31.

5. En los sujetos menores de 20 afios, si falta el 1er molar o tiene que ser

excluido, se examinara el premolar adyacente mas cercano.

6. Si faltan todos los dientes de un sextante o solo queda un diente en funcién,

se registrara el sextante como perdido.

7. Un solo diente en un sextante se considerara como diente perteneciente al
sextante adyacente y sujeto a las reglas para ese sextante. Si el diente que se
encuentra solo es un diente indice se registrara la peor calificacién de dientes

indices.

Los criterios que se tienen en cuenta para el establecimiento de los

tratamientos a partir de las necesidades determinadas son:

NTO: Un registro del cddigo 0 (sano) o X
(perdido) para todos los seis
sextantes indica que no hay

necesidad de tratamiento.

NT1: Un cédigo de 1 6 mayor indica la
necesidad de mejorar la higiene

bucal personal de ese individuo.

NT2: a) Un cddigo de 2 indica la
necesidad de una profilaxis

de los dientes y remocion

28



de factores retentivos de la
placa. Ademas el paciente
necesita instruccién de la
higiene bucal.
b) Bolsas leves o0 moderadas
(4 6 5 cddigo 3). La higiene
bucal y el detartraje

reduciran la inflamacion y la
profundidad de las bolsas,
haciéndose el alisamiento

radicular.

NT3: Un sextante calificado de 4 ( bolsas
de 6 6 mas mm ) puede ser no
tratado exitosamente por medio del
detartraje profundo y medidas
eficiente de higiene bucal, por lo
que se asigna el codigo 4 como
“ tratamiento complejo “ el cual
puede resolver el detartraje
profundo, el aislamiento radicular y
tratamiento quirdrgico mas

complejo.

Para realizar el INTPC se recomienda una muestra minima de 25 a 30
personas como unidad de muestreo basica en cualquier sitio de examen y para

cada grupo de edades.??

3. Métodos fenotipicos para el diagnostico microbiolégico.

Es bien conocido que las bacterias son esenciales para el desarrollo de la

periodontitis, aunque sbélo un pequefio numero de estas, estara relacionada
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con la etiologia y progresion de la infeccidn periodontal. El problema radica en
que en el caso de la enfermedad periodontal no esta demostrado una relacion
directa causa — efecto entre bacterias especificas y enfermedad periodontal;
es decir, las bacterias son importantes, pero insuficientes para el desarrollo
de la enfermedad periodontal, ya que en este proceso influyen otros factores
que son los llamados factores modificadores de la enfermedad, los cuales
podemos agruparlos en genéticos, ambientales y sistémicos y que pueden
afectar tanto a la edad de comienzo de la enfermedad como al patron de
destruccion, tasa de progresidon, respuesta al tratamiento, frecuencia y
gravedad de la recurrencia. Asi pues, el hecho de utilizar métodos de
diagndstico microbioldgicos no indica que al analizar bacterias periodontales
estemos necesariamente analizando enfermedad periodontal, ya que existen
bacterias periodontales presentes en bolsas sin que por ello exista una
pérdida de insercidon o pérdida ésea. De todas formas, si existe evidencia
suficiente, demostrando que la presencia de ciertas bacterias periodontales
aumenta el riesgo de una posible pérdida de insercion. Bacterias como P.
gingivalis o T. forsythia aumentan el riesgo relativo de pérdida de insercion en
un valor de 1,59y 2,45, respectivamente.?32425

Asi pues, aun teniendo en cuenta la importancia que posee en la etiologia
de la enfermedad los factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales, las
bacterias son necesarias para que el proceso de inflamacién se inicie y se
perpetue, por lo que su identificacidon se hace necesaria para definir la

etiologia e instaurar el tratamiento adecuado.?®
3.1 Cultivo de bacterias orales.
Los diversos habitantes bacterianos de la cavidad oral tienen un amplio

espectro de necesidades fisicas y quimicas, no todas las bacterias son
cultivables (fig. 5). Para cultivar con éxito bacterias en el laboratorio, las
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condiciones de cultivo deben ajustarse para satisfacer estos variados
requerimientos.

El esquema general para el cultivo de bacterias orales (fig. 6) es colectar una
muestra y colocarla de inmediato en un medio para transporte. Después se le
lleva al laboratorio para su procesamiento. Las bacterias tienden a agruparse
entre si, de modo que suele dispersarseles por agitacion o vortex (agitador
mecanico) antes de sembrarlas en cajas de Petri. Hay muchas mas bacterias
en una muestra oral de las que pueden cultivarse en una sola placa, de modo
que suelen realizarse diluciones en serie antes de sembrar a fin de obtener
colonias bien delimitadas en lugar de una masa solida de bacterias. El habitat
natural de las especies orales es de alrededor de 37° C, por lo que las
bacterias orales suelen cultivarse en incubadoras. Una vez que se obtienen
colonias de bacterias a partir de una muestra clinica, pueden aislarse para

reproducirlas en cultivos puros tomando una colonia y subcultivandola.?®
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Fig. 5. Arbol filogenético de las especies predominantes cultivables y
todavia no cultivables de la bolsa periodontal. La barra marcada
representa un 5% de diferencia en secuencias nucleétidas.
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Fig. 6. Proceso para identificacion y clasificacion de bacterias por cultivo.
Las muestras se colectan y colocan de inmediato en un medio para
transporte. Las bacterias se dispersan por agitacion o sindicacién antes de
sembrarlas en cajas de Petri. En una muestra oral hay muchas mas
bacterias de las que pueden cultivarse en una placa, de modo que por lo
general se realizan diluciones en serie antes de sembrar, a fin de obtener
colonias bien definidas en lugar de una masa sélida de bacterias. Los
microorganismos pueden aislarse para obtener cultivos puros tomando
una colonia y subcultivandola. Las bacterias se caracterizan y clasifican
mediante pruebas bioquimicas y de otros tipos. Richard JL, George NH,
Howard FJ. Microbiologia e inmunologia oral. Ed Manual Moderno ASM
Press, American Society, México 2015: 1: 89.
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3.1.1 Medios de cultivo.

El cultivo en medios no selectivos de amplio espectro como el agar
sangre permite el desarrollo de muchas especies orales. Una muestra oral
suele producir una impresionante gama de morfologias coloniales. Puede ser
dificil separar especies individuales de la mezcla, y es posible que las especies
que constituyen sélo un pequefo porcentaje del total de bacterias ni siquiera
se vean. Los medios selectivos con ingredientes que inhiben la proliferacion
de todas salvo unas pocas especies pueden ser muy utiles para aislar
especies individuales. Por ejemplo, el agar para Mitis salivarius mas el
antibidtico bacitracina (agar MSB) es altamente selectivo para estreptococos
del grupo mutans. Con frecuencia es necesario el uso de medios selectivos
para favorecer la recuperaciéon con fines de deteccion de bacterias, como
Bacteroides, que estan presentes en bajas concentraciones.?’

Algunas bacterias tienen requerimientos especificos de nutrimentos y
puede ser dificil cultivarlas a menos que esos requerimientos se determinen y
los medios de cultivo se complementen con ellos. T. forsythia, un
microorganismo fuertemente relacionado con periodontitis, tiene el
requerimiento metabdlico de acido N-acetilmuramico, un componente de la
pared celular que la mayoria del resto de las bacterias sintetizan. No fue sino
hasta que se reconocidé este requerimiento cuando fue posible aislar T.
forsythia en cultivo. Los requerimientos nutricionales especificos de muchas
especies han eludido hasta ahora a los microbidlogos orales; con base en
datos de clonacién y secuenciacién del gen 16S, menos de la mitad de las

bacterias orales conocidas se han cultivado.26

3.2 Microscopia de inmunofluorescencia.

Se trata de una prueba consistente en tomar una muestra de placa

subgingival e incubarla con anticuerpos monoclonales, suero anti IgG y
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fluoresceina para la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, los cuales
se detectan como positivos 0 negativos para las bacterias estudiadas
mediante microscopia y un fluorbmetro, cuantificando las  especies
individuales, consiguiendo niveles de deteccion bacteriana de 1043031

Mediante estas técnicas se ha estudiado la asociacion entre bacterias
como P.gingivalis y Bacillus forsythusy su relacién con la profundidad de bolsa.
Uno de los mayores problemas de esta técnica son las reacciones cruzadas
entre bacterias especificas con bacterias no cultivables de las bolsas
periodontales o con bacterias no orales.3?

Inmunofluorescencia directa (IFD). Usa un anticuerpo marcado con
isotiocianato de fluoresceina, que permite la identificacion de antigenos
bacterianos o virales en las muestras clinicas. Se usa en la deteccién de virus
respiratorios (influenza, parainfluenza, adenovirus, virus sincicial respiratorio),
virus herpes, sarampion y parotiditis, asi como en bacterias como Bordetella
pertussis, Rickettsia rickettsia y Chlamydia trachomatis. Es una técnica muy
sensible, que requiere de sueros de muy buena calidad y de personal
adiestrado.®?

Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Usa el suero del paciente para
investigar anticuerpos. Este suero es incubado en presencia de un antigeno
especifico. Para la visualizaciéon del completo resultante, se utiliza un

anticuerpo antiglobulina humana, marcado con isotiocianato de fluoresceina.3?

4. Métodos inmunolégicos para el diagnéstico microbiolégico.

4.1 Inmunoensayo con fluorescencia de concentracion de particulas.

4.1.1 Con granulos de poliestireno.

Utiliza granulos de poliestireno como sustrato, recubiertos por

anticuerpos especificos y que reaccionan con la muestra de placa
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seleccionada. Mediante un fluorébmetro se detecta una senal fluorescente que

detecta el nimero relativo de bacterias presentes en la muestra.32

4.1.2 Con células bacterianas.

Una modificacion del método anterior consiste en usar células
bacterianas. Los granulos de poliestireno son sustituidos por células
bacterianas unidas a los diferentes anticuerpos monoclonales especificos
frente a los lipopolisacaridos de las especies periodontales en estudio. Esta
técnica presenta una sensibilidad del 97 —100% y una especificidad del 57 —
92% dependiendo de la especie en estudio y un limite de deteccion de 104 en

cultivos mixtos.34

4.2 Inmunoensayo de membranas.

Es un método disponible de forma comercial, Evalusite®, cuyo objetivo
es la deteccion en clinica de tres patégenos periodontales:
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia. La muestra del
paciente se enfrenta contra los anticuerpos especificos de estas 3 especies.
Los complejos antigeno - anticuerpos formados sobre la membrana de un
pocillo se detectan por adicibn de un segundo anticuerpo marcado
enzimaticamente, junto con un sustrato enzimatico coloreado. Los punteados
separados nos indican la presencia de las tres especies diferentes, mientras
que la intensidad del color indica el nimero relativo de bacterias.3%

El test nos indica resultados positivos o negativos y se puede realizar
en 10 minutos. El limite de deteccion para las tres especies varia entre 104 y

105 células bacterianas.36
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4.3 Marcadores de sangre periférica para patégenos periodontales.

Son técnicas que intentan detectar la respuesta que producen las
bacterias en el organismo. Tienen un valor tanto para implicar a ciertas
especies de patdogenos como para determinar clinicamente su estatus
infeccioso. Mediante estas técnicas se detectan anticuerpos en suero frente a
A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, revelando fluctuaciones en los
niveles de anticuerpos en respuesta al tratamiento periodontal. Hoy en dia
parecen ser mas fiables otras técnicas microbiolégicas pero no se descarta la
posibilidad de poder identificar mediante pruebas serolégicas a individuos con

susceptibilidad a padecer algun tipo de enfermedad periodontal.36:37

5. Métodos genéticos para el diagnéstico microbiolégico.

5.1 Recuperacion de DNA bacteriano de muestras clinicas.

Para extraer el DNA de la célula bacteriana de moda que pueda
analizarse, la pared celular bacteriana debe lisarse sin dafiar el DNA. Hay
varios métodos para lisar las bacterias, los cuales pueden causar diferencias
relativas en rendimiento de diferentes microorganismos. Los métodos que
permiten una alta recuperacion de un grupo de bacterias pueden no tener
rendimientos similares de DNA de otros grupos. Existen varios estuches
comerciales o kits para aislar DNA bacteriano, que usan una variedad de
métodos a fin de lisar las células, aunque esos estuches a menudo estan
dirigidos a bacterias Gramnegativas. Una técnica comun consiste en usar
detergente y proteinasa k para lisar paredes celulares bacterianas. Esta
manera de abordaje del material genético por lo general lisa un amplio
espectro de bacterias, pero algunos datos sugieren que algunas bacterias
Gram positivas, como los estreptococos, son resistentes a este método.

Debido a ello, se usa principalmente para muestras subgingivales.?®
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En los ultimos afios se ha hecho mas popular el empleo del golpeteo
con perlas de cristal. Las bacterias se mezclan con una suspension de
diminutas cuentas de vidrio. Las perlas se proyectan a través de las bacterias
por vibracion en un aparato muy parecido a un triturador de amalgama. El
tiempo de la vibracion y la composicién de las perlas pueden variarse para
hacer el proceso mas o menos intenso. De este modo se lisan incluso las
bacterias mas resistentes. Sin embargo, debe tenerse cuidado de recuperar
las especies bacterianas mas fragiles, como las espiroquetas.?”

Por lo general, se evita centrifugar las bacterias, porque el DNA de las
bacterias lisadas se perdera. El golpeteo con cuentas se ha convertido en el
meétodo de eleccidn para aislar DNA de muestras supragingivales que es
probable que contengan altas concentraciones de estreptococos. Es de
esperar que sigan desarrollandose nuevos métodos en un esfuerzo por
obtener un perfil de DNA mas representativo de las complejas muestras
bacterianas orales.?’

La preparacion de DNA bacteriano para analisis molecular después de
lisis puede realizarse de varias maneras. El método mas simple consiste en
usar el lisado directamente en la PCR o en algun analisis alterno. Sin embargo,
el uso de preparados crudos puede ser problematico por lo que el DNA suele
purificarse (13,

Se dispone de estuches comerciales para el aislamiento de DNA de
pequefios volumenes de muestra, y se usan ampliamente. Muchos de ellos se
basan en la adhesion de DNA a silice (vidrio pulverizado) y la eliminacion de

impurezas por lavado.?®
5.2 Deteccién por PCR.
Cada método basado en DNA que no requiere cultivo utiliza la PCR en

algun punto durante el procedimiento. La amplificacion del DNA por PCR ha

permitido la deteccidon de bacterias presentes en muy bajas concentraciones,
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en teoria tan bajas como una sola célula bacteriana. La PCR también he hecho
posible realizar andlisis detallados extensos con muestras muy pequefias.?®
Uno de los métodos mas simples para identificar bacterias consiste en
usar cebadores especificos de una especie en una PCR. Esto permite la
amplificacion especifica del DNA de una especie objetivo incluso en presencia
de cientos de especies diferentes. Puede emplearse para detectar especies

cultivables y aun no cultivadas.?®

5.2.1 Cebador.

Con la disponibilidad de datos de secuencias de DNA para los genes
16S de miles de bacterias, es posible disefar cebadores especificos de
especie sin ningun trabajo de laboratorio y realizar una prueba virtual de su
especificidad. Primero, se descargan secuencias de especies estrechamente
emparentadas desde cualquiera de varias bases de datos disponibles y se
alinean, tras lo cual se identifican regiones que sean exclusivas de la especie
de interés. La secuencia candidata para la construccion del cebador puede
verificarse entonces contra la base completa de GenBank para confirmar su
unicidad. La probabilidad de que haya bacterias aun no descubiertas que
contengan la supuesta secuencia unica es cada dia mas pequena, debido a la
disponibilidad de mas secuencias del gen 16S de mas especies. Sin embargo,
aun es tedéricamente posible que especies desconocidas puedan experimentar

hibridacién cruzada con los cebadores elegidos.?®
5.2.2 Ensayo de PCR.
La presencia o ausencia de un producto de la PCR especifico de
especie en una muestra suele determinarse mediante electroforesis en gel de

agarosa (fig.7). También es posible la deteccion muy rapida para ensayos

clinicos con sistemas de PCR cuantitativos monitoreados en tiempo real que

39



detectan cuando durante la reaccion aparece un producto de amplificacion.
La PCR en tiempo real se describe con mas detalle en la siguiente seccion.
También es comun realizar ensayos de PCR basados en genes distintos del
16S que son exclusivos de una bacteria individual. Un ejemplo es el gen de la
leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, una bacteria relacionada con

formas localizadas de periodontitis agresiva.?’

La PCR es un método en extremo sensible y eficiente para identificar
bacterias orales. Una vez que se identifican y prueban cebadores unicos,
pueden analizarse grandes cantidades de muestras. Este es el método mas
rapido, simple y sensible para detectar la presencia de bacterias. Sin embargo,
este método no proporciona informacién cuantitativa. La PCR cuantitativa en
tiempo real, una adaptacién de la PCR en la que se usa tecnologia de
monitoreo especializada, permite la vigilancia de las concentraciones
bacterianas. Esta técnica solo puede monitorear una especie a la vez (a
excepcion del PCR Multiplex). Estos métodos dirigidos estan siendo
sustituidos con rapidez por métodos abiertos capaces de identificar cualquier

especie presente en la muestra.?®

Fig. 7. Cromatografia en gel de agarosa que muestran los resultados de PCR con
cebadores 16S ribosémicos especificos para Porphyromonas gingivalis en cinco
muestras clinicas y testigos positivos y negativos. En el carril A se muestran
marcadores de tamafio. Se detectd P. gingivalis en las muestras 2 y 5. Richard
JL, George NH, Howard FJ. Microbiologia e inmunologia oral. Ed Manual Moderno
ASM Press, American Society, México 2015: 1: 80.
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5.3 QPCR, PCR cuantitativa.

La PCR puede usarse para determinar si una muestra oral contiene una
especie bacteriana, pero normalmente no da informacién cuantitativa. Esto se
debe a que la cantidad final de producto en una PCR no depende de manera
directa de la cantidad de DNA objetivo en la muestra original. Sin embargo,
con la adicion de un colorante indicador fluorescente, es posible vigilar el
avance de la reaccion en tiempo real y obtener informacién cuantitativa. Un
meétodo de PCR cuantitativa de uso comun es el sistema TagMan (fig8). Para
el ensayo TagMan, ademas de los dos cebadores necesarios para la PCR se

agrega una sonda de oligonucleétido.?®

Esta sonda se une a la plantilla interna en los dos cebadores. La sonda
tiene dos colorantes fluorescentes unidos, un indicador en el extremo 5’y un
atenuador en el extremo 3°. Cuando la sonda esta intacta, debido a la
proximidad de los dos colorantes, la fluorescencia debida al indicador esta
atenuada. El sistema TagMan se basa en la actividad de 5'a 3" exonucleasa
de la DNA polimerasa Taq, la enzima usada en la PCR. Durante la fase de
extension de la PCR, la sonda que esta hibridada corriente abajo del cebador
se escinde en nucledtidos, liberando el colorante indicador del atenuador. La
sefal fluorescente resultante, que es proporcional a la cantidad de sintesis de
DNA, se mide con un fluorometro conectado al termociclador de la PCR. Las
muestras con cantidades desconocidas de bacterias pueden compararse con
una curva estandar para determinar la cantidad de secuencia que se tiene
como la secuencia blanco (target) presente en la muestra original (fig. 9). Los
termocicladores de PCR en tiempo real pueden medir la fluorescencia en 96

muestras de manera simultanea.?’

Una alternativa al método TagMan de PCR cuantitativa es usar un
colorante que solo emite fluorescencia cuando esta unido a DNA bicatenario,
como el verde SYBR (SYBER GREEN). Es posible medir la cantidad de
sintesis de nuevo DNA agregando este colorante se coloca con la mezcla de
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la PCR y vigilando la aparicion de la sefial fluorescente durante la PCR. Se
generan curvas estandares a partir de cantidades conocidas del DNA blanco
(target). Si bien el método del verde SYBR es mas facil de aplicar y menos
costoso que el método TagMan, es mas propenso a sefales espurias (ruido o
"artefacto") como resultado de la amplificacion de DNA extrafo. Por lo tanto el
método TagMan se usa mas a menudo para mezclas complejas de secuencias

de DNA similares, como las muestras orales.28

Fig. 8. Método TagMan para la PCR en tiempo real.
Richard JL, George NH, Howard FJ. Microbiologia e
inmunologia oral. Ed Manual Moderno ASM Press,
American Society, México 2015: 1: 80.
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Fig. 9. (A) Medicion por PCR en tiempo real de la fluorescencia en cinco diluciones
seriadas (en factores de 10) de DNA bacteriano. La fluorescencia se monitorea en
cada ciclo durante la PCR. El numero de ciclos requeridos para que la fluorescencia
alcance el nivel de umbral indicado por la linea de trazo discontinuo (ciclo umbral)
es proporcional a la cantidad de DNA en el estandar. Se detecta fluorescencia mas
temprano en las muestras con mas DNA.

(B) Curva estandar obtenida al graficar el numero de bacterias en los estandares
diluidos serialmente contra el ciclo umbral determinado en la parte A. Esta curva
estandar se usa para determinar la concentracion de DNA en las muestras. El ciclo
umbral para las muestras (circulos verdes) se ajusta a la linea y se usa para calcular
el numero de bacterias en la muestra (flechas verdes).

5.4 Ensayos de hibridacion de DNA.

Debido a la complejidad de la comunidad microbiana oral, para estudiar
la etiologia bacteriana de las infecciones orales es necesario identificar
muchas especies de bacterias de una sola muestra. El analisis en tablero de
ajedrez es un ensayo de hibridacion de DNA que se desarrollé para identificar

muchas especies bacterianas de una muestra al mismo tiempo.2®
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5.4.1 Analisis en tablero de ajedrez de todo el genoma.

Para este analisis se usan sondas de hibridacién especificas de especie
de todo el genoma. EI DNA de muestras bacterianas se une a membranas de
nylon en largas tiras. Sondas especificas de especie construidas a partir de
DNA de todo el genoma se etiquetan e hibridan en largas tiras a angulos rectos
con las muestras, lo cual crea un patron de tablero de ajedrez. Con este
meétodo es posible analizar 30 a 40 muestras para investigar la presencia de
30 a 40 especies al mismo tiempo. Con testigos que contengan cantidades

conocidas de DNA, esta técnica puede hacerse semicuantitativa.?®

Con este tipo de analisis en tablero de ajedrez s6lo pueden analizarse
especies cultivadas, dado que deben construirse sondas de DNA de todo el
genoma. Esta técnica también puede estar sujeta a reactividad cruzada con
especies estrechamente emparentadas con la especie blanco, debido a la
presencia de la sonda de secuencias que no son especificas de especie, a
pesar del cuidado ejercido al hacer sondas originales para minimizarla
reactividad cruzada. Con la técnica en tablero de ajedrez es posible generar
grandes cantidades de datos en un tiempo relativamente corto, lo cual permite
comparar multiples especies en estudios que implican tamafos muestras muy

grandes.?’28

5.4.2 Analisis en tabla de ajedrez.

En esta modificacidén de la técnica en tablero de ajedrez original, como
sondas de hibridacién se emplean oligonucleétidos homdlogos a genes 16s
ribosdbmicos en lugar de las sondas de todo el genoma (fig. 10). Debido a que
es la sonda y no la muestra, lo primero que se une a la membrana, este método
a veces se llama tablero de ajedrez de captura inversa. La PCR con cebadores
16S universales etiquetados se usa para amplificar y marcar muestras antes

de hibridacion. Este método tiene el potencial de ser mas especifico que el
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meétodo en tablero de ajedrez original. Sin embargo, puede ser dificil de
encontrar condiciones de hibridaciéon que funcionen bien para las muchas

sondas distintas usadas en el ensayo.?®

La técnica de captura inversa ofrece la ventaja de que pueden hacerse
sondas para especies que nunca se han cultivado siempre que se haya

determinado la secuencia del gen 16S.%’

Fig.10. Mancha de hibridaciéon en tablero de ajedrez con captura inversa. Se
aplicaron sondas en las filas (horizontales), y luego las muestras y estdndares se
hibridaron en las columnas (verticales). Cada punto de la mancha representa la
hibridacién de una sonda con una muestra. La intensidad del punto es proporcional
a la cantidad de DNA en la muestra. Las columnas sefaladas con flechas indican
una sonda de S. mutans que dio resultados positivos para la mayoria de las
muestras, y una sonda estreptocécica de multiples especies que dio un resultado
positivo para todas las muestras probadas. Becker MR, J Clin Microbiol. 2002, 40:
1001-1009

5.4.3 Hibridaciéon en microarreglos.

Las micromatrices son esencialmente una miniaturizacion del método
en tablero de ajedrez, lo que permitiria a los investigadores sondear
cantidades extremadamente grandes de especies al mismo tiempo. Los

microarreglos tienen el potencial de identificar cantidades casi ilimitadas de
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especies en muestras orales complejas. El objetivo ultimo es establecer
matrices que contengan sondas de cada especie presente en la cavidad oral.
Los microarreglos basadas en secuencias del gen 16S son limitados por la
cantidad y diversidad de secuencias en genes 16S lo cual sucede con los

mismos métodos de hibridacion anteriores.6
5.5 Clonacion del gen 16S ribosdémico y analisis de secuencias.

El método de clonacion del gen 16S y analisis de secuencias (fig. 11)
es una técnica molecular abierta que permite identificar cualquier bacteria
presente en una muestra, sin importar si puede cultivarse o se descubri6 antes.
Este método se basa en la amplificacién con PCR de DNA de una comunidad
con cebadores 16S universales que se hibridan con todas las bacterias. El
producto amplificado que contiene secuencias del gen 16S de todas las
bacterias presentes en la muestra, se liga a un plasmido (vector) de
Escherichia coli, y se transfectan células de E. coli con el plasmido. Cada
célula de E. coli transformada con éxito, ahora contiene el gen 16S de una
bacteria. Las células de E. colitransformadas se siembran en medios de cultivo.
El vector contiene un sistema de genes indicadores, de modo que las colonias
con integracion exitosa de un gen 16S bacteriano son blancas (y aquellas en
qgue no se insertd son azules). Se secuencia el DNA de las colonias de E. coli
con inserciones del DNA 16S bacteriano. Las secuencias se comparan con
secuencias del gen 16S en bases de datos publicas para la identificacion de
especies bacterianas. Las secuencias que no concuerdan con las
correspondientes en una base de datos publica pueden indicar el
descubrimiento de una nueva especie. El numero de bacterias que se han
encontrado en la cavidad oral casi se ha duplicado con los resultados de este
método. Es posible usar clonacion y secuenciaciéon del gen 16S como una
técnica cuantitativa si se emplean condiciones que mantienen la composicion

original de los genes 16S.28
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Pueden seleccionarse subgrupos de bacterias para clonacion y
secuenciacion usando un cebador o iniciador especifico de subgrupo antes de
la clonacion. Esto es analogo a usar un cebador o iniciador de subgrupo antes
de la clonacién. Esta técnica dirigida, ha sido util para identificar muchas de
las especies de Bacteroides spp. Y treponemas que estan presentes en bajas

concentraciones en la biopelicula subgingival.?”
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Fig. 11. Clonacion y secuenciacion de genes 16S bacterianos. Se aisla el DNA
de las muestras y se amplifica el gen 16S del r RNA de todas las bacterias
presentes en la muestra. Los fragmentos del gen 16S se ligan en un plasmido
(vector) de E. coli, y otras células de E. coli transformadas se siembran y se
cultivan. El vector contiene un sistema de genes indicadores, de modo que las
colonias con integracion exitosa del gen 16S bacteriano son blancas (las que
carecen de las inserciones son azules). El DNA de las colonias de E. coli con
inserciones de DNA del gen 16S bacteriano se secuencian para la
identificacién de especies bacterianas. Richard JL, George NH, Howard FJ.
Microbiologia e inmunologia oral. Ed Manual Moderno ASM Press, American
Society, México 2015: 1: 84.
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5.6 Secuenciacion de nueva generacion.

El término secuenciacién de nueva generacién se refiere a una familia
de nuevas tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento que en fechas
recientes han comenzado a aplicarse para caracterizar bacterias de muestras
orales. La version mas comun utiliza la tecnologia de secuenciacion Roche
454, también conocida como pirosecuenciacion.?®

En el proceso de la pirosecuenciacion, como en la clonacién del gen
16S, se aisla el DNA de todo el genoma de muestras orales y se realiza la
PCR con cebadores universales que amplifican genes 16S de todas las
especies. Sin embargo, los cebadores para pirosecuenciacion tienen dos
componentes adicionales no presentes en cebadores de clonacion.
Inmediatamente adyacente a la region complementaria al gen 16S hay una
secuencia “cddigo de barras” corta. Esta secuencia varia entre las distintas
versiones del cebador o iniciador que se usen en diferentes muestras. Por lo
tanto, pueden mezclarse multiples muestras y secuenciarse en un solo carril
del secuenciador. Después de que se generan los datos, la secuencia 16S a
la muestra apropiada. Durante la preparacion, se fijan moléculas individuales
de DNA a cuentas y se amplifican en la cuenta. Estas perlas se distribuyen en
una placa, de modo que toda la mezcla de DNA puede secuenciarse junta, lo
cual evita el proceso intensivo en mano de obra de clonar cada molécula por
separado. Cada cebador contiene ademas una secuencia adaptadora que se
usa durante el proceso 454. EI Human Microbioma Project
(http://www.hmpdacc.org) ha publicado secuencias 16S cebadoras y codigo
de barras adecuadas en internet. Hay cebadores del Human Microbiome
Project disponibles para dos regiones distintas de gen 16S.%7

En la actualidad, la secuenciacion 454 puede generar hasta un millén
de lecturas de secuencia en una corrida, con longitudes de lectura de 500 a

600 bases. Las mejorias estan incrementando tanto el numero de secuencias
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por corrida como la longitud de lectura. Por lo tanto, esta tecnologia permite
investigar poblaciones bacterianas a profundidad.?®

El gran numero de lecturas de secuencia generadas con el método 454
pueden procesarse mediante un ducto bioinformatico para identificar las
bacterias presentes en la muestra y la cantidad relativa de cada una. Los
conjuntos de datos deben filtrarse para eliminar secuencias erréneas y ruido o
interferencias. Los primeros estudios realizados antes de que se usaran de
manera sistematica estos filtros sobreestimaban mucho el nimero de especies
encontradas en cada muestra.?®

Aunque hasta ahora se han usado menos, otras tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento pueden emplearse para secuenciacion del
gen 16S y analisis de comunidades microbianas. Una es el sistema “lon
Torrent”, una tecnologia nueva que tiene algunas semejanzas con la
secuenciacion 454 y que esta desarrollandose con rapidez. Otra es el sistema
lllumina, que puede proporcionar cantidades muy altas de lecturas de

secuencia, pero con longitud de lectura un tanto mas corta-#’

5.7 Analisis de secuencias metagenémico.

Un metagenoma es la mezcla de todos los genomas presentes en una
poblacién de organismos. Los cientificos han demostrado, a través de
esfuerzos como la Global Ocean Sampling Expedition, que es posible obtener
indicios sobre poblaciones bacterianas (incluidos organismos no cultivados)
secuenciando y analizando metagenomas de modo muy parecido a como se
hace con los genomas de organismos individuales. Tales esfuerzos han
ayudado en gran medida, a la reduccién en costos en la secuenciacion de
nuevas generaciones.?®

El protocolo general para la secuenciacion metagendémica es similar al
de la secuenciacién de nueva generacion de genes 16S, excepto que se

preparan fragmentos al azar de DNA en vez de secuencias blanco del gen 16S.
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Esto suele implicar la ligadura de secuencias adaptadoras especificas al DNA
gendmico. En la actualidad el método preferido es la secuenciacion lllumina.
La versién actual permite decodificar miles de millones de bases por corrida,
con longitudes de extremos pareados de mas de 100 bases. Las secuencias
pueden leerse desde cada extremo, lo cual duplica la cantidad de lectura de
secuencia a partir de cada fragmento.?8

El analisis de los enormes conjuntos de datos obtenidos por
secuenciacion metagendmica puede realizarse por varios métodos. Uno es
analizar lecturas de secuencia directamente. Cada lectura se compara con
bases de datos de secuencias de DNA para identificar la funcién del gen que
contiene la secuencia. Comparar cada secuencia con datos de bases de
genomas completos permite identificar la fuente de cada fragmento. En la
actualidad hay disponibles cientos de secuencias de genomas completos de
bacterias orales, y continuamente se agregan mas. Las lecturas de secuencias
que codifican RNA ribosdmicos pueden identificarse y buscarse en bases de
datos de genes 16S para determinar el origen. Un andlisis del caracter
taxonémico de la muestra debe dar indicios sobre la poblacién, aunque la
resolucion puede ser menor que con métodos que producen lecturas mas

largas.?®

También es posible examinar las lecturas crudas en busca de su
potencial codificante. Dado que los genomas bacterianos tienden a estar muy
densamente empacados con genes que codifican proteinas, muchas de las
lecturas crudas provendran de regiones que codifican proteinas. Pueden
investigarse mediante un modulo del programa BLAST llamado BLASTXx. Este
modulo traduce interrogantes sobre acidos nucleicos en los seis marcos de
lectura, y busca semejanzas de secuencia en una base de datos de
secuencias proteinicas como Genbank nr. Este método puede encontrar

semejanzas que pudieran no ser evidentes al nivel de acidos nucleicos. Con
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este enfoque, es posible obtener no soélo informacion taxonémica sino también
informacion funcional acerca de las proteinas codificadas.?’

Si la secuenciacibn metagendmica se realiza con la suficiente
profundidad, quiza sea posible realizar ensamblaje de secuencias con las
lecturas de secuencia de nueva generacion. En este proceso se identifican
superposiciones entre lecturas (llamadas “contigs” en inglés o “contigo”) y se
usan para discernir la secuencia de fragmentos mas largos. Se han usado
extensamente algoritmos de ensamblaje de secuencias en todo el genoma de
organismos aislados. En algunos casos los mismos algoritmos se aplican a
metagenomas, aunque hay algunos problemas que pueden dificultar los
ensamblajes metagendmicos. Debido a estos problemas, en fechas recientes
se ha realizado mucha investigacidon sobre algoritmos de ensamblaje
especificos para metagenomas. Un ensamblaje exitoso de contigs largos
puede permitir el estudio de genes y operones completos y ayudar a la
identificacion taxonomica y funcional.?”

La cantidad de informacion de secuencias que puede generarse sigue
aumentando a ritmo acelerado. Esto esta cambiando el centro de interés hacia
meétodos de genoma completo que pueden definir mejor la especie e identificar
procesos metabdlicos que ocurren en determinadas condiciones. Informacion
de secuencias mas detallada permitira identificar al nivel de subespecie o cepa.
Esto hara posible determinar diferencias dentro de especies y la composiciéon
gendmica de poblaciones mixtas, mejorando la comprension del modo en que
diferentes bacterias trabajan juntas en una comunidad polimicrobiana para

establecer un ambiente saludable o causar enfermedad.?®
5.8 Gendmica unicelular.
Una manera mas de estudiar bacterias no cultivadas consiste en

realizar secuenciacién del genoma de células individuales. Esta técnica implica

aislar células bacterianas individuales y luego amplificar sus genomas
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mediante una técnica llamada amplificacion por desplazamiento multiple. El
genoma puede secuenciarse con técnicas similares a las usadas para
secuencias genomicas de cultivos puros. Es posible aislar células bacterianas
individuales con varias técnicas distintas. En algunos estudios se usd un
circuito integrado (chip) microfluidico especialmente disefiado para aislar
bacterias orales no cultivadas del filum TM7, pero en otros estudios se han
usado separacion por flujo o micromanipulacién para aislar células.?®

Las células de interés especial, como las de microorganismos hasta ahora
no caracterizados o las implicadas en patogenia, pueden identificarse
mediante hibridacién in situ, con anticuerpos especificos o después de una
amplificacién gendmica, por PCR y secuenciacion del gen 16S de rRNA.28

Como en la secuenciacion metagendmica, en genomas unicelulares es
posible usar algoritmos de ensamblaje de secuencias y programas disefhados
para organismos cultivados. El analisis de perfiles génicos da indicios sobre
las funciones metabdlicas de las especies poco estudiadas. La disponibilidad
de genomas de microorganismos no cultivados también ayudara al analisis de
datos metagendmicos. Ademas, la secuencia genomica puede ayudar a
identificar deficiencias metabdlicas que han hecho dificil el cultivo y por tanto

ayudar a disefiar condiciones para cultivar la bacteria con éxito.?®

6. Laboratorios de investigacion para el diagnéstico periodontal.

En los ultimos afos se ha realizado un esfuerzo considerable por
caracterizar el microbioma humano, incluido el Human Microbioma Project
patrocinado por los National Institutes of Health. Con este esfuerzo intensivo,
la cavidad oral es una de las regiones mas exhaustivamente caracterizadas
del cuerpo humano. El desarrollo de bases de datos de secuencias del gen
16S como CORE (www.microbiome.osu.edu) y el HOMD (www.homd.org) ha
permitido la identificacion precisa de bacterias a nivel de especie a partir de

informacion de la secuencia del gen 16S. En contraste, la falta de bases de
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datos para otras areas del cuerpo humano, ha hecho dificil analizar la
composicidn bacteriana mas alla del nivel de género bacteriano, puesto que
se sabe que especies del mismo género pueden tener muy distinto potencial

patdgeno o bioldgico de otros tipos.?8

6.1 Laboratorio de Genética Molecular (LGM) UNAM.

El Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Odontologia de
la Universidad Nacional Autonoma de México (LGM-FO-UNAM) fue fundado
en agosto de 1999. El equipo esta conformado por investigadores/profesores,
especialistas clinicos, alumnos desde el nivel de bachillerato hasta el de
doctorado, y técnicos de laboratorio, dedicados a la investigacion cientifica
clinica y basica, la docencia, y el suministro de servicios auxiliares clinicos, de
investigacién y de capacitacion, en los campos de microbiologia y genética
humana, relacionados principalmente con las enfermedades periodontales.3®

El LGM-FO-UNAM mantiene un sistema de gestiéon de la calidad
certificado desde 2006 por el Instituto Mexicano de Normalizacion y
Certificacion, A.C. (IMNC), de conformidad con las normas
ISO9001:2008 y NMX-CC-9001-IMNC-2008, parael suministro de los
servicios:

o Diagnéstico e Identificacion Microbioldgica
o Capacitacion en Investigacion Clinica Odontolégica

La certificacion forma parte del sistema de gestion de la calidad
del Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia (LIFO), que
incluye a los Laboratorios de Bioquimica, Biologia Periodontal y Tejidos
Mineralizados, Genética Molecular, Materiales Dentales y Patologia Bucal, y
tiene la funcién de elaborar productos y proporcionar servicios a la comunidad

odontoldgica nacional e internacional.
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Uno de los enfoques de investigacion principales es el descubrimiento
y evaluacion de variaciones genéticas —principalmente de tipo SNP, conocidas
también como polimorfismos de nucleétido unico— que pueden determinar
diferencias importantes entre los seres humanos en cuanto a su riesgo y
susceptibilidad a presentar enfermedades inflamatorias créonicas como la
diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad periodontal, asi como en cuanto a su
respuesta ante terapias y medicamentos especificos. Nuestro objetivo es
entender el papel que juegan tales variaciones en la presentacion de
enfermedades, para desarrollar herramientas utiles de diagndstico y
prondstico de riesgo genético, que contribuyan a mejorar el manejo de
pacientes siguiendo estrategias preventivas y terapéuticas dentro de la
tendencia actual del cuidado de la salud personalizado.3®

A la fecha, se han evaluado genéticamente a mas de 350 individuos
mexicanos para determinar la presencia de variaciones de tipo SNP y VNTR
(numero variable de repeticiones en tandem) en genes que codifican para
citocinas inflamatorias como IL-1a, IL-18, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF y
LTa, entre otras, analizando su distribucién general en mexicanos mestizos e
indigenas (mazahuas, otomis y huicholes), y sus posibles asociaciones con la
diabetes mellitus tipo 2, y las enfermedades periodontales cronica y agresiva.
El LGM ha contribuido a la base de datos publica dbSNP — Short Genetic
Variations del National Center for Biotechnology Information (NCBI), parte de
la informacion genética que ha generado sobre genotipos, frecuencias vy
ensayos de 8 variaciones de tipo SNP en un total de 277 individuos mexicanos
sistémicamente sanos; mestizos, mazahuas y huicholes; periodontalmente
sanos, y con enfermedad periodontal cronica y agresiva.38
Algunos de los proyectos vigentes son:

o Factores microbiolégicos y genéticos relacionados con las
enfermedades periodontales en México.
o Identificacién de perfiles genéticos polimérficos de citocinas

inflamatorias relacionados con la periodontitis crénica y agresiva.
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Evaluacion de perfiles genéticos polimérficos relacionados con la
diabetes mellitus tipo 2 en la poblacién mexicana.

Descripcidn de la composicion microbiolégica subgingival en diabetes
mellitus tipo 2 y periodontitis cronica.

Efectos clinicos y microbioldgicos de la administracion de probioticos
de Lactobacillus reuteri en enfermedad periodontal.

Descripcidn de la composicion microbioldgica de conductos radiculares
con necrosis pulpar sin lesion periapical.

Descripcidon de los perfiles microbianos en micro-implantes exitosos y
fallidos en sujetos mexicanos por medio de la técnica de checkerboard
para hibridaciones DNA-DNA.

56



C. DISCUSION.

Se han propuesto diversos métodos para utilizar las valoraciones de la
composicidon de la microbiota subgingival para guiar al tratamiento
periodontal. La técnica de Keyes (tratamiento periodontal modulado,
modificado), utiliza la microscopia de contraste de fase para determinar los
criterios de valoracion para la fase antiinfecciosa del tratamiento
periodontal. Entre estos criterios de valoracion se incluyo la reduccion en
la proporcion de espiroquetas y bacilos moviles en las muestras de placa
subgingival.3®

Otros métodos incluyeron los complementos diagndsticos en la consulta,
tales como la prueba de la benzoil-pL-arginina-2-naftilamida tripsinoide
(BANA) o la evaluacion de la presencia y las concentraciones relativas de
las especies escogidas como objetivo, asi como las determinaciones (por
parte de los laboratorios comerciales) de sensibilidad antibiética de las
muestras de placa bacteriana o cepas clinicas bucales.40:4142

Los laboratorios comerciales utilizaron las técnicas de cultivo, sondas
de DNA y PCR. Las pruebas diagnosticas fueron acogidas con gran
entusiasmo por muchos clinicos, pero finalmente este entusiasmo decayd,
debido a la percepcion de que los resultados de las pruebas
microbiolégicas tenian un escaso impacto sobre las decisiones
terapéuticas.

Deben cumplirse dos condiciones para justificar la necesidad de las
pruebas diagnosticas microbianas. La primera es que la composicidon de la
microbiota subgingival difiera suficientemente entre los individuos con
periodontitis, para justificar la determinacion de su composicion. La
segunda es que el conocimiento de la composicion microbiana pueda
afectar la eleccion de los tratamientos, de modo de aumentar las

probabilidades de una mejor evolucion clinica y microbiolégica.
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La primera condicion se cumple claramente, en cuanto a que la
microbiota subgingival difiere notablemente de un individuo a otro, aunque
pueden observarse patrones comunes para subgrupos de individuos.

La segunda condicion se cumple con menos claridad. Si bien los
laboratorios comerciales a menudo ofrecen una guia “informal”, basada en los
analisis microbianos de las muestras de placa subgingival, el valor de esta guia

no ha sido rigurosamente comprobado, cita el autor.43

El diagnostico microbiolégico de la enfermedad periodontal es una
valiosa herramienta en el tratamiento de la periodontitis, la composicion de la
flora subgingival y los niveles de especies patdgenas difieren entre individuos
asi como de un sitio a otro. El objetivo de las pruebas microbiolégicas debe ir
encaminado a desarrollar el tratamiento mas adecuado para el perfil
microbiano especifico del paciente. Las reducciones en el complejo patdogeno
del individuo seran de esta forma, mayores y mas faciles de mantener, lo que
llevara a una estabilidad clinica prolongada.?*

Creemos que las pruebas microbiolégicas deberian constituir una
importante herramienta en el tratamiento de las infecciones periodontales. La
composicién de la microbiota subgingival y las concentraciones de las
especies patogenas difieren de un individuo a otro, e incluso, de un sitio a otro.
También esta claro que ningun tratamiento Unico sera eficaz para todos los
individuos, y las directrices para un tratamiento adecuado deberian optimizar
los aspectos relacionados con el prondstico y la eficacia terapéutica.
Retrospectivamente, puede ser desafortunado que la capacidad del campo
para realizar pruebas diagndsticas microbioldgicas haya precedido, por
muchos afios, al conocimiento de como utilizar los datos resultantes de estas
pruebas para fundamentar las decisiones terapéuticas. Los estudios que
relacionan la naturaleza de la microbiota subgingival con la eleccion del
tratamiento se encuentra en sus fases iniciales. Lamentablemente, parece

existir una desgana por parte de las organizaciones de financiamiento para
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subvencionar estudios clinicos que aborden las relaciones entre el diagndstico
y el tratamiento.*3

Creo que es de suma importancia estar a la vanguardia en cuanto a
meétodos y nueva tecnologia, por tanto es importante que el odontélogo actual
tome en cuenta la posibilidad de emprender un camino hacia el conocimiento
de los métodos genéticos que se realizan hoy en dia.

Debemos realizar técnicas genéticas para el diagnodstico de la
enfermedad periodontal y todo lo que esto conlleva, por lo cual sera necesario
que el odontdlogo tenga el conocimiento necesario, conozca las diferencias
entre la microbiota oral en pacientes sanos y en pacientes enfermos
periodontalmente, para poder asi interpretar los resultados de cualquier
meétodo genético. Ya que, para que haya salud periodontal, no es necesario,
ni adecuado, eliminar todas las bacterias, debido a que algunas, son benéficas
para el individuo, se trata de mantener un equilibrio entre las bacterias en la

cavidad oral.
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D. CONCLUSIONES.

Debido a la complejidad de la microbiota subgingival encontrada en
sujetos mexicanos independientemente de su estado periodontal, es claro, que
necesitamos profundizar en el conocimiento y entendimiento del papel que
desempenfian las bacterias que forman la placa dentobacteriana.

Teniendo un panorama mas claro de la ecologia de esta microflora, podremos
ofrecer a los pacientes mexicanos, tratamientos basados en el conocimiento
de las caracteristicas microbiologicas propias de nuestra poblacién.

La aplicacion de métodos de laboratorio para la identificacion de
patdogenos periodontales, siempre en estrecha relacion con otros métodos
empleados para el diagnostico de la enfermedad periodontal, posibilita un
mejor manejo y seguimiento de los pacientes. Los continuos progresos en el
campo de la microbiologia periodontal y métodos de diagnostico por
laboratorio, permiten un mejor entendimiento de la compleja ecologia
microbiana que existe a nivel subgingival y ayuda a definir las interacciones

existentes entre las bacterias y el huésped con enfermedad periodontal activa.
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