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I INTRODUCCION

A.OBJETIVCS

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia, niveles
y proporcion de Actinobacilius actinomycefemcomitans en una poblacion

infantii mexicana periodontalments sana.

B. ANTECEDENTES RIBLIOGRAFICOS
1. ANTECEDENTES HisTORICOS

Actinobacillus actinomycetemcomifans fue el primero microorganismo
aislado de una lesién actinomicdtica cervicofacial, en 1812, inicialmente fue
clasificado como Bacterium actinomycetemcomitans. En 1921, el
microorganismo fue reclasificado como Bacferium comitans por Lieske y
finaimente designado Actinobacilius actinomycefemcomitans en 1929.

El nombre de actinomycetemcomitans fue designade por las
asociaciones frecuentemente reporiadas de la presencia del microorganismo
con especies del género Acfinomyces, especialmente en lesiones
actinomicoticas con Actinomyces israelii. {85).

En los anos 50s, se establecid la relacién entre la acumulacion de placa
y la enfermedad periodanial Con pocas excepcioneas, durante dicha década, se
comenzd a tomar en cuenta la hipdtesis que [a enfermedad periodontal era
causada por lz2 acumulacién de placa. Se pensaba que la composicidn de la

placa era similar de sujeio a sujeto y enire sitios en un mismeo sujeto. Se



pensaba también que la abundante acumulacidn de placa era causa de la
gingivitis y que la gingivitis evolucionaba posteriormente hasta periodontifis.

La introduccién del concepto de la placa como causa de la
enfermedad periodontal tomé fuerza desde [z deteccion de una espirogueta
especifica en lesiones de gingivitis ulceronecrozantes, y la demosiracidn de
la transmision de enfermedad periodontal en un modelo de hamster (85).

2. DEFINICION Y ESTRUCTURA DE LA PLACA DENTOBACTERIANA

i.a piaca dentobacteriana se define como la acumulacion microbiana
no mineralizada que se adhiere tenazmenie a las superficies de los dientes,
tejidos blandos, restaurationes y aparatos proiésicos en la cavidad bucal {36,
38, 40, 41).

La placa dentobacteriana es una estructura compleja formada por
grupos de especies bacterianas organizadas en una estructura denominada
biopelicula {8-12, 38, 68}. La formacién de la placa dentobacteriana esta
mediada por la capacidad de adhesidn {21, 22, 24} y coagregacion {37, 38,
40, 42-44) de las especies bacterianas que la colonizan, asi como por la
capacidad de adapiacion de los microorganismos para cambiar las
condiciones ambientales y crear equilibrios que promueven o inhiben su
supervivencia en el ecosistema.

Las primeras bacterias que colonizan Ia superiicie dental
generalmenie son bacilos y cacos Gram-positivos, principalmente miembros

de los géneros Strepfocaccus v Actinomyces que se adhieren a fa superficie



dental a través de un mecanismo de adhesion bioguimica preteina-proteina
enire jos fimbrios de ias bacterias y las protelnas salivales acidicas con alto
contenido de prolina {21, 23, 25). Conforme la placa madura, se agregan
bacterias de oiros géneros iales como Fusobacterium, Corynebacterium y
Capnocytophaga sobre las cuales se coagregan los colonizadores tardios de
la placa como miembros de los géneras Porphyromonas, Treponems,
Selenomonas y Bacteroides, entre otros (1, 6, 7, 34, 37, 38, 42). Estos
grupos de bacterias contingan proliferando y asocidndose hasta formar una
esfructura en donde las bacterias colonizan interactuando y dependiendo
unas de ofras.

Actualments, se tienen evidencias cientificas extensas de que la placa
dentobacteriana es el factor etiolégico primordial de las enfermedades
periodoniales {30, 70, 78-81, 83). El polencial patcgénico de |2 placa
dentobacteriana ha sido ampliamente estudiado y se conoce que en la placa
dentobacteriana existen cantidades abundanies de producios baclerianos
tGxicos come endotoxinas {65}, acidos grasos y orgénices {2}, leucotoxinas
{87} vy enzimas soiubles capaces de hidrolizar algunos constituyentes de los
tejidos {68, 89). El grado de patogenicidad de la placa denfobacteriana se ve
infiuenciado ademas por diversoes factores como ia presencia y el aumento
en la cantidad de bacterias consideradas periodontopatégenas {61, 66, 82}
asi como de sus factores de virulencia {12, 50, 58, 82), ef medio ambiente
locai {48, 53) v la susceptibilidad de!l huésped {3, 4, 18, 18, 26, 28, 32, 47, 54,

93, 100}



3. ComPOSICION DE LA PLACA DENTOBACTERIANA

Se reconoce que la cavidad cral de un individuo puede estar
colonizada por aproximadamente 150 a 400 especies bacterianas diferenies
a la vez y que las cuenias bacterianas en un surco subgingival sano son de
aproximadamente 10° mientras gue en un surco enfermo son de 10°
aproximadamente {30, 83}. Sin embargo, se considera actualmente que el
nimero de especies que pueden iniciar la enfermedad periodontal
destructiva se limita a posiblemente tan solo un grupo de 10 a 30 especies.

A pesar de la gran complejidad de especies microbianas en la placa
dentobacteriana, en la acfualidad se reconocen Unicamente a cuatro
microorganismos como periodontopatégenos: Actinobacillus
actinomycefemcomitans, asociado principalmente a casos de periodontitis
venil localizada; Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus vy
Treponema denticola, asociados principalmente a periodontitis del adulio,
clasificada recientemente como periodoniitis cronica (8},

Un individuo periodontalmente sano tiene, en términos generales, una
microflora bucal similar a [a que presenta un individuo con enfermedad
periodontal, en cuanto al tipo y diversidad de especies bacierianas que
colonizan ia placa subgingival. Sin embargo, existen diferencias importantes
en la cantidad, proporcion y prevalencia de dichas especies & poblaciones

con diferentes estados de salud periodontales {28, 98, 87).



Tanner y cols. (88, 80, 92) analizaron muestras de piaca subgingival
tomadas de suietos con diferentes formas de enfermedad periodontal y de
sujetos periodontalmente sanos. Observaron que habla una variacion en la
microbiota subgingival a medida que el estado periodontal progresabza de
salud a gingivitis y a periodontitis. Las especies compatibles con salud
incluyeron miembros del género Actinomyces, Streptococcus y Velflonelia,
mientras gque especies Gram-negativas y de los géneros Eubacterium,
Peptostreptococcus,  Lactobaciflus,  Porphyromonas,  Treponema Y
Bacteroides se detectaron en mayor proporcidn en sitios. enfermos,

Otros estudios sobre fa composicion microbiolégica de la placa
aeniobacteriana en poblaciones con diferenies estados de salud periodonial,
han contribuido también al entendimiento de la complejidad de especies que
colonizan fa placa dentobacieriana y de sus funciones en este héabitat.
Newman y cols. {59, 82, 62) demostraron que la composicidn microbiolégica
de muesiras de placa subgingival de sitios con enfermedad perodontal
difiere sustancialmenie de aquella que puede ser identificada en sitios sanos
de pacientes con periedontitis juvenil localizada. Asi mismo, Tafer y cols. y
Slots y cols {73-75, 88-91) demostraron que la microfiora en sitios enfermos
de pacientes con periodontitis del adulto difiere de la microflora en sifios
sanos de los mismos pacientes y de sitios enfermos de pacientes con
pericdontitis juvenil localizada,

Durante muchos =gRos, las descripciones de la composicidn

microbiolégica de la ptaca subgingival se basaron en descripciones de la



prevalencia, niveles o proporciones de especies individuales. El
reconocimiento de que las enfermedades periodontales son provocadas por
grupos especificos de microorganismos gque forman parle de una fiora
comensal compleja, ha dirigido el enfoque de los dichos estudios hacia la
evaluacidon de poblaciones a grupos de especies bacterianas que pueden,
potencialmente tener papeles similares en el ecosistema microbiano de la
placa dentobacterian

La primera descripcion exensa de grupos de microorganismos
asotiados en la placa subgingival, fue publicada en 1998 por Socransky y
cols. (84). El estudio describi¢ las asociaciones entre especies baclernanas
para facilitar ¢l entendimiento de sus relaciones bioldgicas en la placa
subgingival. 13,281 muestras de placa dentobacieriana de 185 pacientes
fueran analizadas para determinar [a presencia de 40 especies bacterianas
por medio de sondas de DNA. Se observé que ciertas especies tendian a
asociarse y estos grupos fueron denominados complejos microbianos Se
describieran 5 complejos y se les asignd un color para facilitar su descripeién

(Figura &)



+ Compigjo rojo: + Compleio amaritio:

Bacteroides forsythus Streptococcus sanguinis
Porphyromonas gingivalis Streptococeus oralis
Treponema denficola Streptococcus milis

+ Complejo naranja: Streptecoccus intermedius
F. nucleatum ss nucleatum Streptococcus gordonii

F. nucleatum ss vincentii + GComplejo verde:

F. nucleatum ss polymorphum  Capnocylophaga gingivalis

PFrevoleiia intermedia Capnocytophega ochracea
Prevotefla nigrescens Capnocytophaga sputigena
Peptostreptococcus micros Campylobacter concisus
Eubacterium nodatum Eikenella corrodens
Campylobacter rectus A. actinomyceferncomitans a
Campyiobacter showae + Complejo morade:
Campylobacier gracilis Veillonella parvula
Streptococcus constellatus Actinomyces odonfolyticus

4, CoLONIZACION TEMPRANA DE ESPECIES PERIODONTOPATOGENAS

La cavidad bucal puede estar colonizada por bacterias anaerdbicas
antes de la erupciéh de los dientes {17, 45). Se cree, sin embargo gue la
grupcion de los dientes primarios contribuye a la colonizacion bacteriana,
proporcicnando superficies adicionales para la adhesién bacteriana, Algunos
estudics han demostrado que la colonizacion temprana de especies
anaerdbicas hace muy similar ta composicion de la placa dentobactenana en
poblaciones infantiles y adulias {13, 58). Mecore y cols. (57) observaron que
algunos microorganismos Gram-negativos en la fiora subgingival eran mas

frecUentes en poblaciones infantiles gue en poblaciones aduitas. Por oira



parte, algunos otros estudios sugiersn que zlgunas especies periodonic-
patdgenas scon colonizadores tardios de la placa dentobacteriana y gue su
prevalencia y proporcion se incrementia hasta la adolescencia (35, 95, 101}

Actualmente se considera gue los efectos terminales de la enfermedad
periodontal, cbservados en adultgs, tienen un comienzo temprano en [a vida.
La enfermedad gingival en nifos puede progresar y poner en peligre el
pericdonto del adulio. Konénen y cais. {48) analizaron la composicion
microbivlégica de muestras de placa dentobacteriana de 21 nifios con
denticion primaria con edad promedio de 32 meses, asi como de nifios
edéntulos con edad promedic de 3 meses. Observaron gue ninguno de los
nifios evaluados preseniaron Actingbacillus  actinomycetemcomitans i
Porphyromonas gingivalis, sin embargo, tanto los nifos edéntulos como los
gue tenian denticion primaria, presentaron ofras especies patdgenas
putativas como Prevotella melaninogenica, Prevofellz loeschefi Prevotella
intermedia y Fusobacterium nucleatum.

En ofro estudic, se compard la prevalencia de Actinobaciiius
actinomycetemcomitans en nifos Finlandeses y Vietnamitas (33). Se
determind gue la prevalencia del microorganismo en nifos Vietnamitas fue
de 78% mientras que en nifics Finlandeses de 13%, sugiriendoc que la
prevalencia de este tipo de microorganismos puede variar significativamente
no sdlo con ia edad sino también con las condiciones generales en diferentes

poblaciones de estudio.



Lamell y cols [48), estudiaron la adquisicidn y colonizacidn de
Actinobacillus actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis en nifios
periodontalmente sanos entre 0 y 18 afios y determinaron que ambos
microorganismes pedian ser enconirados en la poblacion estudiada, inclusive

en los nifios mas pequefios mencres de 1 afio.

5. CARACTERISTICAS DEL PERIODONTO EN RliNOS

El desarrollo de la denticién y ciertas caracteristicas metabdlicas
generales son propias de la nifiez. Duranie este periodo de la vida, pueden
observarse también alteraciones gingivales y periodontales que son propias
de la nifiez. La encia en ia denticién primaria es rosa palide, firme v fisa o
nunteada, y la profundidad promedio del surco gingival es de 2.1 mm.

El hueso alveolar en ia deniicidon primaria susle presentar
radiogréficamente una coriical alveolar desiacada en |a etapa de germinacion
y durante la erupcion dental. Las frabéculas def hueso alveolar son mas
£5Ca3as v gruesas, v los espacios medulares scn mas amplios que en los
adultos. Asi mismo, las crestas de los tabiques interdentales son planas.

Durante la erupcién dental, se preducen camblos fisiolégices en el
periodonte que pueden confundirse con enfermedad gingival como &l
abultamiento gingival pre-eruptivo, la formacidn del margen gingival y la
prominencia normal del margen gingival. Sin embargo, existen también una
serie de enfermedades del periodonto asociadas con la nifiez come la

gingivifts marginal cronica en donde lz encia presenia cambios de color,



tamano, consistencia y textura superficial caracteristicas de inflamacién
cronica. La causa mas comin de este trastorno es la irritacion local.

La mayor parte de los casos de gingivitis en nifios son causados por la
mala higiene dental, ya que ta placa dentobacteriana parece formarse con

mayor rapidez en nifios entre 8 y 12 afios.

8. ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS EN LA PLACA DENTOBACTERIANA

Actincbacillus actinomycetemcomilans fue estabiecido como uno de
fos principales patdgenos de la periodontitis juvenil locahzada a mediados de
la década de los 80s {5, 14, 20, 27, 52, 56, 63, 94).

Actinobacilfus acfinomycetemcomifans es un bacile Gram-negativo,
delgade, no esperulado, no matil, y micreaerofilico de aproximadamente 04
x 10 pyl {84}, En su superficie pusden observarse, en ocasiones,
microvesiculas que sobresalen del contorno celular e incluso aparecen
separadas del mismo.

El microorganismo se desarrolia en medios con suero o sangre, en
condicicnes anaerobias o en una atmosfera aerobia que contenga de! 5 al
10% de CO.. Produce catalasa v superdxide dismutasa. Su crecimisnic se ve
estimulado cuando a los medios de culiive se les afiade bicarbonato de scdio
al 1%.

En agar sangre las colonias son pequefias, blancas grisaceas o
translicidas, lisas, adherentes v no hemoliticas. Se han descrito dos medios

sélidos selectivos en cuya composicidn se incluye bacitracina, vancomicina
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y/o verde malaquita {31, 72). Todas las cepas de Actinobacillus
actinomycetemcomitans fermentan glucosa, fructosa v maltosa, perc no
sacarosa o lactosa vy reducen nitrato. Se reconocen ocho biotipos en base 2
suUs reacciones con galactosa, manitol y xilosa. Entre sus productos
metabdlicos terminales se encuentran el acide lactico, succinico, acético vy
propidnico.

Actuaimente se reconocen cinco serotipos (a, b, ¢, dy e) y mas de 13
genotipos (64). La mayoria de las cepas producioras de leucotoxinas
pertenecen al serotipe b. Los serotipos a y b son los gue se encuentran con
mayaor frecuencia en la cavidad oral, siendc el serotipo ¢ el que suele aislarse
de cuadres ciinicos exiraorales.

La colenizacion de la cavidad bucal por  Actinobacillus
actinomyceltemeomitans estd mediada por los fimbrios del microorganismo v
las interacciones que establece con oiras bacterias. Actinobacillus
actinomycetemcomilans puede ser aislado a partir de muestras de piaca
dentobacieriana supra y subgingival de individuos periodontaimenie sanos,
asi como de pacientes con periodontitis del adulic (28, 85, 86, 97} Sin
empargo, los niveles v proporciongs mas elevados del microorganismo han
sidc reportados en pacientes con periodontitis juvenil localizada (76, 98}.

Diversos factores de virulencia han sido asociados con la
patogenicidad de Actinobacillus actinomyceterncomitans, Algunos de dichos

factores se describen 2 continuacion:
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Leucotoxinas

Destruyen neutrofilos y monocitos, alterando las defensas en ef surco
gingival. En algunos individuos, inducen la formacién de anticuarpos

neutralizanies, impidiendo |z progresitn de los procesos periodontales {99).

Factores inhibidores de iz funcién leucocitaria

En ausencia de leucotoxinas, estos microorganismos puasden no ser
fagocitados. Asi pese a ser opsonizados por anticuerpos u ofros
componentes séricos, cepas no leucotdxicas, elaboran compuesics que
inhiben Ia quimiotaxis leucocitaria. Incluso, algunas cepas poseen receptores
para Fc para las famiiia de las igGs, con lo que las células fagociticas no
pueden unirse a los antigenos a través de apsoninas. Tambign la formacidn
de catalasa y superéxido dismutasa pueden bloguear ios mecanismos de
destruccién celulares dependientss del perdxido de hidrégeno y del

superdxido.

" Factores inhibidoves de fibroblastos | células endoteliales v epiteliales

Estudics in  vitro han  demostrade que  Actinobacillus
actinomycetemcomitans pueds inhibir ia sintesis de DNA, RNA y proteinas,
cuando el microorganismo es co-cuitivade con fibroblastos o células
endoteliales. La inhibicion fibroblastica puede interferir en la formacion de
colagena y, como consecuencia, el restablésimienio lisular se veria

disminuido. For otra parte, en presencia de este microorganismo las céluias

12



epiteiiaies disminuyen su proliferacion y capacidad de adhesion al material

piastico inerie de ios cultivos celulares.

Endeoioxinas
Los lipopolisacarides de ia pared celular de Actinobacillus
actinomycetemcomifans ejercen una potente accién endotéxica con los

efectos bioldgicos caracteristicos de este tipo de toxinas {67, 68, 71)

Invasién tisular
Se ha descrito una epitelio-toxing que favorece la invasion tisular por
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Esto, aunade a2 la produccién de

colagenasa por esta bacteria, favorece su progresion en los tejidos

C. PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente, se cuenta con informacion Iimita en la que se describan
las edades de adquisicion vy colonizacidon de  Aclinobacillus
actinomycetemcomitans. Mientras que algunos estudios sugieren gue la
adguisicién puede ocurrir inclusive antes de la erupcién dental, otros
contradicen estos hallazgos. Aun mas, existen ¢laras evidencias de que la
prevalencia y adguisicion de microorganismos en la tlaca dentobacteriana
pueden variar significativamente enire pobiaciones. Hasta la fecha, se carece
de informacidn que describa la composicién micrchiclogica de la placa

subgingival en la poblacion infantil mexicana.
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Conccer |z edad de adguisicion vy ia prevalencia de Actnobacilius
actinomycetemcomifans, asi como de oiras especies periodonto-patégenas
en la poblacidn infantil mexicana periodontalmente sana, podria contribuir no
solo al conocimiento de la sticlogia las enfermedades periodontales en
nuesiro pais, si no que también al establecimiento de medidas terapéuticas y

preventivas adecuadas para nuesira poblacion

D. HIPOTESIS

El microorganismo Actingbacilius acfinomycetemcomitans coloniza la placa

dentobacteriana subgingival @ temprana edad en [a poblacion mexicana.
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il MATERIALES Y METSDOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

En el presente proyecto de investigacién se realizd un estudio de tipo
transversal en donde fueron evaluadas un total de 2 muestras de placa
centobacteriana subgingival de cada uno de 42 sujetos de estudio.

Los sujetos de estudio fueron evaluados en una sola visiia, en la gue
se realizd una evaiuacion de su estade de salud periodontal, se registraron
los datos clinicos periodontales v se recolectaron las muestras de placa
dentobacteriana. Todas fas muestras de placa dentobacteriana (n = 84)
fueron evaluadas microbioldgicamente para delerminar la prevalencia y

niveles de Actinobacillus actinomycetemcomitans.

B. POBLACION DE ESTUDIO

1. CRITERIOS DE INCLUSION

La poblacion de sujetos de estudio consistio en 42 sujeios mexicanos
por nacimiente, hombres o mujeres, de 3 a 11 afios de edad, con denticidn
temporal o mixta, gue no recibieron tratamiento pariodontal en el pasado, que
no tomaron antibidticos sistémicos en los 3 meses previos a Ia recoleccion de
muestras y gue fueron considerados pericdontalmente sanos.

La tabla que se presenta a continuacién proporciona una descripcion

de la poblacion gue fue incluida en la presente investigacidn:
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Grupo de No. Edad | Denticidn |Profundidad de Mivel de
Estudic Suictos Bolsz {P.B.) Insercion {M.L)
Nifios 42 3a11 |[TemporalojMenos de 4 Menos df 4 sitios
periodontalmente afios Mixtz [sitios con P.B. 3|7 (€00 N1 =3 mmy
SANGS 4 mm 0 {cero) sitics con
NI =4 mm

2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Fueron excluidos del esiudio todos los sujetos cuyos padres no
accedieron voluntariamente a su pariicipacion en el estudio o se negaron a
firmar las formas de consentimiento informado, asi como todos aquelios que
tormaron cualquier clase de antimicrobiano sistémico en los 3 meses previos

a la recoleccion de muestras para e! estudio.

3. CAPTURA DE SUJETOS DE ESTUDIO

Todos tos sujetos de estudio provinieron de la poblacién de pacientes
que reciben atencidén en la clinica de Odontopediatria de la Divisicn de
Estudios de Posgrado e Investigacion de la Faculiad de Odontoiogia de la
UNAM.

Ei propdsito y naturaleza del estudio fueron explicados a los padres o
tutores de cada sujete potencial de estudio por el clinico tratante. Dichas
parsonas recibieron copias de la forma de consentimiento informado (Anexo)
para [a toma de muestras subgingivales en la gue se delinad explicitamente
el protocoio del estudio

Después de haber leido, entendido y aclarado cualquier duda sobre el

estudio, su participacion y las formas de consentimiente informado, se pidio a
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los padres o tutores gue firmaran dicha forma, con lo cual establecieron sy

entendimiento sobre el estudio y el desec voluntario de participar.

C. EVALUACION CLINICA

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

Todas las madiciones clinicas fueron fomadas en una sola visita v
registradas de 6 sitios por dienie {(mesiobucal, bucal, distcbuca!, distolingual,
fingual y mesiclingual} de todos los dientes en la boca de cada sujeto de
estudio de acuerdo con procedimientos previamente descritos en la literatura
(31).

Los parametros clinicos evaluados y el orden de las mediciones fueron

realizados de la siguiente manera:

1. Enrojecimiento gingivai (0 6 1) 4. Supuracién al sondeo (0 6 1)
2. Profundidad de bolsa (mm} 5. Nijvel de insercién (mm)
3. Sangrado al sondeo (3 6 1) €. Acumulacién de placa (0 0 1)

La profundidad de bolsa y el nivel de insercion fueron regisirados al
mim mas cercano utilizando una sonda periodontal “Carolina del Norie® 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).
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0. EVALUACION MICROBIOLOGICA

Las evaluaciones microbiolégicas fueron realizadas en el Laboratorio
de Genética Molecular de la Division de Estudios de Posgrado ¢
investigacion de la Facultad de Odontologia de [a UNAM mediants ia tecnica
de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA {86) (Figura 1). El empleo
de dicha técnica permitié la identificacion de hasta 40 especies bacterianas
en cada una de 28 muestras de placa dentobacteriana en un mismo
experimanto. Asi mismo, fue posible cuantificar los niveies y prevalencia de

ia especie evaluada.

1. ESPECIES BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas de Actinobacillus actinomycetemcomitans fueron adquiridas
como cuitivos liofilizados del American Type Culture Coliection (ATCC,
Rockville, MD) (serotipo a: ATCC # 43717, serotipo b: ATCC # 43718). Estas
fueron rehidratadas en caldo para Mycoplasma (Difco Lab., Detroit, Ml) v
crecidas en agar de soya tripticaseina con 5% de sangre defibrinada de
borrego, a 35°C dentro de una camara de anaerobiosis (80% Nz, 10% COz,

10% Hy).

2. PURIFICACION DE DNA BAGTERIAMO Y PREPARACION DE SONDAS DE DMNA
Las cepas bacterianas fueron cultivadas baja condiciones anaerébicas
sobre superficies de agar durante 7 dias. El crecimiente fue recolectado y

colocado en tubos para microcenirifugacién de 1 5 ml que contenian 1 ml de
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buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.6). Las celulas fueron
lavadas dos veces mediante centrifugacion en buffer TE a 3,500 rpm durante
10 min. Las células fueron lisadas con 10% SDS y proteinasa K (20 mg/ml}
(Sigma). Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacidn duranie
15 seg. e incubadas a 37°C durante 1 hora. i DNA fue aislado vy purificado
utiizando [a técnica descrita por Smith y cols. {77). La concentracion de DNA
fue determinada mediante mediciones especirofotométricas de la
absorbancia a 260 nm., La pureza de las preparaciones fue valorada
mediante el calcule de [a relacién entre las mediciones de las absorbancias a
260 nm vy 280 nm. Las sondas de DNA gendmicas fueron preparadas para
tas 40 especies bacterianas marcando 1 pg de DNA purificado con
digoxigenina (Boehringer Mannheim, Indianapolis, iN) utilizando |a técnica de
marcaje de primers aleatorios (random primer fechnique) previamente

descrita {16).

3. RECOLECCION DE MUESTRAS

las muestras de placa deniobacteriana subgingival fueron
recolectadas de 2 sitios en cada sujeic de estudic y analizadas
microbiolégicamente mediante la técnica de “Checkerboard” para
hibridaciones DNA-DNA (88). Las muesiras de piaca subgingival fueron
recoleciadas después de realizar las mediciones ciinicas aniericrmente

descritas en el texto, en la misma visita.
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Después de secar y aislar el &rea de muestreo con rolios de algodén,
fa placa supragingival fue eliminada con una cureta Gracey (Hu-Friedy). Las
muestras de placa subgingival fueron tomadas de los sitios mesicbucales de
los segundos molares inferiores temporales o bien de los primeros molares
inferiores permanentes segun el case, utilizando curetas Gracey (Hu-Friedy)
estériles. Las muestras fueron cclocadas en tubos para microcentrifugacion
de 1.5 ml individuales que contenian 150 ul de buffer TE (pH 7.8). Se
agregaron 100 ul de 0.5 M NaOH a cada tubo y las muestras fueron
dispersadas con vortex

Las muestras fueron hervidas en un bafio de agua durante 10 min, y &
pH fue neutralizado 800 pl de 5 M acetato de amonio E! DNA de cada
muestra fue colocado en unc de los canales abierio de un Minislot-30
{Immunstics, Cambridge, MA), concentrado en una membrana de nyion de
carga positiva de 15 x 15 ¢m {Beehringer Mannheim) y fijado a la membrana
medianie entrecruzamiento bajo luz uliravicleta seguide por incubacién de la
membrana a 120°C durante 20 min. El Minislot-30 permitié [a deposicion de
28 muestras de placa y dos estdndares microbioldgicos enh canhales
individuales en una scla membrana de nylon de 15 x 15 cm. Dos canales de
estandares microbioldgicos fueron colocados en cada membrana. Dichos
estandares consistieron de mezclas ajusiadas a 10° v 10% células de cultivos
puros de las dos cepas bacterianas quée fueron a{n_alizadas con las sondas de

DNA.
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4, HIBRIDACIONES DNA-DINA

Las membranas fueron colocadas a 42°C duranie 1 hora en solucién
de prehibridacion que contenia 50% de formamida, 5 x citrato salinc estandar
(85C) (1 x S5C = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodic, pH 7.0}, 1 %
caseina, 5 x solucion Denhardt, 25 mM fosfato de sodio (pH 8.5) v 0.5 mg/ml
de RNA de levadura {Boehringer Mannheim).

La membrana con DNA fue colocada en un Miniblotter-45
(Immunetics) con los canales de las muestras rolados 90° en relacion a los
carriles de este segundo aparato. Estc produjo un patrdn de tablero de
gjedrez {checkerboard) de 30 x 45. Las sondas para los serotipos ay b de A.
actinomycetemcomitans fueron mezcladas para oblener una sola sonda
capaz de detectar a ambos serolipos del microorganismo. Dicha sonda de
DNA fue diluida & una concentracion de aproximadamente 20 ng/ml en
solucidn de hibridacion (45% formarnida, 5 x SSC, 1 x solucidn Denhardi, 20
mivi fosfatc de sodio {pH 6.5), 0.2 mg/m! de RNA de levadura, 10 % sulfato
de dexirano y 1% caseina), colocada en uneo de los carriles individuales del
Miniblotter-45 e hibridizada toda una noche a 42°C con el aparalo sellado
dentro de una bolsa de plastico para evitar evaporacién de las sondas de
DNA. Esta concentracion fue ajustada previamente para [ograr que todas la
sonda detectara un rango de células entre 10* y 10°. Las membranas fueron
lavadas dos veces a alia asiringencia durante 20 min, cada vez z B8°C en
buffer de fosfato (0.1 x S8C, 0.1% SO0S) utiiizando un pafito con circulacion

tipo Disk Whisk (Schleicher and Schuell, Keene, NH).
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5. DETECCION Y CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Las membranas fueron blogueadas mediante incubacién durante 1
hora en buffer bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato
(100 mM acide maléico, 150 mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron
detectados incubando las membranas en una dilucién de 1:15,000 de un
anticuerpo contra digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Boehringer
Mannheim) utilizando la modificacién descrita por Engler-Blum v cols. (15)
Después de ser lavadas, las membranas fueron incubadas en el agente
guimioluminiscente de deteccién LumiPhos (Lumigen, Southfield, Ml) a 37°C
durante 1 hora v las sefales fueron detectadas mediante la exposicidn de las
membranas & peliculas autoradiogréficas dentro de cassettes a temperatura
ambiente durante 35 min.

Las peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos estandar vy
las imagenes fueron capiuradas con el sistema de documentacion de geles
DigiDoc (BioRad). Las sefales fueron evaluadas uillizando el programa
Quantity One (BioRad) comparando los valores de la intensidad de las
sefiales de cada sonda en cada muestra ajustados en una curva de
regresién fineal construida a pariir de los vaiores regisirados de los
estandares microbiclogices a 10% v 10°. Todos los valeres fusron expresados

como cuentas x10°.
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E. ANALISIS ESTADISTICC DE DATOS

o7

Los datos microbiolégicos fueron expresados como media + error
estandar de la media, mediante 2 pardmetros: prevalencia (% de sitios
colonizados) y niveles (cuentas bacterianas x 10° para Ja totalidad de la
poblacidn de estudio, y para 3 grupos de edades dentro de la poblacion
{sujetos de 3 a 5 afios, 6 2 8 afos y 9 a 11 afios).

La prevalencia de A. actinomycetemcomitans fue calculada para cada
muestra, promediada entre las muestras de cada sujeto y después enire los
sujetos de cada grupo de edad de la poblacién. Las diferencias estadisticas
entre los grupos de edades fueron analizadas ulilizando la prueba no
paramélrica de Kruskal-Wallis (Figura 3).

Para comparar los niveles o cuentas bacterianas, los datos fueron
expresados como cuentas x 10° del microorganismo en cada muestra Estas
cuentas fueron promediadas para un mismo sujeto v después enire los
sujetos de cada grupo de edades dentro de la poblacidn. Las diferencias
estadisticas enire los grupos de sujetos fueron analizadas de acuerdo con el
procedimienio descrito para ei andiisis de ia prevaiencia, utilizando la prueba
no-parameétrica de Kruskal-Wallis (Figura 2).

Adicionalmente, las cuentas bacterianas y prevalencia de A
actinomycetemcomitans fueron comparadas con las obtenidas para un grupo
de microorganismos implicados en la efiolegia de las enfermedades

periodontales (Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis, Prevotelia
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intermedia, Selenomonas noxia y Treponema denticola) apartir de las
muestras de placa deniobacteriana subgingival de los mismos sujetos de
esiudio. Dichos resultados fueron comparados entre los grupos de edades
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis (Figuras 4 y 5) y entre A
actinomycetemcomifans y cada microorganismo medianie la prueba de
Wilcoxon (Figuras 6 y 7). Un Ultimo analisis final fue efectuado para describir

las proporciones de grupos de microorganismos en ia poblacién total (Figura

8).
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ili. RESULTADOS

A. CUENTAS BACTERIANAS (X 10%

La figura 2 presenta los resultados obtenidos del total de la poblacién
de estudio (n = 42), asi como de 3 grupos de edades exiraidos de la
poblacién (3 a 5 afics, n = 11; 6 a 8 afios, n = 20, & a 11 afies, n = 1), los
cuales se expresan como media + EEM de cuentas bacterianas x 10°. Se
observd una tendencia hacia el aumento en las cuentas promedio de A.
actinomycetemcomitans, que fue proporcional al aumente en la edad de los
sujetos de estudio. Sin embargo, las diferencias entre las tres poblaciones no
fueron estadisticamente significativas medianie la prueba de Kruskal-Wallis.
Las cuentas bacterianas promedio de A. actinomycefemcomitans en la
totalidad de la poblacion fueron de 0.13 + 0.03 x 10°.

L.a figura 4 presenta resultados comparatives de los niveles promedio
de A. actinomycetemcomitans y S microorganismos considerados como
importantes periodontopatégenos (Bactercides forsythus, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Selenomonas noxia y Treponema denticola)
en los 3 grupos de edades. Los resultados se expresan cOmo cuentas
bacterianas promedic x 10° + EEM. Del conjunio de micrcorganismos
evaluados, A. actinomycefemcomitans presentd [as cuentas promedic mas

bajas en los grupos de edades de 6 a 8 (0.16 +0.05x 10° y de § 2 11 afios
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(0.13 + 0.06 x 10°). Las cuentas bacterianas promedio de 7. denticola y B.
forsythius en el grupo de 3 a 5 afios fueron las més eievadas de los
microorganismos evaluados (0.76 + 020 x 10° y 0.39 + 0.05 x 10°,
respectivamente). Las cuenfas bacterianas de cada uno de los &
microorganismos evaluados fueron comparadas entre logs 3 grupos de
edades utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de |as especies.

La figura 6 presenta las cuentas promedic x 10° de las 6 especies
anteriormente descritas para cada grupo de edades de la poblacidn. Dentro
de un mismo grupo de edad, las cuentas promedio de cada microorganismo
fueron comparadas con las cuentas de A. actinomycetemcomifans mediante
ia prueba de Wilcoxon. Con excepcidn de ias cuentias promedio de Prevotella
intermedia en el grupo de 3 a 5 afios, ninguna de las especies evaluadas
presentaron cuentas promedio menores a las observadas para A
actinomycetemcomifans. En el grupo de 3 a 5 afios, las cuentas promedic de
Treponema denticola fueron significativamente mas elevadas que las
cuentas de A. actinomycetemcomitans (p < 0.05). En los tres grupos de
edades las cuentas promedio de Bacteroides forsythus fueron
significativamente mas  elevadas que las cuentas de A
actinomycetemeomitans (3 a 5 afios, p < 0.01; 8 a 8 afos, p < 0.001; 8 a 11
afios, p < 0.01). En el grupo de 6 a 8 aﬁos‘,-£as cuentas premedio de

Sefenomonas noxia 'y Porphyromenas gingivalis  fueron  tambien

26



significativamente mayores que las de A. actinomycetemcomitans {p < 0.01).
Asimismo, Selenomonas noxia presenit cuenias significativamente mayores

que A. actinomycetemcomifans en el grupo de 9 a 11 afios {p < 0 05}

B. PREVALENCIA

La figura 3 presenta las medias de prevalencia de A.
actinomycetemcomitans obtenidas de! total de ta poblacidn de estudic (n =
42}, asi como de 3 grupos de edades exiraidos de la poblacion (3 a Safes, n
= 11, 6 a 8 afios, n = 20, 9 a 11 afos, n = 11). Los resuitados se expresan
como media £ EEM del porcentaje de sitics colonizados. El total de la
poblacidn presentd en promedio A. actinomycetemcomitans en ef 36.8% de
los sitios. A pesar de que los dafos en los diferentes grupos de edades
sugieren una tendencia hacia el aumenio en Ia prevalencia del
microorganismo con el aumento de la edad, estos resultados no fueron
estadisticamente significativos

La prevalencia promedio de 5 periodoniopatégenos {Bacteroides
forsythus, Porphyromonas gingivalis, Prevolella intermedia, Selenomonas
noxia v Treponema denficola) y de A. actinomycetemcomifans, en ios 3
grupos de edades se presenta en la figura 5. Una observacion notable fue la
presencia de B. forsythus en €l 100% de los sitios, independientemente de la
edad. En comparacion con otros microorganismos periodontopatégenos A.
actinomycefemcomitans, presenid una prevalencia similar a la de F.

gingivafis y maycr Unicamente a la observada para Prevofella infermedia.
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Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se determinéd que la diferencia en la
prevaiencia de los 6 microorganismos evaluados para cada grupo de edad
no fue estadisticamente significativa.

La figura 7 presenta la prevalencia promedio de las 6 espegies
anteriormente descritas para cada grupo de edades de |la poblacién. Dentro
de unp mismo grupe de edad, la prevalencia promedio de cada
microorganisme  fue comparada con la  prevalencia de A
actinomycetemcomifans mediante ia prueba de Wilcoxon. De los 6
microorganismos evaluados, P. infermedia presentd la prevalencia més baja
en los 3 grupos de edad, ia cual fue significativamente menor que ia de A
actinomycetemcomifans en los grupos de 6 a 8 afios (p < 0.01) y de 9 a 11
afios (p < 0.05). En los 3 grupos de edades la prevalencia de B. forsythus fue
significativamente mayor que la de A. actinomycetemcomitans (p < 0.01). En
el grupo de 3 a 5 afios, la prevalencia de T. denticola fue mayor a la de A.
actinomycetemcomitans {p < 0.05). Asi mismo en el grupo de 9 a 11 afios Ia

prevalencia de S. noxia fue también mayor (p < 0.05).

C. PROPORCION

La figura 8 muestra las proporciones promedio de 40 especies
bacterianas, incluyendo a A. aclinomycetemcomitans, agrupadas como
especies perfodonto-banéficas, patdégenas putativas, periodonto-patégenas y

no clasificadas, de acuerdo a su papel en |a patogenia de las enfemedades
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periodontales, Los datos incluyen las proporciones promedio de
microorganismos en el total de la poblacion de estudio.

El grupo de especies periodonto-benéficas representaron la
proporcién mas elevada (59.46%) de especies en la placa dentobacteriana
subgingival mieniras que el grupo deé especies pericdonto-patdgenas
representd la proporcidon mas baja (1.81%). A. actinomycetemcomitans
representd dnicamente el 0.1% del total de microorganismos detectados par

fas sondas de DNA en las muestras de placa dentobacteriana evaluadas.
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V. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se evaluaron ios niveles, prevalencia y
proporciones de Acfinobacilius actinomycetemcomiians en una poblacién
infantil mexicana pericdontaimente sana. Los resultados fueron comparados
entre poblaciones de diferentes edades y con los resultados obienidos para
ofras especies impiicadas también en ia palogenia de ias enfermedades
periodontales.

La prevalencia de Actinobacillus actinomycetemncomitans en ia
poblacidn infantil mexicana fue de aproximadamente el 40% de los sitios, con
ia menor prevalencia observada en poblaciones de 3 a 5 afios. Sin embargo,
el microorganismo fue detectado en nifios de todas las edades, lo cual
sugiere que la colonizacidn de Actinobacilius actinomycefemcomitans en la
placa dentobacteriana de nuesira poblacian ocurre en etapas tempranas de
fa vida y gue la prevalencia en la poblacién infantil mexicana es similar a la
que ha sido reportada para adulios en poblaciones disiintas a la nuestra.

Un hallazge interesante fue la defeccién de todas ias especies
periodontopatdgenas evaluadas en la poblacién infaniil. Las proporciones de
dichas especies en la placa dentobacteriana fueron bajas, lo cual coincide
con los resultados de ofras investigaciones realizadas en nifics v adultos
periodontalmente sanos. Sin embargo, la prevalencia de especies tales como

Bacteroides forsythus v Treponema denticola, excede sighificativamente la
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prévalencia que ha sido teportada para estos microorganismos en ofras
poblaciones.

En conclusion, los resultados de la presente investigacién sugieren
que la {emprana adguisicidn y alia prevalencia de especies
periodontopatégenas en la poblacion infantil mexicana podrian ser, por lo
menos en parte, las causas de la elevada prevalencia observada de

enfermedades periodontales severas en la poblacion mexicana adulta.
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VIi. ANEXO

UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR

Investigador Responsable: Dra. Laurie Ann Ximénez Fyvie
Miimero de Teléfono: 56-22-55-65 (Laboratorio)

FORMA DE CONSENTIRMIENTO

Prevalencia de Actinobacillus aciinomycetemcoemitans, en muestiras de

placa subgingival de una poblacién infantil mexicana

INVITACION A PARTICIPAR: Se me ha pedido que mi hijo (a) participe en
un estudio de investigacion para determinar cuales son las bacterias que se

encueniran en la placa dentobacteriana de nifios Mexicanos

PROPQSITO: El objeto de! estudio es determinar a que edad colonizan la
cavidad bucal especies de microorganismes responsables de las
enfermedades periodontales Esta informacion es importante para el mejor
entendimiento de la enfermedad periodental en México y el disefio de nuavas

estrategias de tratamiento.

PROCEDIMIENTOS: Entiendo que para participar en el estudio mi hijo (a)
debe haber nacido en la Repulblica Mexicana, debe tener entre 3y 11 afios
de edad, debe encontrarse en buen estado de salud general, no debe
preseniar ningin padecimiento periodontal, nc puede haber recibido ningln
tipo de tratamisnto periodontal en el pasado y no puede haber tomado

ningtn tipe de aniibiético en los difimos 3 meses.
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Entiendo gue el protocolo de mvestigacidn implica una evaluacion periodonial
compieta v ia toma de 2 muesiras de piaca dentobacteriana, lo cual flevara
aproximadamente 30 minutos,

Entiendc que las muesiras seran {omadas durante la realizacion de
pracedimientos dentales de rutina sin que esto represente la necesidad de
que mi hyo (a) se someta a procedimientos o tratamientos diferentes a
aquelios que se seguirian normalmente si no estuviera participando en &l
estudio.

Entiendo también que no incurriré en ningdin gasto adicional por su
participacion en el estudio.

Entiendo que los analisis de laboratoric gue se realizaran sobre sus muestras
de placa dentobacteriana consistiran Unica y exclusivamente en el analisis
microbiolégico para deteciar la presencia de diferentes especies de bacterias
bucales, en especial aquellas que estan implicadas en lz enfermedad
periodontal.

Entiendo que en el estudio pariiciparan en total aproximadamente 168 (ciento
sesenia y ocho) nifios.

RIESGOS/MAITIGACIONES: Entiendo que la evaluacidn pericdonial y la toma
de muestras se llevardn a cabo durante la realizacidn de procedimienios
dentales de rutina y que no se realizard ningan procedimienie adicionai o
distinto a aquel que el odontopediatra de mi hijo (a) realizara para el
diagnéstico o tratamiento de su padecimiento, por lo que su participacidn en
el estudic no implica ningdn riesgo o efecto secundario adicionai a aquelios
gue normaimente conllevan dichos procedimienios de rutina. Entiendo
también oque todos los procedimientes para la toma de muestras seran
realizados por profesionales calificados y con experiencia, ulilizande

procedimientos de seguridad aceptados para la préctica clinica.
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BEWKEFICIOS: Entiendo que la parilcipacion de mi hijo (&) en el estudio no le
proporcionard ningln beneficio inmediato ni directe. Sin embargo, gracias a
su participacién en el estudio, se obtendra informaciéon nueva y mas extensa
sobre fas causas de la enfermedad periodontal en la poblacién de México, lo
cual podria ayudar en un futuro no sélo al mejor entendimiento de dicha
enfermedad, sino también a la bdsqueda y emplzo de nuevos tratamienios

para nuesira poblacion.

COMPENSACIONES: Entiendo que no existe ninguna compensacion o
remuneracidn por su participacion en el estudioc y que tampoco incurriré en

ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Entiendo que toda la informacién que sea obtenida
tanto en el hisiorial clinico como en el analisis de las muestras de placa
dentobacteriana ssra mantenida en estricta confidencialidad v que si
cualquier publicacion resultara de esta investigacion, a mi hijo (a) no se le

identificard jamas por su nombre.

RENUNCIAIRETIRO: Estoy de acuerdo en que [a participacion de mi hijo (&)
en el estudio es tetalmente voluntaria y que puedo decidir que no participe o
gque se retire del estudio en cualguier momente si asi lo decide, sin que esto
represente algdn perjuicio para su atencién dental presente ni futura.
También entiendo que si el investigador responsabie del estudio decidiera no
incluirlo en la investigacién, puede hacerlo si asi lo creyera conveniente.

DERECHOS DEL SUJETO: Se me ha dado la oporiunidad de hacer
preguntas y esas se me han contestado a mi satisfaccion. Entiendo qus si
yo deseara mayores informes acerca de la participacion de mi hijo (a) en este
proyecto de investigacién o sobre sus derechos come sujeto de estudio,
puedo contactar al investigador responsable de este proyecto llamando al
nimero de teléfono que se encuentra en la parte superior de la primera

pagina de esta forma.
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'51
ESTA TESIS NO @M
7 mmz"“
THE, B.A A BIRLIC
ACSUERDO; He leido y entendido esfa forma de conseniimienio. Estoy de
acuerdo en gue mi hijc {a) participe en este estudio. Al firmar en los espacios

provistos a continuacién, recibiré na copia de esta forma.

Nombre del nifio Firma del padre, madre, tutor o Fecha
responsable del nifio

Mombre del clinico responsable Firma del clinico responsable Fecha

Dra. Laurie Ann Ximénez Fyvie

Nombre del investigador Firma del investigador Fecha
responsable responsable
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Figura 1. Imagen de membrana procesada con la técnica de "Checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA
mostrando las reacciones de 40 sondas de DNA en 28 muestras de placa dentobacteriana subgingival. Los
Ultimos 2 carrites muestras estandares mixtos de células a 10% y 108,
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placz subgingival de una poblacion infatil mexicana. La prevalencia fue determinadas para cada sujeto de estudio y
promadiada los grupos de edades dentro de la poblacién.
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NS - Diferencia no estadisticamente significativa. NA - No aplica EEM - Error estandar de la media
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Figura 6. Cuentas promedio x 10° (+ EEM) de Bacleroides forsythus, Trepcnema denticola, Selencmanas noxia, Actinobacilus
actinomyecetemcornitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella infermedia en muestras de placa subgingival. Las cuentas promedio fueron
determ'nadas en cada muestra de los sujetos de estudio, promediadas para un mismo sujeto y después para los grupos de edades dentro de la
poblacion. Las diferencias entre las cuentas promedio de Actinobacillus actinomycetemcomitans y cada uno de los § microorganismos evaluades dentro
de cadq poblacion fueron determinadas utilizando fa prueba de Wilcoxon. * - p < 0,05, ** - p < 0.01, ™ - p < 6.001.
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S noxia 409% 13.2% NS 8. noxia 67.56%  9.8% NS 8. noxia 72.7% 14.4% p<0.05
A. actinomye. 22.7% 12.4% NA A. actinomyc. 47.5% 10.6% NA A. actinomyc. 31.8% 13.9% NA
P. gingivalis 227% 124% NS P. gingivalis 475%  9.2% NS P. gingivalis 364% 152% NS
P intermedia 4.5%  45% NS P, intermedia 12.5% 6.2% p<0.01 P. imtermedia 138% 7.0% p=0.05

NS - Diferencia no estadisticamente significativa. NA - No aplica EEM - Error estandar de la media
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Figura 7. Prevalencia promedio (% de sitivs colonizados) de Bacleroides forsythus, Treponema denticola, Selenomonas noxia, Aclinobacilius
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Frevotella intermedia en muestras de placa subgingival. La prevalencia fue determinada para
cada sujato de estudio y promediada para cada grupo de edades dentro de la poblacidn, Las diferencias entre la prevalencia de Aclinobaciilus
actinomycetemcomitans y cada uno de las 5 microorganismos evaluados dentro de cada poblacion fueron determinadas utilizando fa prueba de

Witcoxon, * -p = 0.05, * - p < 0.01.
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S. constollatus 2,65  F nucleatum 0.37 A actinomycetemcomitans 010 S artemidis 027
V. parvuia 489 P micros 3.88 T denticola 0.886 E saburreum 3,50
A naeshindn 2 13.58 S anginosus 1.48 B forsythus 068 N mucosa 184
S. sanguinis 1.12 S intermedius 0.86 F. acnes 045
A georgrae 210 P. nigrescens 128 G morbilforum 4186
S. oralfs 0.57 C showae 0.92 L. buccahs 793
C. ochracea 0.81 P endodontalis 1.00
A. 1sraef 11.27  F. pericdonticum 0.60
A. odentolyticus 112 C gracifis 0.02
C. gingivalis 0.77 P intermedia 0.10
S gordont 010 S noxia 0.52
S. mifis 005 F sulo 0.90
C. sputigena 005 P melarinogenica 0.75

E. corrodens 126
TOTAL 59.46 TOTAL 1413 TOTAL 1.81 TOTAL 24;@2'
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Figura 8. Proporcion promedio de grupos de microorganismos en muestras de placa dentobacteriana subgingival de una
poblacion infantil mexicana periodontalmente sana (n = 42). Los valores se expresan como porcentajes promedio.
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A. naesfundii 2
(A. viscosus)

8. mitis
5. oralis
S. sanguinis

C. rectus

Streptococcus sp.
S. gordonii
S, intermedius

C. showae S. noxia

A. actinomycetfemcomitans b

Figura 9. Complejos bacterianos en la placa subgingival, Los datos en esta figura resumen las
asociaciones entre especies bacterianas en muestras de placa dentobacteriana subgingival.
Adaptado de Socransky y cols. 1998 (84).
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